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Abstrakt

V této bakalarské praci byl zkouman netradi¢ni redoxni indikator 5-nitro-1,10-fenantrolin
jako mozny ukazatel poSkozeni DNA. Meéfeni probihalo elektrochemicky technikou
diferen¢ni pulzni voltametrie v tfielektrodovém zapojeni. Jako pracovni elektroda byla
pouzita elektroda z ultradistého grafitu, kterd byla modifikovana nizkomolekuldrni DNA
z lososich spermii. Poskozeni DNA probihalo pomoci UVC zéfeni o vinové délce 254 nm.
Byl studovan rozdil vysky voltametrickych signalii 5-nitro-1,10-fenantrolinu mezi neposkozenou
a poskozenou DNA. Nové¢ vyvinuté metody se ukazaly jako slibné pro detekci miry poSkozeni
DNA v zavislosti na ¢ase ozatrovani a v zavislosti na vzdalenosti od zdroje ozatfovani. Poskozeni

DNA bylo rozsahlejsi u obou studovanych faktort v zavislosti na jejich rostoucich hodnotach.
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1. Uvod

V dnesni dob¢ se klade ¢im dal vétsi diraz na jednodussi, rychlejsi a levnéjSi moznosti
zkoumani poskozeni DNA. Tyto vyzkumy jsou velice dulezit¢ z hlediska vyvoje latek
poskozujicich (at’ jiz cilené, nebo nechténé jako jejich nezddouci vedlejsi t¢inek) geneticky
material a je nutné zkoumat jejich G€inky co nevyhodnéjsi metodou, at’ uz se jedna o cizorodé
prospésné latky jako 1éciva, primyslové chemikalie, pesticidy, nebo jedy. Poskozeni DNA
casto konci rakovinou, coz je v posledni dob& téma mnoha vyzkum cilenych na boj proti
ni.

PtedloZzena prace se zabyva mozZnosti detekce poskozené DNA, a to pomoci
netradi¢niho redoxniho indikédtoru 5-nitro-1,10-fenantrolinu. K poskozeni genetického
materidlu bylo uzito UVC zéafeni vlnové délky 254 nm. K nésledné detekci byla vyuzita
elektrochemicka metoda diferen¢ni pulzni voltametrie s pracovni elektrodou z ultracistého
grafitu, ktera nese vyhody finan¢n¢ dostupného a snadno obnovitelného materidlu. Prace si

uklada za cil piijit s alternativni metodou pro zjiSténi miry poskozeni DNA.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Vlastnosti a struktura 5-nitro-1,10-fenantrolinu

5-Nitro-1,10-fenantrolin (NOzphen) je heterocyklicka latka, jejimz zékladem je planarni
organicka sloucenina 1,10-fenantrolin (phen), kterou tvofi tfi aromatické kruhy, jez obsahuji
dva atomy dusiku. V paté pozici je diky vyssi elektronové hustoté na phen nitraci navazana
nitroskupina, a tim vznika substituovany phen — NOzphen. Jeho struktura je zndzornéna na
obr. 1. NOzphen je ve vode¢ téméf nerozpustny. Lépe se rozpousti v mirn¢ kyselém prostiedi
a ethanolu, pfipadné¢ methanolu. Jedna se o krystalickou Zlutou az Zlutooranzovou latku
samotny phen. Vzhledem k pfitomnosti dvou dusikovych atoml ochotné tvoii komplexy

s pfechodnymi kovy [1-3].

Obrazek 1: Stuktura 5-nitro-1,10-fenantrolinu

Absorpéni piky NOzphen v ultrafialové (UV) oblasti objevujici se pii 232 a 265 nm
jsou ptifazeny pasmu n—n* prechodti aromatického kruhu, které patfi do pasma K. Vyzkumy
ukazuji, Ze piky komplexti NO2phen se vinovou délkou nelisi. Maximalni fosforescence byla
stanovena pii 498 nm [4].

Spektrometrické vlastnosti derivatl a komplexd phen byly charakterizovany
a zkoumany mnohokrat. V roce 2010 probéhla studie, kterd zkoumala moznost pouzit
nékteré phen derivaty, jako naptiklad NOzphen, pii vyvoji biosenzori a biopalivovych
¢lankd. Derivaty zde byly zkoumdény elektrochemicky s cilem ovéfit jejich schopnost
pusobit jako mediatory pienosu elektronll pro enzymy, konkrétné oxidasy. Vyzkum ukézal,
ze NOzphen by mohl byt vhodny jako zaklad pro elektrody biosenzorti a je vhodnym
mediatorem oxidas. NOzphen ma schopnost generovat efektivni potencial a dostatecnou

proudovou hustotu [5].



NOzphen byly prokdzany bakteriocidni ucinky, a to konkrétné ve vyzkumu
grampozitivni Clostridium difficile, kterd zpUsobuje prijmova onemocnéni. Proti této
bakterii existuje velmi malo antibiotik, a proto je dilezité hledat jiné moznosti 1écby [6].
Dalsi vyzkum se tykal Mycobacterium tuberculosis. Na tuto bakterii se ¢asem vytvofila
rezistence na 1é¢iva, a je tedy nutné zkoumat jiné u¢inné latky. Jako hlavni sloucenina byl
celkovym screeningem identifikovan pravé NO;phen. Studie dale prokazaly, ze NOxphen
formuje hostitelsky mechanismus k zabijeni intracelularnich patogent [7].

Dulezitou schopnosti NOzphen, kterd byla zkoumana a vyuzivana v této bakalaiské

praci, je jeho schopnost interkalace a sterické asociace do zlabkii DNA [8].

2.2 DNA

Deoxyribonukleova kyselina, neboli DNA, je makromolekula, kterd nese genetickou informaci.
Je sloZena z fetézce nukleotidi, které se skladaji z deoxyribosy, fosfatové skupiny a jedné ze
Styt bazi. Cést kratkého tiseku DNA je zobrazena na obr. 2. Je ziejmé, Ze baze je k deoxyriboze
piipojena N-gykosidovou vazbou a fosfat dale fosfoesterovou vazbou. DNA tvofii
dvousroubovici a baze se v ni paruji prostiednictvim vodikovych mustkt. Tti vodikové mustky

jsou mezi guaninem (G) a cytosinem (C) a dva mezi adeninem (A) a thyminem (T) [9-11].
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Obrazek 2: Cast tiseku DNA; prevzato z [12]
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Primérni struktura DNA udava sekvenci nukleotidl, sekundarni strukturu definuji
formy této struktury. Jedné se o formy A-DNA, B-DNA a Z-DNA. B-DNA je pravotociva
dvousroubovice, je nejcastéjsi a vyskytuje se v organismech za fyziologickych podminek.
Obsahuje maly a velky zlabek. A forma je taktéz pravotociva, ale ma plossi tvar. Z forma je
levotociva [9—-11].

Pomoci voltametrickych metod, napt. diferenéni pulzni voltametrie (DPV) nebo
square-wave voltametrie (SWV), je mozné detekovat piky bazi DNA. Voltamogramy
zachycujici oxidaci DNA bézn¢ vykazuji dva piky — G a A, Piky T a C se na voltamgramech

spojuji v jeden, jak je patrné na obr. 3. V minulosti bylo zkoumano chovani dvouvlaknové

i jednovlaknové DNA. Bylo zjisténo, ze ptenos elektronl zevniti dvouvlaknové DNA je

E/V (vs. Ag/AgCl)

Obrazek 3: Voltamogram bazi DNA. Pouzita metod SWV na GCE. Zobrazen pik guanosinu (pc), adenosinu (pa)
a spolecny pik tymidinu a cytidinu (prc); prevzato z [14]

2.3 Moznosti poSkozeni DNA

Poskozeni DNA je stav, kdy dochazi ke zméné struktury DNA. V dnesni dobé¢ se klade dliraz
na moznosti zjisténi téchto zmén ve struktufe, protoZze maji vliv na lidské organismy a jejich
zdravotni stav. PoSkozeni miiZe byt kovalentni nebo nekovalentni povahy [15].

Do kovalentnich modifikaci (zpisobenych napt. UV zafenim nebo oxida¢nim stresem)
11



muizeme zahrnout jedno- nebo dvouietézcové zlomy ve fosfodiesterové vazbé, dale
poskozeni N-glykosidové vazby a chemickou modifikaci zbytka bazi [15].

