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Abstrakt

Tato bakalarskd prace studuje interakce DNA s genotoxiny, jako je
benzo[a]pyren. Benzo[a]pyren se do struktury dsDNA vazZe interkalacné, co
zplsobuje jeji konformacni zmény, a tim dochazi k odchylkdm v replikaci DNA.
Fragmenty DNA byly imobilizované na povrch uhlikovych elektrod a pomoci
elektrochemickych metod, jako je SW voltametrie, byly sledovany charakteristické
signaly oxidace guaninovych a adeninovych zbytkd.

Abstract

This bachelor thesis studies interactions between DNA and genotoxins such as
benzo[a]pyrene. Benzo[a]pyrene binds as an intercalating agent into dsDNA
structure that causes its conformational changes and this leads to deviations in
DNA replication. Fragments of DNA were immobilized onto carbon electrode
surface and by means of electrochemical methods, such as SW voltammetry, were
obtained characteristic signals from oxidation of guanine and adenine residues.
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Seznam zkratek:

AFM

ATG,C

BaP
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pM
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SWv

Atomic Force Microscopy, mikroskopie atomarnich sil

adenin, tymin, guanin, cytosin

Benzo[a]pyren

3-(3,4-dichlorfenyl)-1,1-dimethylkarbonyldiamid
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dimetylformamid

double-stranded deoxyribonucleic acid, dvouretézcovd deoxyribonukleova kyselina

glassy carbon electrode, sklenéna elektroda

highly oriented pyrolytic graphite, vysoce orientovany pyrolyticky grafit

polycyclic aromatic hydrocarbon, cyklicky aromaticky uhlovodik

Pencil graphite electrode, tuzkova uhlikova elektroda

pikomoldarni koncentrace

screen-printed electrode, sitotiskova elektroda

single-stranded deoxyribonucleic acid, jednoretézcova deoxyribonukleova kyselina

square wave voltammetry, voltametrie se superponovanou obdélnikovou vinou



1 Uvod

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je dlleZita molekula, ktera hraje primarni roli

v urcovani dédicnych vlastnosti a uchovdavani genetické informace nezbytné pro rozmnoZovani
Zivych tvord. Stala se predmétem mnohych vyzkum, které vedou k odhaleni genetického kodu
a sekvenovani genomu a je hlavnim objektem interakce s rGznymi latkami, zejména Iéky. Tyto
latky zplsobuji zmény ve struktufe DNA nebo v poradi bazi, co vede k odchylkam v replikaci
DNA, ndsledné ke genetickym poruchdm anebo k vzniku zhoubného bujeni bunék. Proto je
nezbytné objasnit faktory, které podminuji afinitu a selektivitu v navazovani molekul do DNA,
identifikovat tyto chemické latky a urcit jejich vliv, aby bylo vystaveni jejich ucinkim co
nejmensi.

Stabilni, levné a adaptabilni analytické nastroje poskytuji pravé biosensory.
Elektrochemické biosensory se vyznacuji rychlou detekci a vysokou citlivosti. Dvouretézcova
DNA imobilizovand na povrchu uhlikovych elektrod vykazuje pfi elektrochemickém méreni
charakteristické signaly, které vznikaji pfi oxidaci guaninovych a adeninovych zbytkd.

Prace se zabyva pfipravou uhlikovych elektrod, imobilizaci DNA a detekci oxidacnich
signala bazi pred a po interakci s interkalatorem benzo[alpyrenem, ktery se vyskytuje bézné
v ovzdusi ve vyfukovych plynech automobild, pfi spalovani uhli, organickych materiadl (list(,

tabaku) a dokonce i v grilovanych potravinach.



