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Abstrakt

2-Nitrofluoren (NF) je povaZzovdn za modelového upsé nitrovanych
polycyklickych aromatickych uhlovodik (NPAH) paticich do skupiny mutagén
a karcinogefi. Interakce DNA s genotoxickym 2-nitrofluorenemdgledovana pomoci
elektrochemického DNA biosenzoru figraveného z elektrody ze skelného
uhliku (GCE) a nizkomolekuldrni DNA z lososich spir Pouzity byly techniky
elektrochemicka impedani spektroskopie (EIS), cyklicka voltametrie (CV)
a square-wave voltametrie (SWV). Za pomoci techritk$ nebyla pozorovana zadna
poSkozujici interakce, ktera byigmbovala zlomy ve struktet DNA. Pomoci CV byla
ale zjiStna interkalace NF do struktury DNA za vzniku komxole NF-DNA.
Interkalace méa za nasledek snizenétpoelektroaktivnich mist schopnych podléhat
oxidaci, coz bylo prokazano technikou SWV, kdy dmx#lo ke sniZzeni vySek piku
guanosinu a adenosinu.

Z divodu nebezpmého msobeni NF na strukturu DNA byla vyvinuta
elektroanalyticka metoda pro jeho stanoveni a apékelnost metody byla G&ns
ovérena na modelovém vzorku pisku. Pro vyvoj byla pautachnika diferefmi pulsni
voltametrie (DPV) v prosedi sngsi Brittonova-Robinsonova purfu o pH 7,0 a ethanolu
v poneru 7:3 (v/v) a s pravidelnouredupravou povrchu elektrody. Mez stanovitelnosti
(Lo) byla 1107 M.

Kli¢ové slova:

Elektrochemicky DNA biosenzor
Elektroda ze skelného uhliku
Nizkomolekularni DNA

2-Nitrofluoren

Voltametrie

Elektrochemicka imped&ni spektroskopie
Detekce poskozeni DNA

Vyvoj analytické metody



Abstract

2-Nitrofluorene is a model representative of nécatpolycyclic aromatic
hydrocarbons (NPAH) which belongs to a group of agehs and carcinogens.
Interaction of DNA with genotoxic 2-nitrofluorene aw  monitored
by an electrochemical DNA biosensor made of a glasarbon electrode (GCE)
and low molecular weight DNA from salmon sperm. HAmques used are
electrochemical impedance spectroscopy (EIS), cyalbltammetry (CV) and
square-wave voltammetry (SWV). Using the EIS teghaj no damage to DNA, which
would cause strand breaks in DNA, was observedreaseusing the CV technique, the
intercalation of NF to the structure of DNA was ehb®d, leading to the formation of
a NF-DNA complex. The intercalation results in duretion of electroactive sites which
can be oxidized. It was verified using the SWV taghe, by which a decrease of the
peak heights of adenosine and guanosine was oldserve

Because of the dangerous effect of NF on the strectof DNA,
an electroanalytical method for its determinatioaswdeveloped. An applicability of
the method was successfully tested on a model saofgand. For the development of
the technique, differential pulse voltammetry (DPWas used in a mixture of
the Britton-Robinson buffer of pH 7.0 and ethanola ratio of 7:3 (v/v) and with
a periodic pretreatment of the electrode surfade [Tmit of quantification (k) was
1107 M.
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Seznam pouzitych zkratek a symibol

NF 2-nitrofluoren

AF 2-aminofluoren

AAF 2-acetylaminofluoren

BR pufr Brittoriv-Robinsoriv pufr

c molarni koncentrace [M]

CDNA koncentrace DNA

Cv cyklicka voltametrie

DNA deoxyribonukleova kyselina

DNA/GCE elektroda ze skelného uhliku modifikovamé@xyribonukleovou
kyselinou

DPV difererni pulsni voltametrie

Eacc potencial akumulace DNA

EIS elektrochemicka impedar spektroskopie

EtOH ethanol

GCE elektroda ze skelného uhliku

Lo mez stanovitelnosti

M [mol/l]

NPAHy nitrované polycyklické aromatické uhlovodiky

OH-NF hydroxylovany 2-nitrofluoren

PBS fosfatovy pufr

pH zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxonictyiont

R korel&ni koeficient

Rer odpor genosu naboje]

SWV square-wave voltametrie

tacc doba akumulace DNA

zZ imaginarni slozka impedanc@][

-z realna slozka impedande]|



1. Uvod
1.1 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout elektrociieky DNA biosenzor na
bazi elektrody ze skelného uhliku (GCE) a nizkorkl@ni DNA z lososich spermii
a pomoci tohoto DNA biosenzoru vyBetinterakci DNA s genotoxickym NF, ktery
v téle interaguje s DNA za vzniku DNA adukta gispiva tak k rakovinotvornému
bujeni. Tento DNA biosenzorig@dstavuje levny a velmi rychly é#pob odhaleni
poSkozeni DNA a interakce DNA s nebeapgmi latkami vyskytujicimi se v Zivotnim
prostedi.

Vzhledem k nebezgaym interkalacim NF do struktury DNA, kteréém
strukturu dvousroubovice DNA a zanaSeji tak do DiNétace, bylo dalSim cilem nalézt
citlivou elektroanalytickou metodu pro stanoveni BFowiit jeji aplikovatelnost na

realném vzorku.

1.2 Nitrované polycyklické aromatické uhlovodiky

Béhem nedokonalého spalovani organickych latek vzrikéa rada zdravi
ohrozujicich latek, které jsou velkym problémem &s$teni ovzdusi a Zzivotniho
prostedi. Mezi tyto latky pdt také nitrované polycyklické aromaticke
uhlovodiky (NPAHY), které s&adi mezi pimé mutageny a karcinogeny, a vykazuji tak
nebezpéné &inky bez nutnosti projit aktivaci pomoci mikrosonmiéh enzyni. Do
ovzduSi se uvdlji predevsim vyfukovymi plyny z dieslovych a benzinovyabtor,
spalovanim ¢erného uhli, pimyslovou vyrobou i cigaretovym kéent. NPAHy
setrvavaji ve vzduchu naadsorbované na tuhé prackast€ky, pomoci kterych se
mohou &fit na dlouhé vzdéalenosti. V letnichégicich, kdy vlivem teploty dochéazi
k uvoliovani tkawjSich slodenin do plynné faze vzduchu, dochazi ke zvySeni
koncentrace NPAH v ovzduSi. Naopak v zitnse plynné NPAHy kondenzuji na
povrchu tuhychtastic. V zing zarové miuze dochazet ke zvySeni koncentrace NRAH
vytapEnim domacnosti pevnymi palivy. Koncentrace NRAWovzduSi se pohybuje
v fadu desetin aZ stovek ng/ieit.?). Z vody a fidy mohou byt akumulovany déla

Zivych organism a rostlin, a naslednse tak dostavat deéla ¢lovéka konzumaci této



kontaminované potravy. Potravaibe byt kontaminovana tak&hem apravy, jako je
prazeni, péeni, grilovani, suseni a uzeni. Druhou cestouNBKRHY mohou vstupovat

do &la loveka, je vdechovanim vzduchu s tuhy#asticemt™.

1.3 Studovana latka 2-nitrofluoren

Studovanou latkou je 2-nitrofluoren (NF, obr. 1.NF byva povaZovan za
modelového zastupce nitrovanych polycyklickych aatiokych uhlovodik a za
marker jejich vyskytu. V ovzduSi se nalézadbwolny, nebo naadsorbovany na tuhé
prachové asticé. Ackoliv je NF chemicky stabilni latkou, v organismwdiéha
intenzivnimu metabolismu (obr. 1.2). Prvnim krokemetabolismu je redukceistni
mikrofléorou na 2-aminofluoren (AF). AF dale v jatle podléha acetylaci a vznikne
2-acetylaminofluoren (AAF). AF a AAF mohou byt \r@ch hydroxylovany a tyto
hydroxylované formy, jeZ vykazuji mutagennfinky®”, jsou poté diky své polait
vyluc¢ovany ledvinami a travicim systémemelatven. Nehydroxylované formy mohou
pak interagovat s DNA za vzniku DNA aduikily predstavuji poruchy, které se mohou
po svém vzniku dlouhod@ébzakonzervovat jako mutace a mohéasem pispivat
k maligni transformaci buwk a nekontrolovanému banému dleni. Z toho dvodu je
NF povaZovan za potencionalni karcinogen. Byla&)s, Zze indukuje nadorové bujeni
v mnoha organech, napv jatrech, Zaludku, ledvinach, plicich, fgch a slinnych

7lazach, tlustém v &i konesniku®8®

NO,

Obr. 1.1 Strukturni vzorec 2-nitrofluorenu.
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Obr. 1.2 Shrnuti metabolismu NFu v laboratorni &ry$Mozné vstupy NFu do
organismu: oralni (or) vstup (popsany vtextu vigSe) a intratrachealni (it)
¢i intravaskularni (iv) vstup (studovany na izoloyah prokrvenych plicich (lung)
a jatrech (liver)). NF podany intratrachealni cagtoojde skrz plice do krevniho &tu
a nemetabolizovany e postihnout cely organismus. V jatrech i pliciga
intravaskulara podany NF metabolizovan na hydroxylovany 2-nitrofen (OH-NF).
Z jater je vyl&ovan ve fornd neSkodnych Zkovych glukoronid. p-naftoflavon BNF)
navodi zvySenou ¢innost cytochromm P450, mni se produkce metabalit
z kvantitativniho hlediska, vznika vice OH-NF. Nigpmnost stevni mikrofléry
(germfree) zpsobuje nedostatek nitroredukci, metabolismus jevgutm oxidativni

cestou a metabolity jsou OH-NFiévzato z literatury™).