Nekovalentni modifikace se tykaji predevsim malého a velkého zldbku a prostoru mezi
jednotlivymi pary bazi. Mizeme k nim zaradit sterické interakce molekul v téchto mistech
(asociace do zlabkli DNA a inzerce), interkalaci, neboli vmezefeni molekul, a elektrostatické
interakce molekul, které maji kladné nabité ¢asti, a tudiz interaguji se zaporné nabitou cukr-
fosfatovou kostrou DNA [16].

V souvislosti s poSkozenim DNA a nutnosti zkoumani latek interagujicich s DNA
(a ptipadnou detekci miry poskozeni) je tfeba zminit nemoc, kterou je rakovina. Mnoho
sloucenin muZe interagovat s DNA nebo se na ni vazat. Dochazi poté ke zménam sekvence
bazi, nebo latky méni strukturu DNA, nasleduji poruchy replikace a problém vrcholi
vznikem rakovinového onemocnéni [13,17]. ZvySend moznost vzniku rakoviny je
piedevsim ve stafi. Starnuti samotné je taktéz spojeno se zvySenym vyskytem poSkozeného
nebo mutovaného genu. Pokud mluvime o mutaci DNA, je tfeba zminit, Ze za takovou
situaci povazujeme stav, kdy poskozena DNA unikla opravnym mechanismim. Tyto
mechanismy dokazou za normélnich podminek poskozenou DNA opravit. Jedna se o korekci
béhem replikace, ihned po replikaci nebo v prubéhu bunécného cyklu. Prikladem je korekce
parovani bazi ihned po ukonceni replikace nebo rekombina¢ni opravy mimo obdobi
replikace [18].

Problémem starnuti, a s tim spojenym vétSim vyskytem mutovaného genu, se zabyval
vyzkum zaméfeny na reaktivni formy kysliku (ROS). ROS jsou produkovany endogenné,
ale 1 z exogennich zdrojl, jako je ionizujici zéafeni, poté tito¢i na DNA a mohou zpusobit
1éze, oxidované baze nebo zlomky vldken DNA. Pokud tyto 1éze nejsou spravné odstranény,
mohou zplisobovat mutace [19,17]. Dalsi vyzkumy zabyvajici se studiem poSkozeni DNA
a naslednym vznikem rakoviny (a také napt. snizené plodnosti) nardzeji na nebezpeci
rozmahajicich se nanotechnologii. Jejich genotoxicita byla dlouhou dobu piehlizena, pozdéji
byla ale dokdzana jejich schopnost poSkodit DNA a pravdépodobna je i ekogenotoxicita
nanomateriall [20].

Narstajici nutnost zkoumani interakci latek, popt. 1€k s DNA je tedy zfejma. Potieba
robustnich, levnych a snadno pfizplsobitelnych analytickych nastroj pro detekci poskozeni

DNA byla hnaci silou vyvoje technologie DNA biosenzort (kap. 2.4) [13].
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2.3.1 Interkalace do DNA

Interkalace je popsdna jako vmezefeni mezi pary bazi DNA. Jedna se o nekovalentni
interakci, pii které je sloucenina zaclenéna doprostied dvouvldknové struktury DNA.
Slouceninou, které se interkalace tyka, byva zpravidla planarni molekula nebo jeji ¢ast
s kondenzovanymi aromatickymi kruhy. DalSim pfedpokladem byva kladny néboj
zpusobeny bud dusikatym heterocyklem, nebo kladné nabitym postrannim fetézcem.
Existuji dva hlavni zplisoby interkalace. Za klasickou interkalaci povaZujeme uplné
vmezeteni planarni molekuly. Dal§im typem je vloZeni (inzerce) do zlabki DNA pro ne
zcela planarni molekuly [21].

Byly zkoumany interkalatory, u kterych byla prokazéana protinddorova aktivita, a tedy
vyuZitelnost pii 1écbé rakoviny. Pravé interkalace mize zplsobit zastaveni biologickych
funkci DNA [22,23].

Vyzkumy dale popisuji, Ze tvorba komplext interkalativnich ligandt s prechodnymi
kovy neni nutné k interkalaci do DNA. Avsak vétSina vyzkum je zaloZena pravé na téchto
komplexech ptechodnych kovl. Phen, jak vidime na obr. 4, je dokaze tvorit taktéz.
Ptikladem je studie s komplexem tvoienym ionty médi a phen (Cu-phen), ktera ukazuje, ze
se komplex asociuje s DNA na konkrétnim interkalaénim misté specifickém pro 1€zi [24].
Kovové komplexy s phen umoziuji védcim najit specifickd mista v DNA a nasledné
prizptsobit tvar, symetrii a funkénost noveé navrzené¢ho kovového komplexu cilovému mistu
v DNA. Metalointerkalatory mtzeme rozd¢lit podle zptisobu interkalace na ty, jejichz
mechanismem interakce je vmezefeni, a na ty, jejichz mechanismem je vlozZeni (inzerce).
Kovové komplexy phen patii mezi interkalatory vmezetené, kdy se neporusi dva pary bazi,
mezi které se interkalator dostane. Druhy typ interkalatorii vypuzuje jeden par bazi a ligand

slouzi jako nahrada m vazeb [21].
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Obrazek 4: Priklad interkalace phen komplexu do DNA; prevzato z [23]

2.3.2 Interakce phen s DNA

Phen je zédkladem molekuly zkoumané v této préci, proto je zde zminka o jeho interakei,
pfipadné interakci jeho komplexti, s DNA dillezitd. Phen ma dva dusikové atomy strukturné
situované tak, ze predurcuji silnou vazbu ionti kovil. Je schopny kovy stabilizovat v nizsich
oxida¢nich stavech diky nedostatku elektront, kvili kterym je vyborny elektronovy
akceptor. Je planarni, rigidni a hydrofobni, coz napomaha interkalaci do DNA. Jiz zminény
Cu-phen dokéze stépit kostru DNA. Phen je v posledni dobé hojn¢ zkouman, protoze je jako
sloucenina viceucelovy — mé luminiscencni vlastnosti, vyuzitelné v materialové chemii, dale
se vyuziva pti vyvoji ucinnych receptort, chemosenzort, interkala¢nich ¢inidel atd. Jelikoz
zdjem o derivaty phen stale roste, vyviji se stile nové slouCeniny od né¢j odvozené.
Nejvyhodnéjsi strategii se ukdzala substituce v polohach 2 a 9. V poloze 5 a 6 probihaji
piedevsim elektrofilni substituce [8].

Komplexy phen s ionty kovii interaguji s DNA, pfi¢emz moznosti téchto interakei jsou
zobrazeny na obr. 5. Zplsob interakce také zavisi na form¢ DNA. Phen komplexy interaguji
s A a B formou DNA. Interkalace do Z-DNA je vzacnd a nepravdépodobnd kviili jinému
usporadani velkého a malého zlabku a paru bazi. Vlozeni piimo do malého nebo velkého
zlabku je stabilizovano hydrofobnimi u¢inky mezi phen a DNA a interakcemi mezi uhlikem

a m vazbou [8,25].
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Obrazek 5: Modely interakci kovovych komplexii phen s DNA; zleva: viozeni do zlabku DNA, interkalace, inzerce; prevzato z [25]

Po téchto interakcich Casto nasleduje Stépeni fetézctl, které zapticinuje bud’ Stépeni
fosfoesterové vazby, interakci kovu s fosfatovou skupinou, nebo oxidativni §t€peni. Pficemz
mechanismus, ktery je upfednostnén, zna¢né zavisi na druhu kovu. Napftiklad Fe nebo Cu
preferuji oxidativni poSkozeni, oproti tomu Zn funguje jako hydrolytické ¢inidlo pro Stépeni
fosfoesterové vazby. Nekteré prvky dokazi indukovat laserové stépeni DNA [8,25].

Phen je vhodny pro asociaci s DNA sam o sobé¢, kov pak navic poskytuje zvlastni
vazebné nebo reaktivni vlastnosti. OvSem phen je studovan i ve formé nekovovych
sloucenin, které jsou schopny interagovat s DNA a poSkozovat, ptipadné i stabilizovat
strukturu DNA. Prikladem je vyuziti téchto sloucenin pro tvorbu G-kvadruplexti, ve kterych
se inhibuje aktivita telomerasy, coz je duilezité pro apoptdzu rakovinnych bunék. Tyto latky

by mohly mit vyuziti pti vyvoji protinadorovych l1éciv [8,26].