2 Teoreticka cast

2.1 Biosensory

Biosensor je analyticky pfistroj obsahujici citlivy prvek biologického plivodu, ktery je bud’
soucasti, nebo vtésném kontaktu s fyzikdlné chemickym prevodnikem. Poskytuje prlibéziny
elektronicky signal, ktery je pfimo uUmérny koncentraci jedné nebo nékolika (skupiny)

chemickych latek ve vzorku. Latka, kterou analyzujeme, se nazyva analyt.
Biosensor ma tfi ¢asti:

e citlivy biologicky element-bioreceptor, coz mlzZe byt biologicky, biologicky
derivovany nebo biomimeticky material. Bioreceptory je mozno zaradit do dvou
zakladnich skupin:

1. Biokatalytické (enzym, organela, bunka, tkan, organ, organizmus), které
analyt preménuji v pribéhu chemické reakce. Obvykle vystupuje analyt
jako substrat enzymové reakce

2. Bioafinitni (lektin, protilatka, nukleova kyselina, receptor), kde je analyt
specificky vazan ve vznikajicim afinitnim komplexu

e prevodnik nebo detekéni element (fyzikalné-chemicky, opticky, piezoelektricky,
akusticky, elektrochemicky, atd.), ktery detekuje a prevadi vysledny signal vznikly
po interakci analytu s bioreceptorem na jiny, ktery se da lehce méfit
a kvantifikovat

e pridruzena elektronika, ktera slouzi na zobrazeni mérenych dat (1)(2)

2.1.1 Biokatalytické sensory

Ackoli jsou znamé rlzné typy rozpoznavacich prvk( biosensorll, primarné
se pro elektrochemické biosensory vyuZivaji enzymy kvili jejich biokatalytické aktivité
a specifi¢nosti. (3) Biokatalytické sensory, které vyuZivaji enzymy jako rozpoznavaci element,
jsou kompaktni, lehce se pouzivaji a maji jednoduchy design. Je mozné pouzit rizné detekcni
konfigurace jako stacionarni roztok vzorku proti michanému nebo pritokovému usporadani
nebo analyt ve velkém objemu roztoku detekovat pomoci mikroelektrody. Biokatalytické
sensory se lehce adaptuji v klinickych nebo primyslovych analyzach. Prikladem takového

biokatalytického sensoru mlze byt osobni mé¥i¢ glukdzy v krvi, Siroce vyuZivany diabetiky.

Biokatalytické sensory obsahuji biologické ¢asti, jako jsou enzymy, celé buriky nebo ¢asti

tkané, které rozeznaji cilovy analyt a produkuji elektroaktivni ¢astice nebo jiny detekovatelny
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produkt. (4) Enzymy pozlstavaji hlavné z 20 pfirozené se vyskytujicich aminokyselin,
jsou to proteiny, které katalyzuji biochemické reakce a mohou podstatné zvySovat rychlost
reakci v porovnani s nekatalyzovanym pribéhem. Enzym-substratové interakce mohou byt
charakterizovany studiem jejich kinetiky. Pri pfipravé biokatalytického sensoru by se mély brat
v Uvahu parametry, jako je plvod a dostupnost biologického komponentu a jeho pracovni a
skladovaci stabilita. Taky citlivost na okolni podminky jako je pH, teplota a michani v pribéhu
experimentu by méla byt minimalni, stejné jako odchylky mezi jednotlivymi mérenimi

co nejmensi. (3)(5)

Enzymy dokdZou velmi selektivné detekovat jednotlivé substance ve sloZitéjsich roztocich
jako je moc¢ nebo krev diky své komplexni strukture, kvuli které specificky vaZzou substratové
molekuly. Detekce se timto stavad casové nenarocnd, méné pracnd, vzorky nejsou nachylné
na interferenci. Usporadani aminokyselin v aktivnim misté enzymu, se vaze na konkrétni
substrat, co vytvari katalytickou strukturu, kterd je selektivni pro jeden typ substratovych
molekul. Mimo substratové specifity enzymy vykazuji specifitu Ucinku, kdy navazany substrat
podléha presné vymezené konverzi. Hodné enzym( vclenuje do své struktury i neproteinové
chemické skupiny jako kofaktory nebo prostetické skupiny, které podporuji jejich specificnost.
Nékteré enzymy svlastni selektivitou dokdzou tlumit signaly, které vznikaji interferenci
ve slozZitéjSich vzorcich. Enzymatickd aktivita je dale ftizena latkami jako jsou aktivatory

nebo inhibitory.(6)

Hodné biochemickych analytl se neochotné detekuje enzymovymi elektrodami kvdli
nedostatku selektivnich enzymd, které jsou pfitomny pro ten ktery analyt, nebo kvili analytu,

ktery se bézné nevyskytuje v Zivych systémech. (7)(5)