1.4 Elektrochemické DNA biosenzory

Hlavni roli DNA v buikach je udrzet a spra¥nvytvaret genetickou informaci.
Poskozeni DNA v hitkach na z&klatlinterakce $adou chemickych i fyzikalnich latek
vyskytujicich se v Zivotnim prdstdi méacasto za nasledek mutace, které mohou vést az
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k rozvoji rakoviny. Je proto tdezité disponovat analytickymi metodami, které jsou
schopné rychle a citler detekovat poSkozeni DNA aifmnost latek poskozujicich
DNA'. Jednou z moZnosti jsou elektrochemické DNA bipeg/i*?°. Ty mohou diky
své citlivosti, jednoduchosti a nizkym firgmim nakladm konkurovat technikach,
pomoci kterych jiz byla interakce DNA s ngn¢jSimi typy latek studovana, jako
nagt. gelovou elektroforézGli®® fluorescenni spektroskopii, NME® ¢ UV-VIS
spektroskopii.

Jednoduchy elektrochemicky biosenzor se skladaoladického materialu
a fyzikalre-chemického fevodniku, na kterém je biologicka slozka pewukotvena —
imobilizovana. Biologicka sloZzka je schopna rotligitomnost, aktivitu nebo
koncentraci specifického analytu v roztoku. Vzni&hjsignal je ansrny koncentraci
analytu v roztoku aievodnik ho pevadi na rstitelny analyticky signé&f-%°

Elektrochemické senzory nabizeji rychlou moZnosthatehi toxickych
a karcinogennich latek v Zivotnim priestf’ a potravin, hodi se jednak jak k detekci
poskozeni DNA, tak i ke kvantitativnimu stanoveaiek® které poskozovani DNA
zpasobuji. Prozatim byla tato daeni pouZzita pro detekci ndklad polychlorovanych
bifenyli, aflatoxini, aromatickych amiif®, pesticidi®® a protinadorovych ®Bv?®3 Do
budoucna sedekava aplikace biosenZor oblasti mediciny, k detekci mutaci lidskych
geni & jako wasna diagnostika nemdti

Je-li DNA vystavena {sobeni genotoxickych latek, dochazi v ni ke stnuktn
zZménam a tyto zrény mohou byt sledovany pomoci elektrochemickycmaig>2
Elektrochemické vlastnosti DNA jsou studovany jid 80. let 20. stoleti, kdyesky
védec Emil Paleek objevil elektrochemickou aktivitu nukleovych ke na rtwové
elektrod®’. Elektroaktivni slozkou DNA jsou dusikaté b&zdJhlikové elektrody se
vyuzivaji k meéteni ¥ pozitivnich potencialech a pozorovani anodickyotidatnich
déju. Pozorovat lze pouze oxitld piky purinovych bazi guaninu a adeninu (obr).1.3
Guanin se oxiduje kolem potencialu 1,0 V, oxidacderanu probiha ip 1,2 V. Po
interakci DNA s toxickymi latkami je vyhodné sledd\pokles oxidéniho piku guaninu
z toho divodu, Ze jeho oxidaceigdchazi oxidacim dalSich béazi, a neni tak zatizen
ostatnimi reakcemi na elektracK analyze DNA Ize pouzitiznych konstru&nich typi
uhlikovych elektrod (pevné, pastove, kompozitniméivé apod.) a uhlik Ize také

nejrizngji modifikovat®.
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Na povrchu rttové elektrody dochazi k irreverzibilni redukci cgittu a adeninu
okolo potencialu —1,45 V proti argentchloridovéereitni elektro& (obr. 1.4 ). Guanin
je redukovatelny az ip potencidlech menSich nez -1,6 V a jeho pik taki nea
elektrochemickych zéznamech viditely zaroven totiz dochazi k vyraznému
vylu¢ovani vodiku,¢imz jsou pekryty redukni proudy guaninu. Okolo potencialu
-0,3V miZzeme pozorovat az oxidaci 7,8-dihydrogenguaninuiki&mo redukci
guaninu. Abychom mohli pozorovat redumk piky thyminu a uracilu, musime pouzit
znan¢ negativni potencidly,ipkterych ale dochazi k rozkladu zé&kladniho elditto
(vody), a tedy i nevodné prasti (dimethylsulfoxid, dimethylformamid). Tentdigtup
nenasel pro biochemické analyzy redlnych vaoBRNA vyuZiti*®. Pomoci rttiovych
elektrod jsou ziskavany kvalitni reprodukovatelngsledky a tyto elektrody byly
pouzity pro stanoveni DNA jednak klasickymi polamfgckymi metodami, voltametrii
s linear rostoucim nagtim, ale i pulsnimi voltametrickymi metodami. N
reprodukovatelné vysledky poskytuje visicitdua kapkova elektroda, ale amalgamové
elektrody jsou vhod#si pro konstrukci DNA biosenzit. Divodem je pedevsim to,
Ze kEhem posledniho desetileti stale vice rostou obavyoxicity kapalné rtuti
(pozornost je tedydnovana vyvoji pevnych elektrod, jako jsou amalgaénelektrody,
kompozitni elektrody, uhlikové pastové elektrodly borem dopované diamantové
elektrody). Materialy slozené z amalgamu neobsahajickou kapalnou ri)

a produkuji tudiz zanedbatelné mnoZstviatych vypat ve srovnani s kapalnou rtuti
& s hmotou, ktera se z kapalné rtuti skf§da

12
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Obr. 1.3 Voltamogram oligonukleotidu s oxttémi piky guaninu (&) a adeninu (K)

narmieny na elektroéiz pyrolytického grafitu (fevzato z literatur?).
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Obr. 1.4 Cyklicky voltamogram oligonukleotidu s uédnim pikem cytosinu a adeninu
(CA) a oxid&nim pikem (G) redutniho produktu guaninu (7,8-dihydrogenguanin)

namtieny na visici rttové kapkové elektrad(pievzato z literaturi?).
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1.5 Vyzkum 2-nitrofluorenu pomoci DNA biosenzori

Pfi elektrochemickém vyzkumu interakci 2-nitrofluoognjehoz voltametrické

chovani bylo podrobn studovano nap v publikacici™*, a jeho biologickych

metabolifi*?°

s DNA (pouziva se DNA izolovana z hiknzZivocicha, nag. teleciho
brzliku nebo lososiclti sledich spermii) byly prozatim pouzity DNA biogeny
s prevodniky na bézi rtuti (visici rfova kapkova elektroda (HMDE)) a uhliku
(sitotiskova uhlikova elektrofa (SPCE), uhlikova filmova elektrotfy K detekci
poSkozeni DNA byly pouzity elektrochemické technikguare-wave voltametrie
(SWV), diferergni pulzni voltametrie (DPV) a cyklicka voltametr{€V). Ve vSech
piipadech byly pozorovany zmy voltametrickych signél dokazujici posSkozovani
DNA zkoumanym xenobiotikem.

Pomoci biosenzoru sestaveného z SBQly zjisny dva druhy poskozeni
DNA. Prvni bylo zgisobeno gimou interkalaci nitrofluorendo DNA. Pomoci SWV
byly sledovany piky guaninu a adeninu. Oba tytoypske po interakci DNA a NF
snizuji. Dochazi k interkalaci latky mezi pary b&MNA. To mé za nasledek sniZeni
poctu elektroaktivnich mist schopnych podléhat oxidabruhé poskozeni bylo
zpiusobeno radikaly s kratkou dobou Zivota, které vajikpi elektrochemickych
redukcich nitroskupin. &iem prvni faze elektrochemické redukce NF se rktmpsia
redukuje na hydroxylaminoskupinu, a vznikaji taklikaly s kratkou dobou Zivota
(Ar-NO2H"). Ty mohou interagovat s DNA agobovat jeji oxidativni poskozeni. Bylo
pozorovano zvyseni adeninového a guaninového pRlaaktivni radikaly zfisobuji
rozeweni dvousroubovice &1t8i pistupnost bazi pro elektrochemickou oxidaci.

Na HMDE*" modifikované DNA byly ziskany obdobné vysledkygakta SPCE.
Technikou CV byl zaznamendn pokles adeninu a aytiosv gitomnosti NF.
DvouSroubovice DNA je degradovana na volné kouditgré se naslednuvolni
z povrchu elektrody. Tento pokles se da dale &jis\cast&nou depurinaci DNA, po
které volné baze adeninu v roztoku neposkytuji ¥asignal. | touto technikou bylo
sledovano poskozeni DNA #&gobené nitroanionovymi radikaly (Ar-NO). Byl
pozorovan pokles redaRich piki adeninu a cytosinu vidledku zlont v DNA, jejiz
casti se poté neudrzi na povrchu elektrody a odmgdaMegasgjSim indikatorem
oxidativniho poSkozeni je guanin. Vznikly 8-oxogiumnse nespravn paruje
s adeninem, a do DNA se tak naskedrtlenuje mutace. Z difer@mich pulsnich

14



voltamograni byl navrzen mechanismus vazby NF do DNA. Na hdléCHE poskytuje
NF dolie vyvinuty signal. Po iiidavku DNA do roztoku vznikd komplex NF-DNA.
Ten se diky DNA snadiji a silngji vAZze na povrch elektrody, a zvysi se tak proddov
odezva NF. Pik se také posunuje k poz#jgim hodnotam potencidlu, jelikoz je
komplex NF-DNA snaze redukovatelnyii RlalSim gidavku DNA stale dochazi
k tvorbé komplexu, ovSem na elektrodu se konkdreénvaze nadbyia DNA

z roztoku, a proto dochazi k poklesu voltametricdézvy NF.