2.3.3 Interakce UV zareni s DNA

S UV zafenim se setkavame kazdy den. Z vyzkumného hlediska se jednd o jeden
z nejvyznamnéjSich a nejsledovanéjSich typli zéafeni. Je obecné znamé, ze UV zafeni
poskozuje DNA. UV zéafeni miZeme rozdélit na tfi typy: UVA, UVB a UVC. Slune¢ni
zateni, které dopada na zemsky povrch a kterému jsme vystaveni, je UVA a UVB. Piestoze
UVB zéteni produkuje vitamin D a endorfiny, coZ je pro nés prospésné, vétsina jeho u¢inkl
je spiSe negativni, jako pfedev§im vyvolavani bunécné smrti, mutageneze, pired¢asného
starnuti kiize a rakoviny. Fotony té€chto druhli zafeni neabsorbuje pouze DNA, ale také
chromofory v koZnich bunkéch. To déle zpusobi produkci ROS a ty opét poskozeni DNA.
Lidské bunky jsou opatieny mechanismy na obranu vii¢i témto u¢inkiim, pfipadné opravu

vvvvvv
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mechanismem je fotoreaktivace pomoci enzymu fotolyasy. Dal§i moznosti je oprava pomoci
excize, kterou lze rozd¢lit na bazickou a nukleotidovou [28].

UV zafeni produkuje dvé mutagenni a cytotoxické léze DNA: cyklobutanové-
pyrimidinové dimery a 6-4 fotoprodukty. Nejdiskutovanéjsim disledkem, se kterym se UV
zateni spojuje, je rakovina kaze, konkrétné tii jeji typy — karcinom bazélnich bunék, spino-
celularni karcinom a maligni melanom [28, 29].

UVC zatfeni ma cytotoxické ucinky a poskozuje DNA. V normdalnim Zivoté na nas sice
nepusobi, protoze je kompletn¢ absorbovano atmosférou, ale pouziva se v UVC lampach
vyrabénych k riiznym tcelim. Vyuzivaji se napt. v ekologii ke kontrole vody.

V experimentélni Casti této bakalarské prace byla DNA uméle poskozovéana prave
timto zafenim. Pomoci UVC zafeni byly v jinych pracich poskozovéany i buiiky melanomu
ve studii u€inkl rtizného mnozstvi melaninu na ozafené thyminové 1éze. Bylo zjisténo
oxidativni poskozeni DNA zavislé na ozafovani i mnozstvi melaninu [30]. Dalsi vyzkum se
tykal bakterii, u kterych byly pozorovany opravné mechanismy po posSkozeni. Byla
zaznamenana kaskada signalii, které transportuji informaci do jadra bunky a aktivuji

transkrip¢ni faktory [31].

2.4 Elektrochemické DNA biosenzory

Biosenzory jsou velmi citlivé aparaty s fyzikalné-chemickym detektorem, jez zaclenuji také
slozku biologického materialu, ktery predstavuji napi. tkdné€, mikroorganismy, buiky,
enzymy, protilatky nebo nukleové kyseliny. Tyto latky plni kol interakce, vazby nebo
rozpoznani analytu. Stejn¢ jako biologicky material i detekce mtize byt riizné povahy, napf.
elektrochemicka, opticka nebo elektrochemiluminiscen¢ni. Takovému zatizeni (detektoru)
se fika prevodnik.

Elektrochemicky DNA biosenzor tvoii pracovni elektroda, na které je navdzana vrstva
DNA. Takovyto biosenzor dile pomoci elektrochemickych dé&jt sleduje interakci dané
molekuly (analytu) s DNA a je patrné, Ze se jedna o rychlou a pomérné levnou variantu
vySetfovani. Pracovni elektroda ptedstavuje prevodnik elektrického signalu. Oxidace bazi
DNA je néasledné elektrochemicky detekovana. Vysokou citlivost maji elektrody na bazi
uhliku, kterych existuje velké mnozstvi druhil. V soucasné dobé se mnoho vyzkumi zabyva
vyvojem novych biosenzori a fada z nich je praveé na bazi grafitu. Popularni jsou elektrody

modifikované nanocasticemi, ale v posledni dob¢ se védci priklani k pouziti elektrod z mnohem
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méné finanéné narocnych materidlli — piikladem mize byt filmova uhlikova elektroda
(CFE). CFE je tvotena klasickou pevnou elektrodou (vétSinou kovovou), ktera je pokryta
vodivym uhlikovym filmem z pfirodniho grafitu a polystyrenu. Povrch CFE je snadno

obnovitelny setienim starého a opétovnym nanesenim nového filmu [16].

Obrazek 6:Detail CFE, prevzato z [16]

Elektricky zahtivané uhlikové elektrody mohou zkoumat teplotni ti¢inky na poSkozeni
DNA, ptipadn€ mohou byt pouzity pii vySetfovani ochrany proti pasobeni ROS [15].

Navazani DNA na povrch elektrody muze probihat rliznymi zplisoby, pfic¢emz
nejjednodussim je samovolna adsorpce. Jinou moznosti pouzivanou v mnoha vyzkumech je
vlozeni kladného potencidlu na pracovni elektrodu (tzv. potenciostaticka akumulace),
mnohdy tomuto procesu piedchézi aktivace elektrody. Povrch elektrod je tak nabit kladné,
tudiz s nim zaporné€ nabit4 kostra DNA snadno interaguje [16].

Detekénimi technikami vyuzivanymi v pfistupech uZivajicich elektrochemické
biosenzory jsou predev§im voltametrie, chronopotenciometrie a elektrochemicka
impedanéni spektroskopie. Techniky mohou nebo nemusi vyuzivat urcitych aktivnich
znacek, jako jsou napf. enzymy, nebo indikétord, jako jsou napf. interkalatory. Pfipadnou
kombinaci vice detek¢nich technik miizeme ziskat komplexné;jsi informace [16].

Jiné typy elektrochemickych DNA biosenzorti jsou urcené napi. ke sledovani
poskozeni pomoci hybridizace s redoxné¢ znac¢enou DNA nebo hodnoti u€innost pienosu
naboje mezi redoxnim indiké4torem a biosenzorem [15].

Elektrochemické DNA biosenzory jsou pomérné citlivé, ale ur€itymi kroky mizeme
jejich citlivost jesté zvysit. Prikladem je pouziti redoxnich indikétort, pfipadné znaceni
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DNA. Dalsi moznosti zvyseni jejich citlivosti je pouziti nanomaterialii s elektrokatalytickymi

ucinky nebo enzymi pro opravu poskozené DNA [15].

2.5 Pracovni elektroda

Pro méteni byla v této bakalarské praci pouzita pracovni elektroda z ultracistého grafitu
(UTGE; kat. ¢. 6.1204.100, Metrohm, Svycarsko). Elektroda je zobrazena na obr. 7. Obr. 8
ukazuje schéma poskytované vyrobcem. Elektroda ma tvar dutého valce (vyroben z PVC)
s vnitfnim primérem 2 mm, ktery je naplnény kompozitem tvorenym ultracistym grafitem
a epoxidovou pryskytici. UTGE lze olestit o aluminu a to je zna¢na vyhoda, protoze
elektroda ma obmeénitelny, ale stale stabilni jednotny povrch [32, 33]. Stejné jako jiné
uhlikové materialy Ize 1 tuto elektrodu modifikovat vrstvou DNA, jak bylo difive popsano

v diplomové praci [34].

Obrazek 7: UTGE, prevzato z www.metrohm.com
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Obrazek 8: Schéma UTGE, A — vnitrni primér 2 mm, B — vnejsi primer 7 mm, C — elektricky kontakt o velikosti M3
(3 mm), D — celkova délka elektrody 52,5 mm, prrevzato z www.metrohm.com
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Nejdiive byl pfipraven dvouslozkovy Brittoniiv-Robinsondv pufr (BR pufr) pro proméieni
pH zévislosti a optimalizaci metody detekce analytu. Kyseld slozka pufru o koncentraci
0,04 mol I'! byla ptipravena smichanim 2,71 ml 85% kyseliny fosfore¢né (p.a., Lach-Ner,
Neratovice), 2,31 ml 99% kyseliny octové (p.a., Penta, Praha), rozpusténim 2,47 g pevné
kyseliny borité (p.a., Lachema, Brno) a nakonec doplnénim na celkovy objem 1000 ml
deionizovanou vodou, kterou poskytuje systém Millipore Q-Plus systém (Millipore, USA)
a je dale pouzita pro pripadné dalsi pfipravy vodnych roztokd. Bazicka slozka pufru
o koncentraci 0,2 mol I"! byla pfipravena rozpusténim 8,0 g pevného hydroxidu sodného
(p.a., Lach-Ner, Neratovice) a doplnénim na celkovy objem 1000 ml.