2.1.2 Afinitni biosensory
Afinitni biosensory vyuZivaji biomolekuly, jako jsou protilatky, membranové receptory,
nebo oligonukleotidy. Tyto latky se vaZou s cilovym analytem a produkuji méfitelny elektricky
signal. (4) Rozpoznavani molekul v afinitnich biosensorech je uréeno hlavné velikosti a tvarem
vazebného mista pro komplementarni struktury. Vysoka afinita a specifichnost biomolekul
pro jeho ligand déla tyto sensory velmi citlivymi a selektivnimi. (7) Proces vazani jako napriklad

DNA hybridizace nebo vznik komplexd protilatka-antigen se fidi termodynamickymi faktory. (4)

Immunosensory jsou afinitni sensory na baze protilatek, kde detekce analytu, co mize

byt antigen nebo hapten, se provadi jeho vazbou na specifickou oblast na protilatce. (8)



Elektrochemicky prevodnik reaguje na navazani a prevadi elektricky signal k vystupu, ktery
mlze byt zesilnén, uchovan a zobrazen. Komplementarni oblasti protildtky a antigenu,
které se spolu vazou, byly pouzity na vyrobu protilatek v hostitelském organismu s vysokou
specificnosti a afinitou. Immunosensory jsou mimo jiné znamé pro jejich nizké detekéni limity.
(8) Immunoassay a immunosensory slouzi pro kvantitativni i kvalitativni analyzu.
Immunosensory mohou byt pouzity na detekci stopové hladiny bakterii, virusa, 1ék(, hormont,
pesticidi a mnoho dalSich chemikdlii. Immunosensorové aplikace zahrnuji sledovani
bezpecnosti potravin vztahujicich se ktézkym alergiim (napf. na orechy), detekci latek
znedistujicich Zivotni prostfedi jako herbicidy a pesticidy ve vodé nebo v pldé, detekci
biomedicinskych latek jako warfarin, a sledovani cCinidel biologickych agens jako jsou toxiny,

bakterie, virusy a spéry. (7)(4)

Nukleové kyseliny se v porovnani s protilatkami pouZivaji méné casto pro rozpoznavaci

7 s

element biosensoru. Rozpoznavani pomoci DNA nebo RNA fragmentl zalezi bud
na komplementdrnim parovdni bazi mezi sekvenci nukleové kyseliny sensoru a zkoumanym
analytem, nebo generovani struktur nukleovych kyselin, zndmych jako aptamery, které
rozpoznavaji trojrozmérné struktury, jako jsou napfiklad proteiny, a vaZzou se na né. Afinitni
DNA sondy se pouzivaji v mediciné na diagnostiku rakoviny, virovych infekci a genetickych

onemocnéni. (7)
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’. r '}:‘ Enzime q

) Electricity
('3 & §__/' Antibody q mmpe- Electrode
-
- '(Z'J T pH change Thermistor
@] '}-\ DNA ) —
o N :< Oreanelle Heat Piezoelectric |Sign [i_‘;i“éssm Results
.' .}_/i & q Light m—- device P g
Ty .
'< |- Micro-
B 0 'gj organism q Mass change pH electrode
o0 ?) Cell -

Obrazek 1: Princip biosensoru (9)



2.2 Elektrochemicka detekce
Vétsina biosensorld vyuZiva elektrochemickou detekci. (7)(4) Reakce, kterd se takto
elektrochemicky monitoruje, generuje bud’ méritelny proud (amperometrie), zménu napéti

(potenciometrie) nebo méni vodivé vlastnosti mezi elektrodami (konduktometrie). (3)

Elektrochemie je povrchovd technika, kterd nabizi urcité vyhody, jako to, Ze nezavisi
pevné na reakénim objemu, a proto mohou byt méfeny i velmi malé vzorky latek.
Elektrochemicka detekce mize byt pouzitd na dosazeni nizkych detekcnich limitQ
v imunologickych testech (immunoassay) bez pfipravy nebo jen s malou pfipravou vzorku.
Detekce v homogennich imunologickych testech, které nezahrnuji separa¢ni krok na izolaci
komplexu protilatka-antigen z uvolnénych slozek, neni ovlivnéna jinymi sloZzkami ve vzorku,
jako jsou chromofory, fluorofory, a ¢astice, které mohou interferovat se spektrofotometrickou
detekci. Proto se elektrochemické detekce mohou provadét na barevnych nebo nedistych
vzorcich, jako napfriklad krev, bez interference na ¢ervenych krvinkdch, hemoglobinu, bilirubinu

nebo kapic¢kach tuku. (10) (11) Elektrochemicky méfime hlavné proud, napéti nebo impedanci.