1.6 Srovnani poznatki oin vivo ain vitro pireménach 2-nitrofluorenu

V predchozich kapitolach a mnohem podrgbnv bakal&ské praci® bylo
ukadzano srovnani poznathk in vivo ain vitro preménach NF. Vyzkumem poSkozovani
DNA in vivo se celosstové zabyvalo gkolik védeckych tynd, predevSim Bhem
80. a 90. let minulého stoleti. V publikovanychqcha byl poskytnut posine detailni
popis nejen metabolickych drah NF, ale takésgbeni metabolit NF na strukturu
DNA*?°%%8 Rovr? bylo ukéazano, e elektrochemické DNA biosenzatgdgtavuii
jednoduse fipravitelnda, levna, citliva a selektivni izzeni vhodna pro detekci
poSkozeni DNAinvitro. Je Zejmé, Ze vyzkum provédy za takto odliSnych
experimentalnich podminekn(vivo versusin vitro) s sebou nese riziko nizsi korelace
ziskanych poznatk

JelikoZz byl vyzkum poSkozeni DNA interakci s NFebg metabolity pomoci
elektrochemickych DNA biosenzibrmprovadn az v posledni deb tykaji se ziskané
poznatky pedevSim dvou slaenin — maténého NF a jeho primarnihan vivo
metabolitu AF. Zde jsou uvedeny poznatky, kteréujgm vivo a in vitro studiim
spole&né:

1.  Firedukci NF vznika jako rediki produkt AF.

2. Redukce NF na AF je ireversibilni proces.

3.  Hi ptimé interakci AF s DNA vznikaji sithvdzané interkatani komplexy

typu AF—DNA.
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Pomoci elektrochemickych DNA bioseniorSak byly ziskany i dalSi poznatky,
které i in vivo studiich nelze ziskat (nebyly vyvinutyiglusné metody pro takovyto
typ studia) nebo jim nebyla¢movana paténd pozornost. Jedna séegevsim o tato
fakta:

1. P elektrochemické redukci NF dochazi v podminkachvisatelnych
s prostedim v butkach (zakladni elektrolyty o iontové sile srovnag¢e$ iontovou silou
fyziologického roztoku a v rozmezi pH 4,5 — 7,0)jpnee k tvork® intermediatu
(2-hydroxylaminofluoren), ktery je nasletiredukovana na AF.

2.V prvnim kroku elektrochemické redukce NF sepaarchu elektrody tvio
radikaly s kratkou dobou Zivota, které za aerobnpdudminek zproseédkovavaji
oxidativni poSkozeni DNA & vznik zlomi ve vlaknech dsDNA), které je znamo
i zin vivo studii (oxid&ni stres). Je tedy moZzné, Ze i v Zivych organismedhtuje
riziko tohoto typu posSkozeni DNA, které&igre vézt ke vzniku DNA mutaci.

3. FHima interakce NF s DNA Zigobuje jeho interkalaci do struktury DNA.
Tento NF-DNA komplex by mohlip dalSi replikaci DNA vést rowi ke vzniku

degenerované struktury DNA, pofpy mohl replikaci DNA zcela zamezit.
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2. Experimentalni ¢ast

V letnim semestru 2014 jsem absolvovala studijidype zahranii Erasmus na
Univerzit v Regensburgu (UR) véhecku na Fakult chemie a farmacie, Katssl
analytické chemie, chemo- a biosenzd?Pracovala jsem v tymu Instrumentalni analyzy
pod vedenim Prof. Franka—Michaela Matysika a digleou praci jsem zde dokdire.

Experimentélni ¢ast byla tedy prov&ta na dvou tznych pracovistich.
Optimalizace gpravy DNA biosenzoru, vySatvani interakce NF s DNA
a elektrochemické chovani NF na holé a modifikovalektrod byla neiena na B
UK v Praze, &ast €chto experimerit byla také zreprodukovana na UR. Na UR bylo
dale provedeno voltametrické stanoveni NF na addkize skelného uhliku.

Neni-li uvedeno jinak, bylo v &necku pracovano s totoZznymi chemikaliemi.

2.1 Reagencie

Studovana latka 2-nitrofluoren (98 %, Sigma-Aldridiimecko). Zasobni roztok
2-nitrofluorenu o koncentraci 1.70M byl piipraven rozpugnim 0,02112 g této latky
v ethanolu (99,8 %, Lach-Neteska Republika / 99,8 % Sigma-Aldrich¢ecko) za
pomoci ultrazvuku po dobu 2 minut. Zasobni roztgkurhovan za laboratorni teploty
a ve tng.

Nizkomolekularni DNA z lososich spermii (Sigma-Addt, Neémecko) byla
uchovavana v lednici ip teplo€ 7 °C. Zasobni roztok této latky bylipravovan
rozpusénim 10 nebo 100 mg v 1 ml fosfatového pufru. Zasolmztok byl vzdy
pfipravovan minimala den gedem a byl uchovavan v plastovych nadobkach typu
Eppendorf v mrazicim boxuigeplog —4 °C.

Fosfatovy pufr o koncentraci 0,1 M bylfipraven jako roztok 35,8 g
NaHPQO,.12H,0 (98,5 %, Lach-Ner,Ceska Republika) a 13,8 g NgPD.H0
(> 98 %, Sigma—Aldrich, USA) v 1000 ml deionizovamgdy. pH roztoku bylo 6,7.
Fosfatovy pufr o koncentraci 0,1 M a pH 6,7 byl &MNcku pro praci s DNA
biosenzorem ifipraven jako roztok 15,6 g NaFO,.2H,O (Merck, Nemecko) a 14,2 g
NaoHPO, (Merck, Nemecko). Pro techniku DPV byl fosfatovy pufr o stekoncentraci
a pH 7,0 ppraven z 22,8 g BHPO,.3H,O (Merck, Nemecko) a 13,6 g KHPO,

17



(Merck, Néemecko) z dvodu sraZzeni prvého roztoku s ethanolem. Fosfammify byl
vzdy uchovavan za laboratorni teploty a vé&.tm

Redoxnim indikatorem (Fée") byla ekvimolarni s#s KiFe(CN)]-3H,O
a KgFe(CN)] o koncentraci 1-I8M. Byl piipraven rozpudnim 0,2112 ¢
K4[Fe(CN)]-3H,0 a0,1646 g KFe(CN)] (oba 99 %, Lachemaeska Republika)
v 500 ml fosfatového pufru. Roztok byl uchovavanatsratorni teploty a ve #n

Brittonovy-Robinsonovy pufry (BR pufry) o petboném pH byly fipravovany
misenim 0,2 M roztoku NaOH s roztokem obsahujicij@4 OM kyselinu boritou,
fosfore&nou a octovou. Kysela slozka BR pufru byl&pmvena smisenim 2,47 g
H3BOs3, 2,30 ml 98% CHCOOH a 2,50 ml 85% #P0O, (vSechny Merck, Rmecko).
Roztok NaOH o koncentraci 0,2 M bykipraven rozpughim 8 g peciek NaOH
(Merck, Némecko). Roztoky byly uchovavany za laboratornidgph ve tré.

Pri piipraw roztoki byla pouzivdna deionizovana voda (produkovan&syesn
Millipore Milli-Q Plus, Millipore, USA). VesSkeré pazivané roztoky, krotnzasobniho
roztoku DNA, byly uchovavany ve sklemych nadobéach.

2.2 Aparatura

Cyklicka voltametrie (CV), elektrochemicka impedan spektroskopie (EIS),
square-wave voltametrie (SWV) a dife¢an pulsni voltametrie (DPV) byly &ieny na
pristroji MicroAutolab 1lI/FRA 2 (Eco Chemie, Nizozesko). Pro nsteni CV, SWV
a DPV byl pouzit software GPES (General Purposetilehemical System), verze 4.9,
a pro ngieni EIS byl pouzit software FRA (Frequency Respohsalysis), verze 4.9.
Micro Autolab [lI/FRA 2 byltizen stolnim péitacem s oper&im systémem Microsoft
Windows XP ProfessionaMéieni probihala veritelektrodovém zapojeni sestavajicim se
z pracovni elektrody ze skelného uhliku (GCE)ufmir disku 3,0 mm, Metrohm,
Svycarsko), argentchloridové referentni elektrodyyp RAE 113, 3 mol/l KCI,
Monokrystaly,CR) a z platinové pomocné elektrody (typ PPE, Mogstaly, CR). Pro
akumulaci DNA na povrch pracovni elektrody byl pibuEco—Tribo Polarograph
(Polaro—Sensor£;R) se softwarem Polar Pro, verze 5.1. ¥hiécku byl k akumulaci
DNA pouzit MicroAutolab IlI/FRA 2 (Eco Chemie, Nizemsko).
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2.3 Pracovni postupy

Optimalizace gipravy DNA biosenzoru

Postupé. 1: Povrch pracovni elektrody byl obnoven a akt&m jejim ole&tnim
o utrku z mikrovldkna (utrka nacisteni bryli) a postupnym vkladanim potencialu
(1,7 V a —0,5V, kazdy po dobu jedné minuty) v piedt redoxniho indikatoru E&=¢"

v PBS. Roztok byl po celou dobu aktivace michan @armagnetického michadla.