Dale bylo piipraveno 200 ml 0,01 mol ! kyseliny chlorovodikové, ziedénim
stejné kyseliny o koncentraci 1 mol I'!, pro rozpusténi analytu.

Byl ptipraven zasobni roztok analytu — 5-nitro-1,10-fenantrolinu (NOzphen; > 97%,
Sigma-Aldrich, Praha) o koncentraci 1107 mol I'. Pro pfipravu bylo rozpusténo 0,0225 g
ve 100 ml 0,01 mol I"! kyseliny chlorovodikové. Pro rozpusténi bylo nutné vzorek ponechat
5 min v ultrazvukové lazni.

Po zjisténi optimalniho pH bylo nutné pfipravit 0,1 mol I'! fosfatovy pufr o pH 6,0.
Bylo ptipraveno 1000 ml pufru rozpousténim 4,906 g dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu
disodného (p.a., Lach-Ner, Neratovice) a 11,911 g monohydratu dihydrogenfosfore¢nanu
sodného (p.a., Lachema, CR) v deionizované vods.

Nakonec byl pfipraven zasobni roztok nizkomolekularni dvouvlaknové DNA z lososich
spermii (Sigma-Aldrich, Praha) o koncentraci 10 mg ml™! navazenim 0,1000 g a rozpusténim
v 10 ml ptipravené¢ho fosfatového pufru. Roztok DNA byl skladovan v mraznic¢ce a ptred

praci byl nechan volné roztét pti laboratorni teplote.

3.2 Pristroje a zartizeni

Stalost vzorku NOzphen byla sledovéana na spektrofotometru Agilent 8453 v programu UV-
Visible ChemStation 9.01 (oboji Agilent, USA). Vzorek byl pfi méfeni umistén v kiemenné

kyveté o Sifce 1,0 cm.
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Diferen¢ni pulzni voltametrie byla méfena na analyzatoru Eco-Tribo Polarograph
(Polaro-Sensors, Praha) a fizeném programem Polar 5.1 (Polaro-Sensors, Praha).
Ttielektrodové usporadani bylo tvoreno pracovni elektrodou UTGE (primér disku 2 mm,
Metrohm, Svycarsko) bez modifikace nebo modifikovanou vrstvou DNA (DNA/UTGE),
referentni argentochloridovou elektrodou (3 mol I KCI, Monokrystaly, Turnov) a pomocnou
platinovou elektrodou (Monokrystaly, Turnov).

pH pouzivanych pufri bylo upravovano pomoci pH-metru Jenway 3510 (Jenway, UK)
s kombinovanou sklenénou elektrodou (Jenway, UK). pH metr byl kalibrovan standardnimi
pufry o pH 4,0; 7,0 2 9,0.

UVC zéteni o vinové délce 254 nm pro poskozeni DNA bylo produkovéno UV lampou
(model IV, vykon 15 W) od spole¢nosti P-LAB, Praha.

3.3 Pracovni postupy

Priibézné béhem vypracovavani bakaldiské prace byla provéfovana stalost zasobniho
roztoku NOzphen prométovanim jeho UV/VIS spekter v rozmezi vinovych délek 190-1000
nm a vhodnym ziedénim vzorku na koncentraci 3-10° mol I'!. Sledovana vlnova délka
absorp¢niho maxima NO;phen byla 276 nm.

Elektrochemicka analyza probihala v tfielektrodovém zapojeni s pracovni elektrodou
z ultracistého grafitu (UTGE ¢i DNA/UTGE), referentni argentochloridovou elektrodou
(3 mol I'! KCI) a pomocnou platinovou elektrodou. UTGE byla mezi kazdou sérii méfent,
piipadné pied kazdym navazanim DNA lesténa aluminou (velikost ¢astic 0,5 pm). V uzaviené
voltametrické cele bylo vzdy 10 ml roztoku a bylo pfipojeno michatko a piivod dusiku
(uloZeny v tlakové lahvi), kterym byl z roztokl odstraniovéan interferujici vzdusny kyslik
(probublavani pted kazdou analyzou trvalo 3 min). Parametry pfi analyzach DPV byly
nastaveny takto: vySka pulzu -50 mV, S§itka pulzu 100 ms, vzorkovaci Cas 20 ms,
potencidlovy krok 3 mV, polarizaéni rychlost 20 mV s a celkova délka pulzu 150 ms.
Pocate¢ni a kone¢ny potencial byl nastavovan riizné€ podle vzniklé potieby.

Pii hledani optimalnich podminek detekce NOsphen (¢ = 1:10* mol 1) byla
proméiena cela Skala pH (vzorek analytu byl pfipraven smichanim 1,0 ml zasobniho roztoku
o koncentraci 1107 mol 1" a 9,0 ml BR pufiu), nejdiive bylo zméteno pH kyselé slozky BR
pufru (pH = 1,88), nasledn¢ od pH = 2,0 az po pH = 13,0; z4sadita sloZzka BR pufru méla pH

= 13,30. Po zjisténi optimalniho pH jiz kazdé dal§i méfeni probihalo ve fosfatovém pufru,
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ktery byl pouzit vzhledem k jeho rozsifenému pouziti pfi elektrochemickych analyzéach
DNA  (fosforecnanové skupiny pfitomné v pufru pufru vhodné intergauji
s fosfore¢nanovymi skupinami v DNA). Déale byla proméfovana opakovatelnost stanoveni
NOxphen a jeho kalibra¢ni zavislost v hodnotach koncentraci od 0,1 pmol 1" do 100 umol 1%,
Dalsi provedené optimaliza¢ni kroky (tykajici se pfedevSim optimalizace ptipravy
DNA/UTGE) jsou pro zjednoduseni uvadény ptimo v kap. 4.
Vysledna méfeni s UTGE ¢i DNA/UTGE probihala ve dvou modech (mod I a mod II).
e Modd I zahrnoval analyzy s roztokem NOzphen pfimo ve voltametrické cele. Roztok
o prisluSné koncentraci analytu byl vzdy doplnén fosfatovym pufrem do 10 ml.
UTGE (¢i DNA/UTGE) byla tedy vnofena piimo do roztoku NO;phen s pufrem
a probihala série DPV méieni.
e Mod II zahrnoval poc¢atecni inkubaci pracovni elektrody v 10 ml roztoku NO>phen
s fosfatovym pufrem, coz spocivalo v ponechani UTGE (¢i DNA/UTGE) 5 min ve
stadle michaném roztoku bez vlozen¢ho potencidlu (dochédzelo k akumulaci
NOzphen na povrch pracovni elektrody). Po téchto 5 min byla UTGE
(¢i DNA/UTGE) vyjmuta, oplachnuta deionizovanou vodou a vlozena do méfici cely
s 10 ml pouze fostatového pufru. Nasledné probehlo jedno DPV méteni.
Mody I a II se déle kombinovaly s navazanim DNA (vySe zminénda DNA/UTGE)
a jejiho poskozovani UVC zafenim (postup uveden v kap. 4.5). Konecna méfeni detekovala
miru poSkozeni DNA v zavislosti na vzdalenosti od zdroje zéafeni a v zavislosti na Case

ozafovani v obou modech.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Stalost vzorku 5-nitro-1,10-phenantrholinu

V priibéhu elektrochemického méfeni byla celkem Sestkrat proveéfovana stalost zasobniho
roztoku NOzphen pomoci UV/VIS spektrometrie. Zasobni roztok se prokazal jako staly po
dobu minimalné 5 mésicd, jak je patrné z vyhodnocené relativni smérodatné odchylky
meéfeni. Vinova délka v maximu stanovované¢ho piku ¢inila 276 nm a absorbance se
pohybovala kolem primérné hodnoty 0,7999. Naméfené hodnoty jsou zobrazeny

v tabulce 1.