Voltametrické a amperometrické metody aplikuji napéti na pracovni elektrodu proti
referenc¢ni elektrodé a méri se proud. Proud je vysledkem elektrolyzy prostfednictvim oxidace
nebo redukce na pracovni elektrodé a je omezen mnozstvim molekul putujicich k elektrodé.

(12)

2.2.1 Voltametrie
Voltametrie je metoda, ve které je napéti méreno pres urcity rozsah napéti. Odpovédi
vzniklého proudu je pik nebo plocha, kterd je Uumérnd koncentraci analytu ve vzorku.
Voltametrické metody zahrnuji linedrni voltametrii, cyklickou voltametrii, hydrodynamickou,
pulsni diferencialni, square-wave voltametrii, ac voltametrii, polarografii a stripping voltametrii.
(12) Tyto metody maji obrovsky dynamicky rozsah, proto jsou vhodné pro kvantifikaci nizkych

hladin.

2.2.2 Amperometrie
V amperometrii se méri zmény elektrolytického proudu prochazejiciho clankem (13),
které byly vyvolany oxidaci nebo redukci, v zavislosti na ¢ase, zatimco na pracovni elektrodé
je udrZzovano konstantni napéti vzhledem kreferenéni elektrodé. (5) Amperometrii

od voltametrie lze odlisit tak, Ze u amperometrie neni ptritomné proménlivé napéti. Difusni
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proud je pfimo uUmérny koncentraci elektroaktivni latky. (13) Technika je realizovana
tim, Ze se postupné stoupa s napétim aZz na poZzadovanou hodnotu a pak se zméfi proud,
nebo se napéti udriuje na poZadované hodnoté a vzorek prochazi pres elektrodu. Proud
je umérny koncentraci elektroaktivnich ¢astic ve vzorku. Amperometrické biosensory umoznuji
selektivitu, ve které je oxidacni nebo redukéni detekéni napéti charakteristické pro rizné druhy

analytu.

Diky své jednoduchosti je amperometrickd detekce vyuzivana biokatalytickymi
i afinitnimi biosensory. Fixni napéti pfi detekci ma za ndsledek zanedbatelny nabijeci proud,
Cili proud potfebny na aplikaci napéti do systému. Tenhle proud minimalizuje signdly na pozadi,
které jinak nepfiznivé ovliviuji limit detekce. Kromé toho, hydrodynamickd amperometrie
poskytuje znacné zvyseny transport latky na povrch elektrody (12)(14), napriklad kdyz pracovni
elektroda vzhledem kroztoku rotuje nebo vibruje, nebo proudi, nebo je michano okolni
prostfedi a vzorek pak obchazi nehybné elektrody. (14)(15)(16)(17)(18) Elektrochemicka
detekce pratokovym systémem muzZe byt pouzita na monitorovani v Zivotnim prostredi
a pruamyslovych procesech, protoZze podminky pritoku umoZiuji roztoku ménit se snadnéji

ve vicekrokovych testovacich postupech, cozZ je vyhodné na on-line monitorovani.

2.2.3 Konduktometrie

Konduktometrie monitoruje zmény elektrické vodivosti roztoku vzorku nebo média,
napfiklad nanovlakna, v disledku zmény ve sloZeni roztoku/média v pribéhu chemické reakce.
Konduktometrické biosensory ¢asto obsahuji enzymy, u kterych generované nabité produkty
maji za nasledek lokalni zmény viontové sile a tim zvysi vodivost. Ve ziedénych roztocich
silnych (tj. Uplné disociovanych) elektrolytd je mérna vodivost pfimo Umérna koncentraci
elektrolytu. Konduktometrie se pouZiva v biosensorech na monitorovani Zivotniho prostredi
a v klinické analyze. (13) Napftiklad tyrosinazovy biosensor byl vyvinut na méfeni stopovych
mnozstvi skodlivych latek jako DCMU (Diuron)a antracin a jejich metabolitd. Na principu

konduktometrie pracuje i biosensor na detekci metamfetaminu v lidské moci. (19)(20)