Postupe. 2: Riprava DNA biosenzoru byla optimalizovana za pdugithnik CV
(polarizani rychlost 50 mV/s, potencialovy krok 5 mV, potgavé rozmezi od 0 mV
az 500 mV) aEIS (polarizai potencial 225 mV, potencialova amplituda 10 mV,
frekvertni rozsah 0,1 — 5000 Hz —¢ikeno 51 bod). Byla vyuzita nefima detekce za
pouziti redoxniho indikatoru E&€" v PBS.

Postupc. 3: Potenciostaticka akumulace DNA na GCE bylavgdéna z roztoku
DNA v PBS za optimalniho potencialucasu akumulacesimz byl gipraven vilastni
DNA biosenzor (DNA/GCE). Roztokem DNA bylo po dolakumulace michano
elektrickym michatkem. Byly pro#&ovany ¢asove, potencidlové a koncertra
zavislosti akumulace DNA na povrch elektrody. DNAleb akumulovana z roztdk
o koncentracich 0,1 mg/ml, 1 mg/ml a 10 mg/méagovém rozsahu od 0,5 do 5 minut
(od ¢asu 1 minuta vzdy s jednominutovym krokem) a roznwiadaného potencialu
0-800 mV (s krokem 100 mV). Byla také vyzkouSesamovolna akumulace
z michaného roztoku bez vloZzeného potencialu. Edkt byla po akumulaci
oplachnuta v roztoku PBS. (Jako optimalni podmimkymulace DNA byl zvolen
potencial 500 mV, koncentrace DNA 10 mg/ndlas akumulace 2 minuty.)

VySefovani interakce NF s DNA

Postup¢. 1: Vliv ethanolu na naakumulovanou DNA na elettérdyl zkouman
v elektrolytech s obsahem ethanolu 0 — 50 obj. ¥%dkem 10 obj. %) ethanolu v PBS.
Elektroda byla aktivovana a za optimalnich podmihgkpripraven vlastni biosenzor.
Byl zm&ten cyklicky voltamogram a impedam spektrum v progedi Fé/Fe'. Po
dobu 5 minut byl DNA biosenzor inkubovan v ptesti ethanol/PBS a ¢p byl
proméfen voltamogram a impedam spektrum.

Postup¢. 2: Pro vySdeni poSkozeni DNA fimou interakci s NF byla nejprve
pouzita technika EIS. Na aktivovanou elektrodu byla optimalnich podminek
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naakumulovana DNA a v prasti Fé/Fe" byla zmétena EIS. Nasledovala inkubace
DNA biosenzoru v roztoku'10*M NF v 50% ethanolu v PBS po dobu 5 min &top

zmeieni EIS v prosedi Fé/F€". Akumulace DNA probihala z roztoku o koncentraci
0,1 mg/ml, 1 mg/ml nebo 10 mg/ml.

Postup ¢. 3: Pro techniku SWV (polarigai rychlost 3 V/s, potencialova
amplituda 40 mV, potencialovy krok 15 mV, frekverR@0 Hz, potencialové rozmezi
0 az 1600 mV) byla provedena vlastni optimalizaéprapvy biosenzoru. Byl ponechén
stejny potencial akumulace 500 mV. Byly prideny koncentrace roztoku DNA
0,1 mg/ml, 1 mg/ml a 10 mg/ml. Pro optimalni kortcaci 1 mg/ml byla proktena
¢asova zavislost v rozsahu od 30 s do 5 miniasa30 s byl zvolen jako optimalni.

Postup ¢. 4: Technikou SWV byla pro#ena ¢asova zavislost (v rozsahu
10 — 60 minut s krokem 10 minut) pro inkubaci ogind pripraveného DNA
biosenzoru v roztoku NF o koncentrad@® M v PBS (1:9).

Postup ¢. 5: Technikou EIS byla proffena casova zavislost (10, 20, 40,
60 minut) pro inkubaci optimé&n pripraveného DNA biosenzoru v roztoku NF
o koncentraci 10 M v PBS (1:9).

Eletrochemické chovani NF na holé a modifikovamkiebd

Postupc. 1: Elektrochemické chovani NF na holé a DNA midifané elektrod
bylo zkoumano pomoci techniky CV. Byl préfen potencidlovy rozsah
500 aZ —1400 mV. V roztokulD* M NF v 50% ethanolu v 0,1 M PBS byly Zreny
voltamogramy na holé elektrdéda DNA biosenzoru iffpraveném za optimalnich
podminek. Déle byl v 0,1 M PBS zbhen voltamogram na DNA biosenzoried a po
jeho inkubaci po dobu 5 min v roztokd@* M NF v 50% ethanolu v 0,1 M PBStRl
vlastnim métenim byl vzdy roztok probublan dusikem po dobu B,raby se zabranilo
ruSivému vlivu rozpugheho vzdusSného kysliku. Stejny postup byl zopakopém
koncentraci NF 1-18M v PBS.

Postup. 2: Postugg. 1 byl proveden také s PBS o koncentratds M.
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Voltametrické stanoveni NF na elektéazk skelného uhliku technikou DPV

Parametry DPV: #ka pulsu 0,1 s, vySka pulsu 50 mV a rychlostusgér
potencialu 0,02 V/s.

Postup¢. 1. Ri meéieni pH zavislosti byly roztoky fipraveny nasledujicim
zpisobem: do 10 ml odénné baiky bylo odpipetovano 5 ml BR pufru aipluSném
pH, 1 ml zasobniho roztoku 2-nitrofluorenu v etHano koncentraci 10° M a poté
byla baika doplrgna po rysku ethanolem. Taktdigravené roztoky byly promichany
a prevedeny do @rici nddobky. Naslednbyl roztok zbaven kysliku giminutovym
probublavanim dusikem za stalého michani, aby de&dstragni bublinek, které
ulpély na povrchu elektrody. #8d vlastni nadobku byla iEzena promyuka
obsahujici srs pufru a ethanolu v takovém pém, v jakém byly tyto sloZzkyiftomny
v zakladnim elektrolytu. #@d vlastnim r&‘enim roztoku obsahujiciho NF byla vzdy
znefena Kivka zakladniho elektrolytu, tedy roztoku BR pufou péislusném pH
a ethanolu vposu 1:1 (v/v). pH, které poskytovalo nejlépe vyhotisné
voltamogramy, bylo progteno 20krat.

Postup¢. 2: Pro konstrukci kalibeaich zavislosti bylo postupovano shédn
s postupent. 1, ale roztoky o koncentmichtadech 10' M a 10° M byly piipraveny
spikovanim pomoci zasobnich rozioklF o koncentracich 10 nebo 110° M do
roztoku zakladniho elektrolytu. NejnizSi vyhodneltid koncentrace byla ziena
10krat. Byla promstena zavislost proudu na obsahu ethanolu (0 — 50s #6)toku
z&kladniho elektrolytu a také vliv ote’/ani elektrody mezi jednotlivymi ztnami
koncentrace kalibtaiho roztoku.

Postup¢. 3: Modelovy vzorek, 3 g pisku, bykgveden do extraki nadobky.
Ke vzorku bylo pidano vyp@itané potebné mnozstvi zasobniho roztoku NF
o koncentraci 10 M nebo 110™* M. Po odp#eni ethanolu byly fidany 3 ml ethanolu
jako extrakniho ¢inidla. Roztokem byloiepano a poté byl odebran 1 ml extraktu
a preveden do voltametrické nadobky. Roztok ve voltaiclet nadobce ve vysledku
obsahoval PBS a ethanol v pé&nm 7:3. Byla o¥fena vytZznost extrakce koncentraci
(1-1010"Ma (1 —1010°M NF.

Pokud neni uvedeno jinak, vSechriivky byly méreny ftikrat a elektroda bylaip
piesouvani mezi jednotlivymi roztokyikladng oplachnuta deionizovanou vodou.
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2.4 Postupy zpracovani nandirenych dat

K pottebnym vypétim a tvorl grafi uvedenych v této préci bylo pouZito
programu Microsoft Excel 2010 (Microsoft CorporatijoUSA) a OriginPro 8.0
(OriginLab Corporation, USA). Konfidéni pasy (na hladinvyznamnostio = 0,05)

u kalibranich gimek byly vytvdaeny v programu Origin Pro 8.0. Mez stanovitelnosti
(Lo) byla paitana dle IUPAC jako koncentrace odpovidajici deasbbku srodatné
odchylky voltametrického stanoveni NF (proc¢eb mefeni n = 10) o koncentraci
odpovidajici nejniz&imu boduiiplugné kalibreni primky®®. Ukazky vyhodnocovani

kiivek pro jednotlivé techniky jsou znazény na obrazcich 2.1 — 2.4.