Tabulka 1: Namérené prizomérné hodnoty (vidy méreno trikrat) absorbance vzorku NOsphen (c = 3-107° mol I'') a urcend
relativni smérodatna odchylka mérent

Me¢fteni Absorbance pii 276 nm
1 (ihned po ptiprave) 0,7896
2 (1. den po ptiprave) 0,7905
3 (1. tyden po ptiprave) 0,8103
4 (1. mésic po priprave) 0,8094
5 (3. mésic po piiprave) 0,7895
6 (5. mésic po priprave) 0,8010
Relativni smérodatna odchylka 1,37 %

4.2 Stanoveni optimalniho pH

Nejdtive bylo zjisténo pH kyselé slozky BR pufru jako pH = 1,88. Déle pak byla ke kyselé
sloZzce postupné pfidavéana zasadita, a tim upravovano pH a jeho vysledna hodnota métena
pomoci pH-metru. Po pfipraveni prostiedi BR pufru o pH 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0;
9,0; 10,0; 11,0; 12,0 a 13,0 bylo pfipraveno 10 ml roztoku NOzphen o koncentraci 1-10*
mol I'' v BR pufru o pozadovaném pH (v nasledujicim textu jsou hodnoty pH pro piehlednost
udavany zaokrouhlené na jednotky, pfestoze vzdy reprezentuji pfesnou hodnotu s nulou na
misté desetin). Pomoci DPV na UTGE byla postupné promeétfena vSechna prostiedi
a zaznamenané voltametrick¢ piky vyhodnoceny. Ptiklady pikd (NOzphen poskytuje

v zé&vislosti na pH az Ctyfi znatelnych pikil) jsou zobrazeny na obr. 9 (vZdy zobrazen jen
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hlavni pik, kterému byla v rdmci bakalafské prace vénovana pozornost a ktery odpovida
ctytelektronové elektrochemické redukci nitroskupiny ptitomné v NOzphen).

Z obr. 9 (voltamogramy pii pH 2 — pH 13) a 10 (zobrazujici zavislost proudu piku na
pH) je patrné optimum pti pH 6, ptipadné pH 7, kde ma pik nejvyssi vysku. Soucasné vidime
rozde€leni elektrochemického chovani NOzphen v zavislosti na pH prostiedi do tii oblasti.
Prvni oblasti je pH 23, pfi kterych dochazi k mirnému poklesu vysky piku. Nasleduje oblast
o pH 4-7, ve které se vyska pikli pohybuje v maximalni oblasti, a tudiz kolem optima. Tteti
oblast se tyka pH 8—13, pii pH 8 dochazi k rapidnimu poklesu vysky piku. Obr. 9 se sklada
z vytezu jednoho charakteristického piku pouzivaného pro vyhodnoceni v celé bakalaiské
praci. Pik byl vybran z diivodu nejvyssi vysky piku pii vSech méfenich a také diky jeho
pritomnosti v kazdém pH. Rozsah méteni potenciali byl upraven podle potieby, protoze, jak
jepatrné z obr. 9 a 11, se zvySujicim se pH se poloha piku z hlediska potenciali stale posouva
k negativnéjSim potencialiim. Obr. 12a dale ukazuje, Ze zkoumana latka poskytuje pii pH 10
celkem ctyfi piky odpovidajici postupné redukci NOzphen. Obr. 12b ukazuje vyhodnoceni

zévislosti potencialu piku na pH ¢tyt pozorovatelnych popsanych pikii.
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Obrdzek 9: Voltamogramy s vyrezy pikii. Méren vzorek NOxphen (c = 1-10* mol I') na UTGE pomoci DPV v prostiedi BR
pufiu o pH 2—13; prislusna hodnota pH je uvedena nad jednotlivymi voltamogramy
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Obrizek 10: Graf zavislosti proudu piku na pH. Cervené zobrazené 1. méient ze série péti méreni, cerné je zndzornén
prumeér nasledujicich ¢tyr méreni s odpovidajicimi chybovymi uiseckami reprezentujici smérodatné odchylky (n = 4). Meéren
vzorek NOzxphen (¢ = 1-10* mol dm™) na UTGE pomoci DPV v prostiedi BR pufiu o daném pH
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Obrazek 11: Graf zavislosti potencidlu piku na pH. Méfen vzorek NOxphen (c = 1-10* mol I'') na UTGE pomoci DPV
v prostiedi BR pufru o daném pH. V grafu jsou vytvoreny dvé linearni regrese (v rozmezi pH 2-8 a §—13)
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Tabulka 2: Parametry linedrnich regresi grafii na obr. 11, zavislosti potencialu na pH. Méren vzorek NOxphen (c = 1-107
mol I'') na UTGE pomoci DPV v prostiedi BR pufiu o daném pH

Interval pH Smérnice Usek Korela¢ni koeficient
(mv/{pH}) Y

2-8 -59.,9 15,6 -0,9974

8-13 -23,9 -280 -0,9888
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Obrazek 12: (a) Piiklad celkového voltamogramu NOophen pri pH=10, NO:phen poskytuje 4 piky, oznacené 1, 2, 3, 4. (b)
Vyhodnoceni potencidlii viech pikii v zavislosti na pH. Cisla znaci piky v (a). Méren vzorek NOsphen (c = 1107 mol I'') na UTGE
pomoci DPV v prostiedi BR pufiu o daném pH

V piipadé elektrochemické premény NO>phen se jedné o katodickou redukci a piky se
nachazeji v oblasti zapornych potencial. K urceni diivodu poklest proudi piku viditelnych
na obr. 10 je nutné znat mechanismus redukce nitroskupiny vdzané na aromaticky systém.
Takovouto nitroskupinu 1ze elektrochemicky redukovat az na odpovidajici amin. Celkovy
mechanismus elektrochemické redukce nitroskupiny vézané na aromatické jadro (Ar) je
popsany nasledujicimi rovnicem [35]:

Ar-NO; +4e” + 4H" — Ar-NHOH + H,O (1)

Ar -NHOH + 2¢™ + 2H" — Ar-NH: + H,O ()

Z Nernstovy rovnice vyplyva (ve vztahu k po¢tu vyméhovanych elektronii a H' iontl
pfi elektrodové reakci), Ze smérnice linedrni zavislosti na obr. 11 (¢erné body) by méla
odpovidat teoretické hodnoté -59,2 mV/{pH}. Zde urcend hodnota uvedend v tabulce 2 je

velmi podobna, ¢ini -59,9 mV/{pH}, coz naznacuje elektrodovy d¢j, pii kterém dochazi
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k vyméné stejného poétu elektronti a H iontt (rovnice 1). Obr. 9 a 10 ukazuji znaény pokles
proudu piku pii pH 8, coz miiZe byt zptisobeno nedostatkem H' iontd v prostiedi zakladniho
elektrolytu. Elektrodova reakce proto probiha pomaleji a voltametricky pik je tudizZ mensi.
Naobr. 11 je také patrnd zména v priabéhu trendu (zlom pii pH 8) a ndsledné urc¢end smérnice
linearni zavislosti v oblasti pH 8—13 (Cervené body) s hodnotou 23,9 mV/{pH}. Tato zména
trendu je pravdépodobné zpisobena mensi rychlosti elektrodové reakce v dusledku
nedostatku H" iontl v prostiedi. Na obr. 9, 10 i 11 je patrna dalsi zména trendu oblasti pH
2-3, kterda mlZe souviset s protonaci a deprotoaci pfitomné nitroskupiny (v této oblasti pH
1ze ocekavat pH odpovidajici hodnoté disocia¢ni konstanty NOzphen).

Obr. 10 ukazuje Cervené hodnoty namétené v prvnim méfeni, kde je signal znacné vetsi,
a ¢erné hodnoty znaci priméry dalSich ¢ty méfeni, které se statisticky jiz témér nelisi. Tato
skutecnost mtze byt zplsobena pasivaci elektrody. Elektroda proto byla pii nasledyjicich
experimentech vzdy pifed méfenim (¢i pfed navazanim DNA) olesténa o praskovou aluminu
s deionizovanou vodou.