2.2.4 Potenciometrie
Potenciometrie je zaloZzena na méreni rovnovainého napéti elektrochemického ¢lanku
pfi zanedbatelném proudu. Béznymi priklady jsou naptiklad sklenénd pH elektrody a iontové

selektivni elektrody jako K*,Ca?*,Na*t,Cl=. (7)(4) Sensory vyuZivaji elektrochemickou
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celu se dvéma referenénimi elektrodami na méreni potencialu pfes membranu, ktera selektivné
reaguje s nabitym iontem. Tyto chemické sensory se mlZou zménit na biosensory tak,
Ze se pokryji biologickym prvkem jako tfeba enzymem, ktery katalyzuje reakci. Reakce pak
poskytne ionty, které zachycuje elektroda leZici pod navazanym enzymem. Napfiklad, sensor
pro penicilin se vyrabi pokrytim pH elektrody penicilindzou, ktera katalyzuje hydrolytické
Stépeni penicilinu a taky generuje vodikové kationty. (21) Elektroda zaznamena zmény pH na
svém povrchu, coZ je nepfimé méreni penicilinu. Unipolarni transistory byly pfizplsobené
chemickym sensor(im zaclenénim do elektrochemické cely. (22)(23) Mohou byt taky pfetvoreny

na biosensory tim, Ze se jejich povrch pokryje biologickym cinidlem. (24)

2.3 Konstrukce

Elektrochemicky sensor je ¢asti elektrochemické cely, kterd je slozena ze dvou nebo tfi
elektrod. Typicky tfi-elektrodovy systém pozlstava z pracovni elektrody, vyrobené z chemicky
stabilni a vodivé latky, jako je napftiklad platina, zlato nebo uhlik; referencni elektrody, obvykle
pokovené stribrem s vrstvou chloridu stfibrného a pomocné elektrody, vyrobené z platiny.
Referencni elektroda je obvykle pak inertni ze strany redoxnich reakci za Ucelem udrZovani
konstantniho referencniho napéti. (3) Vyhodou systému je to, Ze naboj vznikly elektrolyzou
putuje pfes pomocnou elektrodu namisto referencni elektrody, coz chrani referenéni elektrodu,

aby nezmeénila svoje poloclankové napéti.

Dvou elektrodovy systém mad pouze pracovni a referencni elektrodu. Pokud je hustota
proudu dostateéné nizka (< pAcm™2), pak referenéni elektroda miZe nést naboj
bez vedlejSich nepfiznivych Gcinkd. (5) Pro sensory se vyuZivaji oba typy elektrodovych
systém(, ackoli obecné je preferovany jednordzovy dvouelektrodovy systém, protoZe

nevyzaduje dlouhodobou stabilitu referencni elektrody.

Elektrody se lehce miniaturizuji. Soucasti biosensorl mlzZou byt i nanodraty, nanocastice
a uhlikové nanotrubky. Zmensovani elektrod mulzZe vést k vyssi citlivosti. (3) Znacnou vyhodou
zmensovani elektrod je fakt, Ze velikosti vzork( jsou omezeny a tim se poZaduji jenom malé
objemy pro detekci. Detektory a jejich Fidici pfistroje mohou byt snadnéji miniaturizovdny
za relativné nizkou cenu, proto je ve voltametrii omezeny proud zdvisly na teploté a detekéni
cela by méla byt udrZzovana na konstantni teploté pfi kalibraci a méreni vzorkd, aby byly ziskany

spravné a presné vysledky. (25)(26)(27)
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2.4 Elektrody

K méreni jsou zapotiebi tfi elektrody:

e Pracovni
Na pracovni elektrody se pouzivaji uslechtilé kovy jako je zlato nebo platina,
skleny uhlik, grafit, vodivé polymery nebo organické vodivé soli. Lze zvolit
pouzitelny rozsah tak, aby nedochazelo k elektrochemickému rozkladu materialu
elektrody nebo kinterferenénim reakcim (rozklad pracovniho pufru).
Pred samotnym mérenim je Casto dlleZitad pfiprava elektrody, jako je vylesténi

povrchu brusnymi prasky, oplachnuti a odstranéni povrchovych nedistot.