7' [kQ]

Obr. 2.1 Ukéazka vyhodnocovani ElSerné body — impedani spektrum,cervena

kiivka — prolozeni spektra.Jqr— odpor proti penosu naboje.
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Obr. 2.2 Ukazka vyhodnocovani CVp d — vySka anodického pikup k — vyska
katodického piku.
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Obr. 2.3 Ukazka vyhodnocovani SWY; ¢ — vyska piku guanosinug  — vySka piku

adenosinu. Voltamogram je korigovany na zakladni. li
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Obr. 2.4 Ukazka vyhodnocovani DPY,.+ vyska piku NF.
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3. Vysledky a diskuze

3.1 Optimalizace pripravy DNA biosenzoru

Pred samotnou ffipravou DNA biosenzoru a optimalizaci jehdippavy bylo
nejprve poteba vymezit potencidlové okno préfované cyklickou voltametrii
a optimalizovat pedupravu povrchu elektrody. Potencidlové okno bylanezeno
v rozmezi potenciél od 0 do 500 mV (f potencialech nizSich nez 0 mV dochazi
k odpadavani navazané DNA vlivem odpudivych interaknezi zapor& nabitou
cukr—fosfatovou kostrou DNA a elektrodou s vloZenygd@pornym potencialem;fip
potenciadlech vysSich nez 500 mV dochazi k elekeoibké oxidaci bazi DNA).
Nej&inngjSi aktivace elektrody byla prové&eh vkladanim nejprve potencialu
1,7V apoté -0,5 V vzdy po dobu jedné minutied?aktivaci byla elektrodacidtena
o utrku z mikrovlakna (utrka nacisténi bryli) proto, aby byla z povrchu elektrody
odstragna DNA z gedchoziho réeni a aby po vlozeni potendiaheodpadavala do
roztoku, ve kterém probihalo &teni. Ritomnost zbytk DNA v tomto roztoku by
mohla vést k jeji zgné akumulaci na elektrodu. Péigraw biosenzoru a gteni CV
v rozsahu potencia—300 — 700 mV pomoci tohoto biosenzoru bylo povéano
dlouhodobé ustalovany stabilniho mnoZstvi naakuwané DNA na elektrad
CV bylo poteba promiiit v priméru desetkrat, nez dosSlo k ustaleni p&owanych
kiivek. Signal biosenzoru nastal, coZz znamenalo, Zze Zjntdst DNA odpadavala.
Zmenou rozmezi rozsahu potendidhow od 0 do 500 mV) odpadavani ustalo.

Rychlého a opakovatelného pokryti povrchu elektredgnpaktni vrstvou DNA
bylo dosazeno jeji akumulaci z roztoku o koncemti@ mg/ml po dobu 2 minip
potencialu akumulace 500 mViiBPotencialu 500 mV byl pozorovan dostaté velky
pokles voltametrickych ptk (obr. 3.1) a dostate¢ kontrastni ndrst Rcr (obr. 3.2)
oproti holé elektrod bez naakumulované DNA.&Bi nafist Rer nez @i akumulaci i
500 mV byl pozorovan ip akumulaci pi potencidlech 600, 700 a 800 mV. Tyto
potencialy se v3ak blizi potendial oxidace guanosinu a adenosinu, a proto nebyly
pouzity pro akumulaci DNA. Struktura DNA by jimi i@ byt ovliiovana jiz Bhem
akumulace. Ze stejnéhaivbdu, jako byl vybran optimalni potencial akumulabgla
vybrdna koncentrace DNA 10 mg/ml. Doba akumulaeeir? byla zvolena proto, Ze
narist Rct a pokles piku jsouiptomto ¢ase uz dostataé velké (obr. 3.1 a 3.3).FPtéto
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doke akumulace bylo také dosazeno nejlepSi opakovalpidpravy DNA biosenzoru
s relativni smrodatnou odchylkou 5,3 %, ktera je znazonv regulénim diagramu na
obr. 3.4.
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Obr. 3.1 Cyklicky voltamogram ziskany v roztoku oediho indikatoru FéFe"
(c=1.10°M) v PBS na DNA biosenzorucdrvena kivka) piipraveném akumulaci
z roztoku 10 mg/ml DNA # potencialu 500 mV trvajici 2 min a na nemodifikoe
GCE gernd kivka).
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Obr. 3.2 Nyquisiv graf ziskany v roztoku redoxniho indikatord' fre" (c = 1-10° M)
v PBS na DNA biosenzoru. Biosenzafigpaven akumulaci z roztoku 1 mg/ml DNA
v PBS trvajici 5 min. Potencial akumulacg&E100 mV — modré body (R = 2,6 K2),
300 mV —c¢ervené body (B = 3,2 K2), 500 mV —cerné body (Bt = 4,4 K2),
Nemodifikovand GCE — zelené body{R= 253Q).
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Obr. 3.3 Nyquisiv graf ziskany v roztoku redoxniho indikatord' fre" (c = 1-10° M)
v PBS na DNA biosenzoru. Biosenzdigraven akumulaci z roztoku 10 mg/ml DNA
v PBS i potencialu 500 mV. Doba akumulagg;t30 s —¢erné body (Bt = 2,9 K2),
120 s —cervené body (Br = 5,8 K2), 180 s — modré body (R= 7,7 K2), 300 s —
zelené body (Br = 10,6 K2). Nemodifikovand GCE — oranZové body (R 253Q).
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Obr. 3.4 Regukni diagram opakovatelnosti akumulace DNA. Biosengigpraven
akumulaci z roztoku 10 mg/ml DNA v PBSi potencialu 500 mV trvajici 2 min.
V regula&nim diagramu je znazo¥na pamérnd hodnota (modraiicka) a varovné
(zelené kivky) (pramér = 20) a reguléni (Cervené kivky) meze (pimér £ 3o).
Relativni sérodatna odchylka 5,3 %.
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3.2 VysSetirovani interakce NF s DNA

Byl prowten vliv podilu ethanolu v roztoku (do obsahu 50. dlj ethanolu
v PBS) na DNA naakumulovanou na elektto@omoci CV a EIS nebylo v Zadném
z téchto roztok pozorovano poskozeni DNA if{pinkubaini dok® 5 min). Diky tomu
bylo umoZino zkoumani poskozovani DNA z roztoku NF o koncmmitrt10™* M,
ktery je @i této koncentraci rozpudty prav v 50 % ethanolickém roztoku v PBS.

Pri detekci poSkozeni DNA na elektogomoci EIS nedoslo k vyznamné &
chovani biosenzoruied ani po ptiminutové inkubaci DNA biosenzoru v roztoku NF
o koncentraci 10* M (obr. 3.5). Z toho Ize usoudit, 7e mezi DNA a Ne&dochazi
k poskozujici interakci, v jejimzidledku by dochazelo ke zldmm ve struktie DNA,
coZz by nglo za nésledek odpadavani DNA z povrchu elektrédymoci EIS byl také
zkouman vliv koncentrace akumdafdho roztoku DNA na pozorovatelnost poskozovani
DNA. Vysoka koncentrace by mohlatgmbovat nadbytek DNA na elektigdoiicemz
by NF mezi jednotliva vlakna DNA¢Zce pronikal a nemohl by tak dgpbovat
poSkozeni DNA. Bylo akumulovano zrozfoko koncentracich DNA 10 mg/ml,
1 mg/ml a 0,1 mg/ml. # Zadné z uvedenych koncentraci DNA nebylo pozamova
poSkozeni DNA.
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Obr. 3.5 Nyquistv graf ziskany vroztoku redoxniho indikatoru "fre"

(c = 1-10% mol/l) v PBS na DNA biosenzorugd (1) a po 5 min inkubaci (2) v roztoku
110" mol/l NF v 50% ethanolu. Biosenzokigraven akumulaci z roztoku 10 mg/ml
DNA v PBS g potencialu 500 mV trvajici 2 min.
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Dale bylo pro¢iovano posSkozovani DNA ip delSich inkubacich DNA
biosenzoru v roztoku NF o koncentracld® M v 0,1 M PBS. \kasové zavislosti do
jedné hodiny neni pomoci techniky EIS pozorovat@rakazatelné poSkozovani DNA,
kterda by v dsledku jedneetzcovych zloni odpadavala z povrchu elektrody,
aumoznila tak lepSi ifstup elektrofi redoxniho indikatoru k povrchu elektrody
(obr. 3.6). Vzhledem k tomu, Zec¢asové ose nebyl pozorovan zZadny sestupny trend,
avzhledem kvelmi velké citlivosti techniky néde fici, Zze by DNA byla NF
poSkozovana formou jediezcovych zlond ve struktie.
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Obr. 3.6 ZAavislost poSkozeni DNA naakumulované lekteod na ¢ase inkubace
DNA biosenzoru v roztoku 10> M NF. Méiené technikou EIS. 100 %emistavuje

DNA biosenzor ped inkubaci v roztoku NF. Biosenzofigraven akumulaci z roztoku
10 mg/ml DNA v PBS § potencialu 500 mV trvajici 2 min.
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3.3 Eletrochemické chovani NF na holé a modifikované ektrodé

Pomoci CV byla zji&na interkalace NF do struktury DNAfiRnéteni na holé
elektrodt v prostedi roztoku 0% M NF v 50% ethanolu v 0,1 M PBS poskytuje NF
dolre vyvinuty pik odpovidajici redukcifipomné nitroskupiny (obr. 3.7A¢erna
kiivka). i méteni na DNA biosenzoru se tento pik zmenSuje a p@sse srrem
k negativgjSim potencidlm (obr. 3.7A, ¢ervena kivka). DNA naakumulovana na
elektrod znesnaduje gistup NF k povrchu elektrody, a tim i zneshaj@ jeho
redukci. DNA biosenzor inkubovany 5 min v roztokd@* M NF v 50% ethanolu
v0,1 M PBS a nasledn pieneseny do 0,1 M PBS poskytuje zmenSeny pik p
pozitivnéjSim potencialu (obr. 3.7A, zelen&iwka). NF se interkaloval do struktury
DNA za vzniku komplexu, ktery se redukuje sngdnez volny NF, coZ je chovani
typické pro DNA interkalatordf. Obdobny experiment byl proveden v inkiben
roztoku NF bez fitomnosti ethanolu, protoZze ethanol by mohl ve emgn mnozstvi
(50 %) denaturovat nativni DNA. Kii omezené rozpustnosti NF ve vothusela byt
jeho koncentrace snizena nald® M. Ve vodnych pufrech dochazelo k posunu
redukniho piku NF k negatiwjSim hodnotdm potenciélu, coz znamena, Ze NF je
k DNA vazan elektrostatickymi silami (obr. 3.7B,le®a Kivka). Obsah ethanolu
v roztoku rozhoduje o tom, zda se NF do strukturfMADinterkaluje, ¢i se ke
koste DNA vaZe elektrostatickymi interakcemi.