Obr. 12a zobrazuje priklad voltamogramu pii pH 10, na kterém lze pozorovat Ctyti
piky, které poskytuje NOxphen. Pik 1 je charakteristicky, dostatecné velky a pravdépodobné
se jedna o pik Ctyfelektronové redukce nitroskupiny (rovnice 1), proto byl vybran pro dalsi
analyzy. Pik 2 odpovida pravdépodobné redukci hydroxylaminové skupiny za vzniku
aminoskupiny (rovnice 2). Piky 3 a 4 jsou patrné pii vyssich pH a odpovidaji pravdépodobné
redukci probihajici na dusikovych atomech mate¢ného phen. Obr. 12b ukazuje vyhodnoceni

potencialt vSech pozorovanych DPV pikl v zavislosti na rostoucim pH.

4.3 Opakovatelnost méreni

Pfi optimalizaci podminek bylo nutné zajistit opakovatelnost DPV méteni, kterd byla
proméfena ve dvou nejvhodnéjsich pH (pH 6 a pH 7). Pro obé pH bylo provedeno 5 sérii
stanoveni po deseti opakujicich se méfenich. Méteni bylo provedeno v prostfedi BR pufru
o koncentraci NOzphen 1-10 mol I''. Po kazdé sérii méteni byla UTGE ole$téna o aluminu
a roztok probublan dusikem. Z primérnych vysek pikl byly sestaveny obr. 13 (pro pH 6)
a 14 (pro pH 7) v¢etné chybovych tsecek predstavujicich smérodatné odchylky. V grafech
je porovnavano prvni méfeni (méteni 1, erveny bod) z kazdé z péti sérii a priméry vzdy
2. az 10. méteni v ramci kazdé série (méfeni 2—6, Cerné body). Obr. 7 zobrazuje vyvoj jedné

vybrané série (2. az 10. méfeni) méteni pii pH 6 a pH 7.
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Obrazek 13: Opakovatelnost méreni NOsphen (¢ = 1-107 mol I'') na UTGE pomoci DPV v prostiedi BR pufiu o pH 6.
(1. méreni, ¢erveny bod — priimér prvnich méreni v péti sériich, 2. az 6. mérent, cerné body — vzdy prumér dalsich méreni
z jednotlivych sérii). V grafu zobrazeny chybové usecky reprezentujici smérodatné odchylky
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Obrdzek 14: Opakovatelnost méieni NOsphen (c = 1-10* mol I'') na UTGE pomoci DPV v prostiedi BR pufiu o pH 7.
(1. mérent, cerveny bod — priumér prvnich méreni v péti sériich, 2. az 6. mérent, cerné body — vzdy priumer dalsich méreni
z jednotlivych sérii). V grafu zobrazeny chybové usecky reprezentujici smeérodatné odchylky
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Obrdazek 15: Opakovatelnost méreni NOsphen (¢ = 1-10* mol I'') na UTGE pomoci DPV v prostiedi BR pufiu o pH 6
(Cerné) a pH 7 (Cervené); u kazdého pH vybrana jedna série méreni

Z obr. 13 a 14 bylo u¢inéno rozhodnuti, zda je vyhodnéjsi pracovat pouze s prvnim méienim
thned po olesténi, nebo s priméry 2. az 10. méfeni v sérii. Vzhledem ke zna¢né odlehlosti vysledkt
1. méfeni od vysledk méfeni nasledujicich, zptisobené olesténim elektrody o aluminu a naslednou
pasivaci elektrody produkty elektrodové reakce, bylo zvoleno jako vyhodnéjsi déle pracovat
s priméry dalSich méfeni. Porovnanim smérodatnych odchylek dalSich méfeni u obou grafti (obr.
13 a 14) je patrné, ze pH 6 je optimalni (mensi smérodatné odchylky) nez pH 7, a bude tedy
vhodnéjsi déle pracovat v prostiedi o pH 6. K tomuto rozhodnuti ptispély vysledky z obr. 15, ktery
ukazuje priklad jedné série méteni pii obou pH, kde je patrny stale klesajici trend u pH 7, coz neni
pfili§ vhodné, na rozdil od pH 6, u kterého je hodnota proudu piku distribuovand v okoli jedné
primérné hodnoty. U pH 6 je vyhodnd i 0 néco vyssi primérné vyska piku.

V dalSich experimentech byla ptedpoklddana prace s DNA, proto musel byt zvolen
vhodné&jsi (jednodussi) puft, kterym byl 0,1 mol 1! fosfatovy pufr o optimalizované hodnoté
pH 6. Zde byla znovu provétena opakovatelnost méfeni stejnym zpliisobem (zobrazeno v obr.
16). Opakovatelnost méfeni se vtomto piipadé prokdzala také jako vhodna, relativni

smérodatné odchylky u jednotlivych sérii méteni neptesahovaly 5 %.
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Obrazek 16: Opakovatelnost méreni NOsphen (¢ = 1-10* mol I'') na UTGE pomoci DPV v prostiedi fosfitového pufiu
o pH 6. (1. mérent, cerveny bod — pritmer prvnich méreni v péti sériich, 2. az 6. méreni, cerné body — vzdy priimer dalsich
meéreni z jednotlivych sérii). V grafit zobrazeny chybové usecky reprezentujici smérodatné odchylky

4.4 Kalibrac¢ni zavislost

Dalsim krokem bylo zjisténi koncentracniho rozmezi, ve kterém NOo>phen poskytuje pii
DPV linearni kalibracni zavislost. Méteni bylo provadéno ve fosfatovém pufru o pH 6.
Proméieny byly vzorky NOxphen o koncentracich v fadech 1-107, 1-10% a 1:10”° mol 1!
(konkrétné: 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 20; 40; 60; 80; 100 pmol 1'"). Méfeni
probihalo vzdy desetkrat pro kazdou koncentraci a z vyhodnoceni byla z ptedeslych divodi
(kap. 4.3) vyloucena prvni hodnota. Obr. 17 ukazuje voltamogramy zaznamenané v linearni
Casti proméfované kalibracéni zavislosti (od koncentrace 0,1 umol I'' do 40 umol I'). Stejné
tak obr. 18 zobrazuje odpovidajici linearni ¢ast kalibra¢ni kiivky. Pfi vysSich hodnotach
koncentraci (60; 80; 100 umol I'") jiz body lezi mimo zjisténou linearni zavislost (neni
zobrazeno). Jejich hodnoty (proudy pikil) jsou niZsi, nez by odpovidalo oekavané linedrni
zavislosti, coz je zpusobeno vys§i mirou pasivace povrchu elektrody pii vysSich

koncentracich analytu. Parametry ziskané kalibra¢ni pfimky jsou uvedeny v tabulce 3.
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Obrazek 17: Voltamogramy NOsphen pri jeho riznych koncentracich; méreno na UTGE pomoci DPV v prostredi
fosfiatového pufiu o pH 6. Koncentrace 0,1 — 1 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4), 8 (5), 10 (6), 20 (7), 40 (8) umol I’
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Obrazek 18: Kalibracni zavislost pro NOsphen, méreno na UTGE pomoci DPV' v prostiedi fosfatového pufiru o pH 6.
Zavislost prolozZena linearni regresi
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Tabulka 3: Parametry kalibracni primky pro NOaphen mérené na UTGE pomoci DPV v prostredi fosfatového pufiu o pH 6