o Referentni
Slouzi jako srovnavaci bod pro méreni, resp. nastavovani potencidlu pracovnich
elektrod. Jejich vlastni potencidl je presné definovany a casové staly.
U amperometrickych biosensor( se ¢asto pouziva holy povrch stfibra.

e Pomocné
Elektrochemicky neaktivni, jsou tvoreny dobrym vodi¢em, vétSinou s platinou,
a musi mit dostatecné velkou plochu. Jsou ve formé dratku nebo plisku, pouZziva

se i uhlikova tyc¢inka nebo nerezovy drat. (28)

Sitotiskova elektroda (SPE)

Technologie sitotisku (screen-printing) je technika, ktera se ¢asto pouziva pti vyrobé
elektrod pro wvyvoj jednorazovych elektrochemickych biosensord. Sitotiskova elektroda
je ploché zarizeni zaloZené na vice vrstvach tisknutych material( ve formé past nebo ,inkoustt”
na polyamidovych, plastovych, epoxy-ovych nebo keramickych substratech na bdzi oxidu
jednordazovych biosensor( diky svym velkym vyhodam, jako jsou jednoduchost, univerzalnost,

malé ndklady, prfenosnost, snadnost ovladani, malé rozméry a moznost masové vyroby, coz

vede k rozvoji v rznych aplikacich v oblasti elektroanalytické chemie. (33)
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Obrazek 2: Sitotiskova elektroda (34)
TuzZkovd elektroda (PGE)

Tuzkova elektroda (PGE) pro DNA biosensory ma nékolik vyhod, jako je napfiklad
zabranéni kfizové kontaminaci a ztraté odezvy kvili necistotdm na elektrodé. Pozlstava
jednoduse z grafitové tuhy, na jednom konci které je odizolovano pracovni misto, a druhy

konec je vodivé spojen s detektorem.
lontové selektivni elektroda (ISE)

Potencidl iontové selektivni elektrody je fizen aktivitou iontu, pro jeho stanoveni
je elektroda uréena. Méni se pfiblizné o 59/z milivoltd pfi zméné koncentrace iontu o jeden Fad.

(13)

Sklenénda elektroda

Sklenéna elektroda je typ iontové selektivni elektrody vyrobené z dopovanych
sklenénych membran citlivych na specificky iont. VétSina z nich reaguje s ionty s jednotkovym

nabojem, jako jsou H*, Na®, Ag". Nej&astéjsimi sklenénymi elektrodami jsou pH elektrody.
Vysoce orientovany pyrolyticky grafit (HOPG)

Vysoce orientovany pyrolyticky grafit dostaneme, pokud je pyrolyticky grafit, ziskany
z chemické depozice uhlovodikd z plynné faze, zahfaty na velmi vysokou teplotu a vystaven
pUsobeni vysokého tlaku. Vznikly material je nadale polykrystalicky, ale vlastnostmi se blizi

monokrystalu. (35)
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2.5 DNA

DNA je biomolekula, ktera sestava ze dvou antiparalelnich polynukleotidovych fetézcd,
které se skladaji z nukleotid(. Kazdy nukleotid je slozen ze tfi sloZek: cukru- deoxyribdzy,
fosfatového zbytku a jedné ze ctyf dusikatych bdzi. Polymer tvoreny fosfdtem a cukrem
reprezentuje cukr-fosfatovou patef. Primarni genovd DNA je kddovdna pofadim purinovych
bazi, adenin (A) a guanin (G), a pyrimidinovych bazi, cytosin (C) a tymin (T). Dva fetézce jsou
spolu spojeny vodikovymi vazbami mezi jednotlivymi bazemi, mezi A-T dvéma, a C-G tfema.
Sekundarni struktura DNA tvori helix, slozen ze dvou komplementarné spojenych
antiparalelnich retézcu, ktery je stabilizovan vodikovymi mUstky. Jeden zavit je tvofen 10 pary

bazi. Diky fosfatovym zbytkiim v cukr-fosfatové patefi nese molekula DNA zdporny naboj.