Déle byl zkouman vliv koncentrace roztoku PBI@5 M), a tedy iontové sily
roztoku, na interkalaci NF do DNA (obr. 3.8). loméosila nema na interkalaci tém
zadny vliv, elektrostatickou interakci ale owviisje. Cim je iontova sila roztoku mensi,
tim je pik navazaného NRt&i, protoZe se touto interakci vaze na kostru DN NF,
coz vyplyva z faktu, Ze na kast DNA je mnohem vice interdkich mist nez uvnit

dvousroubovice DNA,
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Obr. 3.7 CV voltamogramy z#ené v roztoku 10 M NF v 50% ethanolu v 0,1 M
PBS (A) a 10° M NF v0,1 M PBS (B) na GCE:¢rna) a DNA/GCE dervend)

a cyklické voltamogramy z#tené v 0,1 M PBS #ed (modrd) a po giminutové
inkubaci (zelend) DNA/GCE v roztokulD™ M NF v 50% ethanolu v 0,1 M PBS (A)
a v roztoku 1.0° M NF v 0,1 M PBS (B). Proighlednost je na grafu vpravo zobrazen

pouze vyez z dopedneho skenu cyklického voltamogramu.
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Obr. 3.8 CV voltamogramy z¥ené v roztoku 10* M NF v 50% ethanolu
v 510°M PBS (A) a 10° M NF v 510°M PBS (B) na GCEderna) a DNA/GCE
(¢ervend) a cyklické voltamogramy 2fené v 5.0° M PBS ffed (modrd) a po
pétiminutové inkubaci (zelend) DNA/GCE v roztokul@* M NF v 50% ethanolu
v 510°M PBS (A) a v roztoku'10° M NF v 510°M PBS (B). Pro fehlednost je na

grafu vpravo zobrazen pouzeiey z dopedného skenu cyklického voltamogramu.
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Pred samotnym pouzitim techniky SWV pro vysetini poSkozovani DNA
musela byt pro tuto techniku optimalizovanatippava DNA biosenzoru.
SWV voltamogramy naakumulované DNA poskyittjii piky. Fi potencialu 135 mV
je pozorovan pik prawgodobré odpovidajici preoxidaci grafitu samotné elektroety.
potencialu 760 mV je pozorovatelny pik kratSichgotiukleotidi DNA, které jsou
snadgji oxidovatelné. Guanosin je oxidovaryi gpotencialu 1050 mV a adenosin
1330 mV. Jako optimalni parametry akumulace bylyoleny koncentrace
akumul&niho roztoku DNA 1 mg/ml (obr. 3.9) a doba akumala80 sekund
(obr. 3.10). Fprava DNA biosenzoru zaédhto podminek poskytovala nejvyssi
a [iblizné stejreé velké piky guanosinu a adenosinu. Pro pik guanosyto dosazeno
opakovatelnosti geni $= 2,4 % (n=10) a pro pik adenosinu=sl,5 % (n = 10).
DelSi ¢asy akumulace poskytovaly nizSi piky bazi DNA, pkgodobré z divodu
nadbytku DNA na elektrad kdy tento nadbytek brani snadné oxidaci bazieruiél

akumulace byl ponechan 500 mV.
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Obr. 3.9 SWV voltamogramy &ené v 0,1 M PBS. Biosenzofipraven akumulaciip

potencialu 500 mV trvajici 2 min. Koncentrace akiatniho roztoku DNA 10 mg/ml
(zelend kvka), 1 mg/ml fervena kivka) a 0,1 mg/ml (modra ikvka) mg/ml.

Kiivka 1 — preoxidace grafitu elektrody, 2 — oxiddratkych oligonukleotid DNA,

3 — oxidace guanosinu, 4 — oxidace adenosinu.
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Obr. 3.10 SWV voltamogramy #&ené v 0,1 M PBS. Biosenzokipraven akumulaci

z roztoku 1 mg/ml DNA v PBSip potencialu 500 mV. Doba akumulace 30 sekund
(cervena Kkvka), 2 minuty (modra ihvka) a 5 minut (zelend ikka).
Kiivka 1 — preoxidace grafitu elektrody, 2 — oxiddeatkych oligonukleotid DNA,

3 — oxidace guanosinu, 4 — oxidace adenosinu.

Technikou SWV bylo pozorovano poskozovani DNA. Dax#lo ke snizeni
guanosinového i adenosinového pikuusglddku interkalace NF do struktury DNA.
Interkalace NF mezi pary bazi DNA mé& za nasledékesn p@tu elektroaktivnich mist
podléhajicich oxidaci. Wasové zavislosti inkubace DNA biosenzoru v roztoku
110° M NF v PBS nebyl v poskozovani pozorovan zadnyigedny trend (obr. 3.11),
avSak lze pozorovat, Ze obécs rostouciméasem inkubace dochazi k celkovému

poklesu pik guanosinu a adenosinu.
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Obr. 3.11 ZAavislost poSkozeni DNA naakumulovanéelektrod na ¢ase inkubace

DNA biosenzoru v roztoku 10> M NF. M&tené technikou SWV. 100 %gurstavuje

DNA biosenzor ped inkubaci v roztoku NF. Biosenzofigraven akumulaci z roztoku

1 mg/ml DNA v PBS f potencialu 500 mV trvajici 30 s.
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3.4 \Voltametrické stanoveni NF na elektro@ ze skelného uhliku

3.4.1 Optimalizace pH

Vliv pH na chovani 2-nitrofluorenu byl sledovan hetkou DPV za pouZiti
roztoki BR pufru o daném pH smichaném s ethanolem wporh:1. Koncentrace NF
v téchto roztocickeinila 1107* M. Voltametrické chovani studované latky bylo&eno
v rozsahu pH pouzitého pufru 1,0 az 13,0. RoztogHy 1,0 byl gipraven Upravou
kyselé sloZzky BR pufrufjidavkem 0,1 M HCI; pro pH 13,0 byl pouzit 0,2 M NdO
(nejedna se o teoretické hodnoty pH, ale o hodpatigné pH-metrem). V zavislosti na
pH elektrolytu byly pozorovany dva nebid voltametrické piky. Pro dely prace byl
vzdy vyhodnocovan pouze druhy pik, ktery odpoviddnpkrokoveéctyrelektronové
redukci NF na 2-hydroxylaminofluoren. V alkalickémrostedi (pH>8,0) byla
pozorovana redukce NF dvoukrokovym mechanismem:rwnipm kroku dochazi
k redukci NF za vzniku relati¥n stabilniho nitroanion radikalu, ve druhém kroku
dochazi kitielektronové redukci na 2-hydroxylaminofluoren. &lrkterd se objevuje
pied pikem NF v celém rozsahu pH odpovida redukcyddxylaminoflurenu, ktery
vznikal bshem opakovanych &tenf"’.

Pro techniku DPV bylo jako optimalni zvoleno presii BR pufru o pH 7,0.
V tomto prostedi pH poskytovala latka nejvysSi a nejlépe vyhditklay pik.
Namgtené hodnoty proudu piky b potencialu piku Epro dana pH jsou uvedeny
v tab. 3.1. Naobrazcich 3.13 a 3.14 jsou znargrnvoltamogramy pro jednotlive
hodnoty pH. Pro fehlednost jsou v 3.13 obrazku znazom kiivky pro licha pH,
a v obrazku 3.14 pro pH suda. Zavislost hodngind pH je graficky znazo#na na
obr. 3.12. S rostoucim pH Ize pozorovat, Ze senoidé piku posouva k zapafi§im
hodnotam az do pH = 10,0iipH = 11,0 Astava stejné jakoippH 10,0, a pro pH 12,0

a 13,0 se zase posouvaizke kladrgjSim hodnotam.
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Tab. 3.1