Smérnice (nA 1 pmol ™) Usek (nA) Korela¢ni koeficient

-65,6 4,6 -0,9996

4.5 Optimalizace vhodnych koncentraci NO;phen a DNA

Pti nizsich koncentracich NOzphen je vyska piku velice mala a analyt hiife detekovatelny.
Zde byly zkoumdany a porovnavany koncentrace analytu 1-10* a 1-10 mol 1"'. Dalsim
parametrem byla vhodna koncentrace DNA pro piipravu DNA/UTGE. Vybrany byly
koncentrace 10 mg ml!, 1 mg ml™! a 0,1 mg ml"'. Rizné kombinace koncentraci NOxphen
a DNA byly prométeny v obou mddech zkoumani popsanych v experimentalni ¢asti (kap.
3.3). V prvni cCasti byla zjiStovana adsorpce NOzphen na pracovni elektrodu samotnou
a modifikovanou DNA. Ptiklady voltamogramil jsou zobrazeny na obr. 19a (pro mod I)
a 19b (pro mod 1) a je v nich ukazan pokles signalu NO>phen po navazani DNA. Obr. 20 je
zkonstruovan pomoci podilu téchto signali (vyska piku NO>phen na DNA/UTGE ku vysce
piku NO>phen na UTGE), a zobrazuje tedy, na kolik procent signal klesl po navazani DNA
(znaceno jako relativni odezva pfi konstrukei biosenzoru). Hodnotu 100 % piedstavuje

signal na nemodifikované elektrode¢.
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Obrdzek 19: (a) Voltamogram NOaphen o koncentraci 1-10* mol I'' na UTGE (¢ernd ki'ivka) a na DNA/UTGE (DNA
akumulovdna z roztoku o koncentraci 0,1 mg ml™) (Cervend kiivka); méreno v modu I (podminky C na obr. 20) pomoct
DPV v prostiedi fosfitového pufiu o pH 6. (b) Voltamogram NOaphen o koncentraci 1-107 mol I'' na UTGE (Cernd ki'ivka)
a na DNA/UTGE (DNA akumulovina z roztoku o koncentraci 1 mg ml™!) (Cervend kiivka); méreno v médu Il (podminky B
na obr. 20) pomoci DPV v prostredi fosfatového pufiu o pH 6
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Obrazek 20: Relativni odezva pri konstrukci biosenzoru v zavislosti na riznych kombinacich koncentraci NOzphen
a DNA. Méreno na UTGE a DNA/UTGE pomoci DPV v prostiedi fosfitového pufiu o pH 6. Cerné barvé odpovidda méreni v modu
I cervené vmédu II. A — koncentrace NOsphen 1-10% mol ' a koncentrace DNA 10 mg ml”,
B — koncentrace NOxphen 1-107 mol I' a koncentrace DNA 1 mg ml', C — koncentrace NOsphen 1-10* mol I
a koncentrace DNA 0,1 mg ml”', D — koncentrace NOsphen 1-10° mol I'' a koncentrace DNA 10 mg ml”, E—koncentrace NOxphen
1-10° mol I'' a koncentrace DNA 1 mg ml”', F— koncentrace NOxphen 1-10° mol I a koncentrace DNA 0,1 mg ml”!

Je zfeymé, ze NOyphen poskytuje vyssi voltametrickou odezvu na UTGE nez na
DNA/UTGE (obr. 19). Z toho byl vyvozen zéavér, ze nejvhodnéjsi bude, kdyz relativni
odezva pii konstrukci biosenzoru (obr. 20) bude co nejmensi, a rozdil mezi vysledky
ziskanymi na UTGE a DNA/UTGE tedy co nejvétsi. Porovname-li obr. 19a a 19b, vidime,
7e vyhodnoceni experimentu na obr. 19b bude snazsi a vysledky budou zatizeny mensi
chybou diky velkému rozdilu maxim signalli. Z tohoto ditvodu byla jako nevhodnd pro dalsi
experimenty vyloudena méfeni s koncentraci DNA 0,1 mg ml ™. Stejné tak v obr. 20 je
zifejmy dlivod vylouceni (pro dalsi experimenty) méfeni s podminkami C a F, kdy je relativni
odezva pii konstrukci biosenzoru nejvétsi a pokles ze 100 % minimalni.

Jako optimalnéjsi podminky se daji ur¢it podminky D u médu I a podminky B u modu
I1, ale vyska pikl pfi méfeni v modu I je velmi mala, proto obtizné hodnotitelna. Bylo tedy
provedeno dalsi optimalizacni méfeni v obou méddech pro podminky A, B, D a E. Méfeni

bylo ovSem provedeno jiz s poSkozovanim DNA UVC zéfenim pro optimalizaci vysledné
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detekce poskozeni DNA. Termin relativni odezva biosenzoru déale predstavuje opét podil
dvou signald, zde ale vysky piku po poskozeni UVC zafenim a pied poskozenim
s navazanou neposkozenou DNA. 100 % zde predstavuje vysledek ziskany na DNA/UTGE

s neposkozenou DNA. Vysledky optimalizace jsou znazornény na obr. 21.
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Obrazek 21: Relativni odezva biosenzoru (DNA/UTGE) v zavislosti na riiznych kombinacich koncentraci NOphen a DNA
pouzitych pri vySetrovani piisobeni UVC zareni na DNA po dobu 20 min ve vzdalenosti 1 cm od zdroje zareni. Méreno
pomoci DPV v prostiedi fosfatového pufru o pH 6. Cerné barvé odpovida méreni v médu 1, cervené v modu I1.
A — koncentrace NOzphen 1-10* mol I a koncentrace DNA 10 mg ml”', B — koncentrace NOxphen 1-10* mol I
a koncentrace DNA 1 mg ml”, D — koncentrace NOsphen 1-10°° mol I'' a koncentrace DNA 10 mg ml™!, E — koncentrace
NOsphen 1-10°° mol I'* a koncentrace DNA 1 mg ml™

Obr. 21 vyobrazuje relativni odezvu biosenzoru, ktera miiZze predstavovat miru
poskozeni DNA. Na pracovni elektrodu s navazanou DNA (DNA/UTGE) ptisobilo UVC
zateni po dobu 20 min a biosenzor byl vzdalen 1 cm od zdroje zateni. V modu II se jevi jako
ideélni podminky E.

V moddu I by mohly byt zvoleny podminky A nebo B z divodu vhodné sniZené
relativni odezvy biosenzoru a také z divodu velmi malych vysek piki pfi nizsi koncentraci
NOzphen (podminky D a E). Nakonec byly zvoleny podminky B kvili stejné koncentraci
DNA jako u optimalnich podminka pfi modu I (podminky E).

Proud piku NOzphen po navazani DNA poklesl (obr. 19) a po poskozeni DNA klesl
jesté vice (obr. 21). Tato skutecnost miize zobrazovat miru poskozeni DNA, ale

pravdépodobné z hlediska zamezeni ptistupu NOzphen k elektrodé (poskozenda DNA vice
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blokuje povrch UTGE), pfipadné¢ nemoznosti interkalace NO>phen do DNA (poskozena

DNA neni schopné nabidnout interkala¢ni mista pro NO;phen).

4.6 Zavislost na ¢ase ozarovani

Nakonec byla zkoumana detekce poskozeni DNA v zavislosti na ¢ase ozatovani UVC
zafenim. Méfeni probihalo v obou modech.

V médu I byla DNA (¢ = 1 mg ml™") nejdiive navdzana na povrch UTGE a nasledné
byla provedena série deseti méfeni v roztoku NOzphen (¢ = 1-10* mol 1) v prostiedi
fosfatového pufru o pH 6. Poté byla DNA/UTGE vyjmuta z méfené¢ho roztoku, ozafena po
riznou dobu (konkrétné 1, 3, 5, 10, 15, 20 a 30 min) ze vzdalenosti 1 cm a nasledné vlozena
zpet do méfeného roztoku a opét byla provedena série méteni. Z kazdé série bylo vylouceno
1. méfeni, vysledky tudiz byly zpracovany vZdy z deviti méteni. Celé méteni bylo kompletné
provedeno ttikrat. Piiklad méfeni pro kazdy Cas je zobrazen na obr. 22. Obr. 23 ukazuje
relativni odezvu biosenzoru v zavislosti na case ozatfovani UVC.

V médu II byla DNA (c = 1 mg ml™!) nejdfive navdzana na povrch UTGE a nasledné
byla UTGE nechana 5 min v roztoku NOaphen (¢ = 1:10° mol 1) za stalého michani
v prosttedi fosfatového pufru o pH 6. Poté byla DNA/UTGE vyjmuta a bylo provedeno
1 méteni v 10 ml fosfatového pufru o pH 6. Nasledné byla vyjmuta a ozafena po rtiznou
dobu (konkrétné 1, 3, 5, 10, 15, 20 a 30 min) ze vzdalenosti 1 cm. Poté byla ponofena opét
do roztoku NOaphen (c = 1-10° mol 1) a za stalého michani ponech4na 5 min. Nakonec
bylo provedeno 1 méfeni v 10 ml fosfatového pufru o pH 6. Cely proces byl zopakovan
pétkrat (vicekrat nez v modu I z diivodu pouze jednoho vysledku ziskaného z jednoho
méteni). Piiklad méfeni pro kazdy Cas je zobrazen na obr. 24. Obr. 25 ukazuje relativni

odezvu biosenzoru v zavislosti na ¢ase ozafovani UVC.
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Obrazek 22: Priklady voltamogramii mérenych modem I po 1 (1), 3 (2), 5 (3), 10 (4), 15 (5), 20 (7), 30 (6) min ozarovani
UVC zdrenim ve vzdalenosti 1 cm od zdroje; méreno pomoci DPV na DNA/UTGE
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Obrazek 23: Relativni odezva biosenzoru v zavislosti na case ozarovani. V grafu jsou zobrazeny chybové usecky
reprezentujici smérodatné odchylky. Méreno modem I pomoci DPV na DNA/UTGE, vzdailenost od zdroje zareni byla 1 cm