2.6 DNA elektrochemicky biosensor

DNA biosensory jsou integrované receptor-prevodnikové zafizeni, které pouZivaji DNA
jako bioreceptor na méreni specifickych procesl probihajicich pti vazani rliznych latek s DNA.
(36) Diky rychlé detekci jsou oblibené hlavné pfi monitorovani necistot v ovzdusi, pfi vyzkumu
interakénich mechanismG 1ékli s DNA, detekci poskozeni bazi DNA v klinické analyze,
nebo detekci specifickych DNA sekvenci v lidskych, virusovych a bakteridlnich nukleovych
kyselinach. Z elektrochemickych prevodnikt, uhlikové elektrody, jako tfeba sklenéné, vliaknové,
tuzkové vykazuji nékolik jedine¢nych vlastnosti. Siroké potencidlové okno umoZfiuje citlivou
elektrochemickou detekci oxida¢niho poskozeni DNA pomoci analyzy oxidacnich piki DNA bazi,

které se béhem méreni objevily.

Elektrochemicka oxidace DNA na uhlikové sklenéné elektrodé, pri pouziti pulsni
voltametrie vykazuje dva oxidacni piky, kvili oxidaci guaninovych a adeninovych zbytk(
v cukr-fosfatové patefi DNA. (37)(38) Elektrochemické chovani dsDNA a ssDNA ukazuje,
Ze transportu elektronll zevnitf pevné struktury dsDNA je na povrch elektrody obtiZznéjsi,
nez z flexibilni struktury ssDNA, kde dusikaté baze jsou k tomuto povrchu bliz. Drsnost povrchu
elektrody zpUsobuje, Ze dsDNA ma urcité potize pri opisovani kontur povrchu, zatimco
molekuly ssDNA snadnéji zapadnou do Zlabkd na povrchu, diky jejich flexibilité.
Elektrochemickd oxidace na uhlikovych elektroddch ukazala, Ze vSechny bdze — guanin, adenin,

tymin a cytosin — mohou byt oxidovadny na zdkladé mechanizmu zavislého na pH.

Elektrochemicka stabilizace elektrody ze skleného uhlliku (GCE) umozni dosazeni lepsi
separace pikll a zvySeni proudd pro vsechny typy DNA bazi ve fosfatovém pufru o pH=7,4,

coz je hodnota blizkd pH fyziologického roztoku. Bylo ukdzano, Ze pyrimidinové nukleosidy
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a nukleotidy jsou elektroaktivni na GCE, a kromé lehké detekce purinovych zbytkl je soucasné

mozné detekovat oxidaci pyrimidinovych zbytk( v ssDNA.

Molekula DNA se pfi interakci s povrchem na néj adsorbuje. Adsorpce dsDNA je jakoby
reversibilni a struktura DNA podstupuje konformacni zmény béhem imobilizace. Proces DNA
imobilizace a stabilizace na povrch elektrody predstavuje klicové aspekty ve vyrobé DNA
elektrochemickych biosensort, ovliviiovanych vlastnostmi DNA sondy, odpovédi sensoru a jeho
vykonem. (39) Odlisné strukturni konformace adsorbované DNA mohou vést krlznym

interakcim s malymi molekulami a ke zménam v pfistupu lékd do ZIabkd DNA.

Pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM) byly na elektrodach z vysoce orientovaného
pyrolytického grafitu (HOPG) popsany rGzné imobilizaéni procesy jednovrstvovych
a vicevrstvovych DNA filmG. (40)(41)(42)(43) HOPG poskytuje zejména hladky povrch,
coz umoznuje detekci povrchovych modifikacich béhem adsorpce DNA. Pfimym pozorovanim
povrchu elektrody bylo zjisténo, Ze vlastnosti DNA filmu a optimalni elektrochemicka odpovéd
DNA-biosensoru zavisi na pH, sloZeni pufru, iontové sile, procesu imobilizace, ¢asu adsorpce,
uzitém napéti, typu a koncentraci DNA. Pfi malych koncentracich formuji tenké filmy dsDNA
a ssDNA vrstvu, kterd se ve velké mire jevi jako sitova struktura jednotné pokryvajici povrch
elektrody HOPG. Tlustsi filmy pripravené jinymi adsorpénimi procesy predstavuji jednotné
a uplné pokryti elektrody. DNA filmy v kyselejSich pufrech poskytuji lepsi pokryti povrchu
elektrody DNA proti filmim v neutralnich roztocich, kvili prekryti a superpozici molekul DNA.
Interakce DNA s elektrodou jsou silnéjsi a stabilnéjsi pokud je napéti aplikovano béhem

adsorpce.