Hodnoty pH pouzitého BR pufru a pH* vyslednéésirpufr:ethanol v poru 1:1 (v/v)
a odpovidajici hodnoty potencialu pikgl&proudu pikupl

a — realizovano pomoci 0,1 M HCI, b — realizovanmpci 0,2 M NaOH

pH pH* E [mV]  1p[uA]
1,0 1,5 —400 —2,50
2,0 2,7 —461 -2,13
3,0 4,1 -555 -1,89
4,0 5,1 —-601 -1,99
5,0 6,1 —644 -2,35
6,0 7,2 —680 -2,43
7,0 8,1 ~717 -2,61
8,0 9,5 -738 -2,33
9,0 10,6 —751 -2,38
10,0 11,3 —754 -2,25
11,0 11,8 —754 -2,19
12,0 12,4 -751 —2,24
13,0 12,8 ~732 -2,13
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Obr. 3.12 Zavislost potencialu, Ba vysledném pH* gfena technikou DPV na GCE
vroztoku NF (c=10" M) vprostedi BR pufru o Hslusném pH v pogu
s ethanolem 1:1.
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Obr. 3.13 DP voltamogramy NF (c =1@™* M) na GCE v prosedi BR pufr:ethanol

v poneru 1:1 (v/v). Hodnoty pH BR pufru: 1,0 (Seda), Jibodra), 5,0 (zova),
7,0 €ernd), 9,0 (zelena), 11,0 (oranzova), 13d(end).
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Obr. 3.14 DP voltamogramy NF (c =1@™* M) na GCE v prosedi BR pufr:ethanol
v poneru 1:1(v/v). Hodnoty pH BR pufru: 2,0 (modra), 4(fhzova), 6,0 ernd),
8,0 (zelend), 10,0 (oranzova), 12¢eryend).
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3.4.2 Opakovatelnost gfeni

Pii koncentraci NF 10* M byla technikou DPV na GCE zffena
opakovatelnost dvaceti po <gobjdoucich stanoveni NF vrozsahu potencial
od 400 do —2100 mV v prasdi BR pufru o pH 7 ve stsi s ethanolem v poru
1:1 (v/v). Mezi kazdym rrenim byl roztok po dobu cca 15 sekund probublarikeéus.
Na obr. 3.15 jsou proiphlednost zndzoény voltamogramy v rozmezi potendial
0 az —1200 mV. Na vloZzeném obrézku je graf opal@masti pro proud pik Ziskana
hodnota sbyla 1,1 %.
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Obr. 3.15 DP voltamogramy NF (c =1@™* M) pii meieni opakovatelnosti 20 &enf
v prostedi BR pufru o pH 7 v po#énu s ethanolem 1:1. VloZeny grafeolstavuje
regul&ni diagram zavislosti hodnoty, pfi opakovatelnosti stanoveni naifpdovém
¢isle mefeni. V regulanim diagramu je zndzo¥na ptimérna hodnota (modréaiivka)
avarovné (zelené tivky) (praimér * 20) a reguléni (Cervené Kkivky) meze

(pramér + 3c). Vyhodnoceni bylo provedeno na hlatiryznamnosti. = 0,05.
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3.4.3 Koncentr&ni zavislost

Byly proméieny Kalibr&ni zavislosti NF na GCE technikou DPV. Bylo
pracovano v progdi optimalniho pH 7,0. #Ppokusu o vyhodnocovani nejmenSich
koncentraci byl v BR pufru zpozorovan pik, kterfeifieroval s pikem samotného NF,
a zabraoval tak vyhodnoceni¢thto nejmensich koncentraci. Namisto BR pufru byl
tedy dale pouzivan fosfatovy pufr o koncentraci M,la stejném pH. Kalibgani
zavislosti NF byly prorteny v koncentrénich rozmezich (1 — 100'M
a (1 — 10)L0° M. Byl studovan vliv obsahu ethanolu a také vlle&govani elektrody
pied jednotlivymi zminami koncentrace vroztoku na kalibmd zavislosti
(obr. 3.17 — 3.24).

Pri koncentraci L0 M NF byla prongtena zavislost vysky piku NF na psm
PBS a ethanolu v roztoku (obr. 3.16 a tab. 3.2)vy$8i proudovou odezvu vykazoval
NF v roztoku s obsahem ethanolu 30 %. Pro obsamelh 0, 30, 50 % byly z&tené

celé koncentréni zavislosti ve vySe uvedeném koncettiien rozmezi.

Tab. 3.2 Hodnoty obsahu ethanolu v roztoku PBSmeth@a odpovidajici hodnoty
potencialu piku Fa proudu pikupINF (c = 1.10° M).

obsah ethanolu E, [mV] [, [NA]
50 % —643 -296
40 % —627 -397
30 % -609 -510
20 % -594 —288
10 % -588 -180
0 % -588 -69,1
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Obr. 3.16 DP voltamogramy NF (¢ =10 M) na neregenerované GCE v piesii
PBS:ethanol s obsahem ethanolu 50 8ér\end), 40 % c¢ernd), 30 % (iZova),

20 % (modra), 10 % (zelena), 0 % (oranzova).

NejlepSich vysledk bylo dosaZzeno ip méieni v roztocich s obsahem
30 obj. % ethanolu. S le$tim elektrody mezi jednotlivymi zémami koncentrace byla
namtiena nejnizsi koncentracel@’ M NF a bylo dosaZeno nejvy3si citlivosti. Proto
byl tento roztok dale vybran pro stanovovani NFadelovych vzorcich pisku.

Ole¥ovani elektrody zfsobuje zminu kalibr&ni zavislosti z linearni na
polynomickou druhého stupn Polynomicka zavislost byla také ziskanaiipad
modelového vzorku pisku. Prajgbdobré je to dano adsorpci latky né&erstw
obnazeny povrch elektrody. Adsémp proud spolu sifispivkem difazniho proudu
navysi proud celkovy¢imz dochazi ke zvySeni gmice kalibr&ni zavislosti, ktera
ovSem neni linearni.

Dosazené vysledky &eni — rovnice kalibrgich zavislosti, hodnoty korelaich
koeficienti a mezi stanovitelnosti — jsou shrnuty v tab. 384 Meze stanovitelnosti
ziskané vyp&tem dle IUPAC jsou v &kterych gipadech aZ o jeden koncerimarad

nizsi nez nejnizsi re&nstanovitelna koncentrace. Tato skuest je zaficinéna
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zpisobem vypoétu meze stanovitelnosti, ktery pracuje s opakowatdi stanoveni jako
hlavni mirou nejistoty signalu. N&kglad pri metodt vyuzivajici néieni v roztoku 50%
ethanolu bez le&ni elektrody byla jako nejmensi koncentrace &imma 4107 M,
koncentrace 207 M jiz stanovitelnd nebyla. Vygtena mez stanovitelnostirgsto
vychazi ofad niz&i (3.0° M). Z tohoto divodu byla nejmensi naffena koncentrace

zvolena jako experiment@rzjiSttna mez stanovitelnosti.
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Tab. 3.3 Parametry kalibfaich gimek pro stanoveni NF v présti PBS pufru
s pronénnym obsahem ethanolu a v zavislosti na foséni elektrody. Parametry
kalibratni primky po extrakci NF z modelového vzorku piskuiho pomoci DPV na
GCE.

Obsah ethanolu,

oSefovani ¢ [M] Rovnice kalibrani zavislosti B
elektrody
30 %,
bez Ies'(:ém’ (0.2-1010° lp=-66,3¢c+778 0,998
0
39 vmi (0,1-1010°° l,=—-2,066—86,6C+ 22,0 0,994
lesgni p
50 %,
corloan | (04-1010° ly=—24,2 ¢ + 4,60 0.996
0
59 vA)i (0,4-1010°° l,=-0,476 £— 25,3 c + 3,54 0,996
lesgni p
isek
30 osl leSni (0,1-1010°° I, =—-40,28-379¢c +21,3 0,999
01

®1p [nA], ¢ [uM?], ¢ [uM], ° I, [nA], ¢ [ug?/g?], ¢ [ng/g]

Tab. 3.4 Mez stanovitelnosti experimentahjisttna a dle IUPAC.

Obsah EtOH, NejnizSi nandfitelna Lodle IUPAC
oSetovani elektrody koncentraceyM] [uM]
30 %, bez legni 0,2 0,08
30 %, le&ni 0,1 0,04
50 %, bez legni 0,4 0,03
50 %, le&ni 0,4 0,16
pisek
30 %, le&ni o1 0.04
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Obr. 3.17 DP voltamogramy NF na neregenerované @@Estedi PBS pufru ve
smesi s ethanolem v potru 7:3 (v/v). Koncentrace NF: 0,2 (zelena), 0,4 dind),
0,6 ¢ervena), 0,8derna), 1 (oranzovg)M. Prislusna kalibréni zavislost je zobrazena
na vlozeném grafu, konfidéni pasy jsou sestrojeny na hlaglinyznamnostu = 0,05.

| [WA]

|

-300 -450 -600 -750
E [mV]

Obr. 3.18 DP voltamogramy NF na neregenerované @Qifostedi PBS pufru ve
smesi s ethanolem v pogru 7:3 (v/v). Koncentrace NF 1 (1), 2 (2), 4 (3)(4, 8 (5),