36



-600

-550

-500

-450

Proud (nA)

-400 |

-350

-300

-250 ] ] ] ]
-100 -200 -300 -400 -500 -600

Potencial (mV)

Obrazek 24: Priklady voltamogramii mérenych modem Il po 1 (1), 3 (2), 5 (3), 10 (4), 15 (5), 20 (7), 30 (6) min ozarovani
UVC zdrenim ve vzdalenosti 1 cm od zdroje; méreno pomoci DPV na DNA/UTGE
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Obrazek 25: Relativni odezva biosenzoru v zavislosti na case ozarovani. V grafu jsou zobrazeny chybové usecky
reprezentujici smérodatné odchylky. Méreno modem Il pomoci DPV na DNA/UTGE; vzddlenost od zdroje zareni byla 1 cm
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Na zacatku je tieba vysvétlit, ze pii poSkozovani DNA UVC zarenim ziejmeé probihaji
dva dé&je. Nejdiive se dvousroubovice nativni DNA zacne rozvirat a je mozné, ze tak
uvolnuje pristup k elektrodé a NO>phen se miize vice adsorbovat na elektrodu. Tento déj by
mohl vysvétlit vzrust signalu nad 100 % pii niz§im ¢ase poskozovani (1 a 3 min) v modu II
(patrné z obr. 25). Déle v grafech vidime postupny pokles relativni odezvy biosenzoru, ktery
dosahuje maxima pfi 20 min ozafovani DNA. Mtzeme tedy odvodit, ze je pravdépodobné
do 20 min stale vice zabraniovano adsorpci NO>phen na elektrodu nebo interkalaci NO>phen
do DNA. Zde lze pozorovat druhy d&j, kdy se DNA pietvarti, deformuje a zfeymé tvoii stale
vice kompaktni vrstvu. Po dvaceti minutach nastava zlom a pii ozafovani 30 min relativni
odezva biosenzoru opét roste. PoSkozeni DNA je v tuto chvili tak velké, Ze povrch jiZ neni
souvisly a opét uvoliiuje mista k adsorpci NOzphen na elektrodu.

Mod I mé urcitou vyhodu v moznosti opakovani nékolika méteni za sebou a métenti
nevyzaduje tolik casu. Ziskame tedy zna¢ny pocet vysledkii béhem nékolika minut. Relativni
odezva biosenzoru ale neklesne pod 82 % (obr. 23), coZ znamen4, Ze poSkozeni se neprojevi
v takové mife. Na druhou stranu smérodatné odchylky jsou mensi nez pti méteni v médu 11
(obr. 25). Mod II disponuje poklesem relativni odezvy biosenzoru az na 57 %. Vzhledem
k tomu, ze se ale jedna vzdy pouze o jedno métenti, a to prvni, které ma smérodatné odchylky

o 24

robustnéjsi a malé nepiesnosti nezptisobi velkou chybu méteni.

4.7 Zavislost na vzdalenosti od zdroje ozarovani

V poslednim méfeni byla zkoumana detekce poskozeni DNA v zavislosti na vzdalenosti od
zdroje UVC zafeni. Méfeni probihalo v obou modech za stejnych podminek a stejnym
zpusobem jako méfeni zavislosti na ¢ase ozatfovani (kap. 4.6). Jediny rozdil byl, ze méfeni
probihalo vzdy za konstantniho ¢asu poskozovani DNA UVC zatfenim, a to 10 min, pouze
se ménila vzdalenost od zdroje ozafovani, konkrétné byly studovany vzdalenosti 1, 2, 3, 4
a 5 cm. Piiklad méfeni pro kazdou vzdalenost v modu I je zobrazen na obr. 26, v médu Il na
obr. 28. Obr 27 ukazuje relativni odezvu biosenzoru v zavislosti na vzdalenosti od zdroje

ozafovani UVC méfenim v modu I a obr. 29 v moddu I1.
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Obrazek 26: Priklady voltamogramii mérenych modem I po 10 min ozarovani UVC zarenim ze vzdalenosti odpovidajicim
popiskiim grafu v cm; méreno pomoci DPV na DNA/UTGE
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Obrazek 27: Relativni odezva biosenzoru v zavislosti na vzddalenosti od zdroje ozarovani. V grafu jsou zobrazeny chybové
usecky reprezentujici smerodatné odchylky. Méreno modem I pomoci DPV na DNA/UTGE
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Obrazek 28: Priklady voltamogramii mérenych modem 11 po 10 min ozarovani UVC zazenim ze vzdalenosti odpovidajicim
popiskiim grafu v cm; méreno pomoci DPV na DNA/UTGE

2 | i
= 85| -
—

Q 80 - -
C

3 75+ _
S

o]

s 70 F -
>

O 65

9 | i
° -

‘c 60 | i
=

L 551 % 4
[O)

(n'd

1 2 3 4 5

Vzdalenost (cm)

Obrazek 29: Relativni odezva biosenzoru v zavislosti na vzddalenosti od zdroje ozarovani. V grafu jsou zobrazeny chybové
usecky reprezentujici smerodatné odchylky. Méreno modem 1l pomoci DPV na DNA/UTGE
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Z porovnani grafil je vidét, ze vysledky méteni v moédu I (obr. 26 a 27) jsou vzhledem
k velmi velkému piekryvu smérodatnych odchylek prakticky statisticky nerozliSitelné.
Tento zplsob méfeni je tedy pro praktickou detekci poskozeni DNA nevhodny. V médu 11
ale vidime linearné klesajici trend (obr. 29) patrny diky velkému rozdilu (poklesu) proudu
piku (obr. 28). Z grafu je patrné, ze ¢im vétsi vzdalenost od zdroje zareni je, tim vice je
zabranovano pristupu NOzphen k elektrodé, neboli tim je vrstva poSkozené DNA na povrchu
elektrody kompaktné;jsi. Pfevlada zde tedy pravdépodobné druhy déj (popsany v kap. 4.6).
Meéieni v modu I1 je sice vice Casove€ narocné, ale vyuzitelné pro zkoumani takovéhoto typu
zavislosti, tj. zavislosti miry poSkozeni DNA na vzdalenosti biosenzoru od zdroje

poskozujiciho zateni.
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5. Zavér

Prace si kladla za cil najit alternativni metodu detekce poSkozeni DNA. Zjistit, zda netradi¢ni
redoxni indikator 5-nitro-1,10-fenantrolin dokaze poskytovat dostatecné rozdilny
a reprodukovatelny signal indikujici poskozenou a neposkozenou DNA. Dale pak zjistit miru
jejiho poskozeni. Meéteni probihalo pomoci DPV na UTGE (resp. DNA/UTGE)
v tfielektrodovém zapojeni.

Po optimalizaci a zkoumani opakovatelnosti métfeni bylo chovani NO:phen
studovano na biosenzoru (pracovni elektrodé modifikované DNA). Signal se ukézal jako
reprodukovatelny a rozdilny pfed a po poSkozeni DNA UVC zatfenim. Bylo tedy pfistoupeno
k detekci miry poskozeni DNA. Studovany byly dvé zavislosti, a to zavislost na Case
ozatovani UVC lampou a zavislost na vzdalenosti od zdroje zafeni. Ob& méfeni byla
provadéna dvéma zplusoby (mddy), které jsou detailn€ popsany v textu bakalaiské prace.
Relativni odezva biosenzoru klesala se zvySujicim se Casem ozafovani az do 20 min
ozatfovani, coz poukazovalo na zvySujici se poskozeni DNA. Mé¢éfeni se ukazalo vhodné
v obou mddech. Mdd I je Casove méne narocny, ale rozdil signalti neni tak velky jako u modu
II. Zavislost na vzdalenosti se prokazala méfitelnd pouze v modu II a relativni odezva

biosenzoru klesala s rostouci vzdalenosti od zdroje UVC zéieni.
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