10 (6) uM. Prislusna kalibreni zavislost je zobrazena na vlozeném grafu, kentiol

pasy jsou sestrojeny na hlagivwznamnosti. = 0,05.
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Obr. 3.19 DP voltamogramy NF na GCE v predt PBS pufru ve s&si s ethanolem
v ponmeru 7:3 (v/v). Koncentrace NF 0,1 ugova), 0,2 {ervena), 0,4 (modra),
0,6 (zelena), 0,8 (oranzova), ce(nd)uM. Elektroda byla ped kazdou zrmou
koncentrace ole&ba. Rislusna kalibréni zavislost je zobrazena na vloZzeném grafu,
konfidereéni pasy jsou sestrojeny na hlaglinyznamnostix = 0,05.
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Obr. 3.20 DP voltamogramy NF na GCE v predt PBS pufru ve s&si s ethanolem
v poneru 7:3 (v/v). Koncentrace NF 1 (1), 2 (2), 4 (3)49, 8 (5), 10 (6uM. Elektroda
byla ped kaZzdou zmnou koncentrace ole$ta. RisluSna kalibréni zavislost je

zobrazena na vloZzeném grafu, konfitleinpasy jsou sestrojeny na hlatlivwznamnosti
a = 0,05.
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Obr. 3.21 DP voltamogramy NF na neregenerované @@Estedi PBS pufru ve
smesi s ethanolem v potru 1:1 (v/v). Koncentrace NF: 0,4 (modra), O¢&ryend),
0,8 ¢ernd), 1 (zelenapM. Prislusna kalibréni zavislost je zobrazena na vloZzeném
grafu, konfidedni pasy jsou sestrojeny na hlaglinyznamnostu. = 0,05.
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Obr. 3.22 DP voltamogramy NF na neregenerované @@Estedi PBS pufru ve
smesi s ethanolem v potru 1:1 (v/v). Koncentrace NF 1édrvend), 2 (zelena),
4 (rizova), 6 (modrd), 8 (oranzovd), 18ei(nd)uM. Prislusna kalibréni zavislost je
zobrazena na vloZzeném grafu, konfileinpasy jsou sestrojeny na hlatlivwznamnosti
a =0,05.
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Obr. 3.23 DP voltamogramy NF na GCE vpfedt PBS pufru ve sési

s ethanolem v poénu 1:1 (v/v). Koncentrace 2 NF: 0,4 (modrd), O0,6eléna),
0,8 ¢ernd), 1 ervenduM. Elektroda byla fed kazdou zinou koncentrace olesta.

Prislusna kalibréni zavislost je zobrazena na viozeném grafu, kenfidi pasy jsou
sestrojeny na hladénvyznamnosti. = 0,05.
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Obr. 3.24 DP voltamogramy NF na GCE v predt PBS pufru ve s&si s ethanolem
v poneru 1:1 (v/v). Koncentrace NF 1 (1), 2 (2), 4 (3)49, 8 (5), 10 (6uM. Elektroda
byla ped kaZzdou zmnou koncentrace ole$ta. RisluSna kalibréni zavislost je

zobrazena na vloZzeném grafu, konfitleinpasy jsou sestrojeny na hlatlivwznamnosti
a = 0,05.
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Kalibracni zavislost v samotném pufru PBS bylarema z toho dvodu, abychom
zjistili, zda jsme schopni stanovovat NF v modeldvyvzorcich vody. Linearni
kalibrasni zavislosti bylo dosaZeno pouze v koncefrtfim rozmezi 4 — 8.10M, co? je
pro stanovovani NF v modelovych vzorcich vody néatogici. Z kalibr&ni zavislost
celého rozsahu koncentraci (obr. 3.25) je patrréé,vziddech 10 M dochéazi
k vyraznému zatkveni zavislosti, ktera se poté stane konstantafo Etrata citlivosti
metody je dana omezenou rozpustnosti NF veg.vddeieni bylo vyzkouSeno za
podminek regenerace elektrody dm&nim ged kaZzdou zinou koncentrace a také
bez regenerace, aledha postupy byly ziskany shodné vysledky. Pro stavéni NF

ve vodnych modelovych vzorcich se tedy nepibalayvinout metodu na stanoveni.

T

-240 :
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Obr. 3.25 Kalibrani zavislost (0,1 — 1@M) NF na GCE v progedi PBS pufru.
Méreno metodou DPV. Elektroda byl&ged kazdou zinmou koncentrace olesta.
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3.4.4 Modelovy vzorek

Jako pevna realna matrice byl vybran pisek s vsiik@stic menSich nez 1 mm
abyla zji¥ovana vyEznost kapalinové extrakce v koncegtrach rozmezich
(1-10)10"a (1 — 1010° M meiené technikou DPV na GCE o&mtané olegovanim
pied nEienim jednotlivych koncentraci. JelikozZ je vySe @@ metoda stanoveni NF
na GCE provatha vroztoku obsahujicim ethanol, byl ethanol pobuaké jako
extrakéni ¢inidlo. VytéZnost extrakce pro jednotlivé koncentrace je uvadetab. 3.5.
Obr. 3.26 ukazuje polynomickou zavislost kaliriaprimky v celém koncenttaim
rozmezi, parametry jsou uvedeny vtab. 3.3 (vizSeyystr. 44), koncentrace byla
prepaitena na jednotkyg/g za pomoci hustoty pro 30% vodny roztok ethatfollyto
vysledky dokazuji praktickou vyuZzitelnost vyvinutgetody pro stanoveni NF pomoci
GCE v pevném modelovém vzorku pisku.
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Tab. 3.5 Hodnoty spikované koncentrace do modelmvéhorku pisku, zfné
vyextrahované koncentrace a procentualnéanosti extrakce.

Pridana Namgiena
VytéZznost extrakce [%]
koncentraceyM] koncentraceyM]
0,1 0,096 96,38
0,2 0,192 96,02
0,4 0,385 96,19
0,6 0,577 96,10
0,8 0,760 95,04
1 0,952 95,22
2 1,891 94,53
4 3,860 96,49
6 5,676 94,60
8 7,760 95,04
10 9,568 95,68
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Obr. 3.26 Kalibrani z&vislost NF po extrakci z modelového vzorkukpisMéreno
v prostedi PBS ve sisi s ethanolem v potru 7:3 (v/v) na GCE. Elektroda bylaeul
kaZzdou zminou koncentrace ole$ta. Konfidegni pasy jsou sestrojeny na hlagin
vyznamnostio = 0,05.
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4. Zavér

Tato prace se zabyva vyvojem jednoduchého elektroatkého DNA
biosenzoru, realizovaného pomoci elektrody ze &kaln uhliku (GCE)
a nizkomolekularni DNA z lososich spermii. Tentoseinzor je naslednvyuZzit pro
detekci poSkozovani DNA genotoxickym 2-nitrofluoeem (NF). Pro detekci poSkozeni
DNA zpasobeného touto latkou bylo vyuzitai telektrochemickych technik -
elektrochemické impedani spektroskopie (EIS), cyklické voltametrie (CV)
a square-wave voltametrie. Za pomoci EIS byla si@ada zmdna odporu penosu
naboje (Ry), ktery nam podava informaci o Zméch na povrchu elektrody.
Poskozovani DNA ve forth jedndetézcovych zlond, v disledku kterych by DNA
z povrchu elektrody odpadavala, by bylo pozorovanwenSenim Br oproti DNA
biosenzoru fed inkubaci v roztoku NF. PoklesRpo inkubaci nebyl ovSem v naSem
piipadt pozorovan v tak velké rfd, abychom mohli s jistototici, Ze 2-nitrofluoren
poSkozuje DNA zlomy v jeji strukifa. Naopak technikami CV a SWV byla prokadzana
interkalace NF do struktury DNA. NF se chova jakNAinterkalator, interkaluje do
struktury DNA za vzniku komplexu, ktery se redukugeadwji nez volny NF.
Interkalace ma za nasledek snizenétpoelektroaktivnich mist schopnych podléhat
oxidaci, coz bylo pozorovana za pomoci SWV poklesa$ky piku guanosinu (k)

a adenosinu gla).

Z daivodu prokazané nebezpwsti NF pro DNA bylo dale studovano
elektrochemické chovani NF zaelem vyvinout novou, jednoduchou a citlivou
elektrochemickou metodu pro jeho stanoveni v reddnwzorcich. Byla pouZita technika
diferertni  pulsni  voltametrie  (DPV). Byla praffena pH  zavislost
v Brittonow-Robinsono¥ purfu a jako optimalni pH bylo zvoleno pH 7,@i #mto pH
pufru ve snisi s ethanolem v pofru 1:1 (v/v) byla testovana opakovatelnostiemi,
kterd n¢éla hodnotu 1,1 % (n = 20). Zidodu ne&istoty v BR pufru, ktera znemadvala
vyhodnocovani nejmensich koncentraci NF, byl dalezfvan fosfatovy pufr o stejném
pH. Byla zngiena zavislost vySky piku NF na obsahu ethanoluwziokwu. Nejvyssi pik
poskytoval NF v roztoku obsahujicim 30 obj. % etilanByly prongieny celé rozsahy
koncentraci pro podily 0, 30 a 50 obj. % ethan@upadminek regenerace elektrody
oleS€nim o aluminovy praSek adrku z mikrovldkna ped kazdou zrnou koncentrace
roztoku a poté bez regeneracéhdm celého rreni.
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Pro stanoveni NF za pouziti techniky DPV bytar PBS pufr o pH =7,0, ve
smesi s ethanolem v potru 7:3 (v/v). Red kazdym réfrenim by GC elektroda &fa byt
oSetena oledtnim o aluminovy prasSek na pisg podloZce a o &tku z mikrovlakna
(utérka nacisteni bryli). Mez stanovitelnosti ¢) za €chto podminek byla-107 M.
Tato metoda rize byt aplikovana na stanoveni NF v pevnych vzbrcRouZitelnost
metody byla o¥iena na modelovém vzorku. Byla provedena extrake&lné matrice
pisku. Extrakce byla provedena v celém katihiem rozmezi a bylo dosazeno
vytéZznosti 94,53 — 96,49 %.. Vyvinuta metoda stanowyfiaduje z dvodu nizké
rozpustnosti NF ve vadpiitomnost organického rozpotdta (ethanolu). B analyze
v elektrolytech obsahujicich pouze vodu je kalibfa zavislost linearni pouze
v koncentranim rozmezi 4 —-80" M, co? je nedostateé pro aplikovatelnost metody

na realné vzorky.
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