Pti adsorpci tenkych vrstev dsDNA povrch elektrody neni zcela pokryt. Nékteré oblasti
jsou odkryté a vznikaji pory, coZz md za ndsledek zavadeéjici vysledky pfi pouZiti DNA
elektrochemického biosensoru pro detekci interakci DNA s léCivy. Molekuly Ié¢iv mohou
pronikat na odkryté oblasti na elektrodé a nespecificky se vdzat. Takto se dvakrat podili
na elektrochemickém signalu, jednou z adsorbovaného lééiva na elektrodu a podruhé kvdli
poskozeni imobilizované dsDNA, a proto jsou vysledné signdly tézko rozeznatelné. Pfi pouziti
hrubych filmd v DNA biosensorech, kde je elektroda zcela pokryta a tudiz je vylouceno jakékoliv
nezddouci navazani léc¢iva k povrchu, je vysledny signal uréen pouze interakci této slozky

s dsDNA. (44)
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2.7 Typy interakci

Struktury DNA maji jednoduchou a dobfe definovatelnou terciarni strukturu v porovnani
s proteiny. Struktura jednoretézcové ssDNA je vice flexibilni nez dvouretézcova dsDNA, formy
které jsou mnohem robustnéjsi kvili vodikovym vazbam mezi jednotlivymi bazemi.
Tim se vytvari ve vétsiné pfipadl pravotocivd dvousroubovice, kde baze jsou naskladany
nad sebe podél jeji osy, a cukr-fosfatova pater sloZzena ze dvou antiparalelnich fetézcli formuje
vnéjsi cast helixu. (45)(46) Naskladané baze v dvousroubovici vytvareji maly a velky Zlabek,

ktery se stava cilem pro navazani nizkomolekularnich proteind.

DNA modifikovana elektroda je pfipravena reagovat s redoxnim indikdatorem, pfed nebo
po navazani do cilové DNA. Existuji tfi rGzné zplsoby navazani elektrochemického indikatoru

do DNA:

e Elektrostatické interakce
Indikator je nabity ndbojem a v zavislosti na tomto naboji prevladaji atraktivni
interakce mezi zaporné nabitou cukr-fosfatovou pateri DNA a kladné nabitym
indikatorem, a repulsivni mezi zaporné nabitym indikdtorem.

e Interkala¢ni interakce
Redoxni indikator obsahuje planarni aromaticky kruh, ktery je vsunut mezi par
bazi dsDNA. Interkalatory jako ethidium bromid, anthracykliny nebo
metalointerkaldtorové komplexy se vsunuji mezi baze svymi plandrnimi
aromatickymi kruhy témér svisle k ose dsDNA.

e Navazani do zlabki
Indikdtor se vaze bud do malého, nebo velkého 7Zladbku ve strukture
dvouretézcové DNA. Tento typ interakce je vzacny, protoZe vétSina znamych
indikatord, schopnych vazat se do Zlabk(, prevainé interaguje s dsDNA

kombinaci vy$e uvedenymi zpUsoby.

Elektrochemické indikatory, které jsou schopny se vazat se do Zlabku nebo interkalacné,
se vazou s vyssi afinitou do dsDNA, ¢imZ umoZnuji Iépe rozlisit, zda se jedna o strukturu ssDNA

nebo dsDNA.

Neexistuji Zzadné pravidla pro vysledny efekt hybridizace DNA s redoxnim indikatorem.
VSeobecné ale plati, Ze pozitivni posun voltametrickych pikd (viz.dale) patfi hydrofobnim

interakcim mezi redoxnim indikatorem a DNA bazi, tj. interkalacim, a negativni posuny jsou
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spojeny s elektrostatickymi interakcemi mezi nabitou molekulou indikatoru a negativné nabitou
cukr-fosfatovou patefi. (47)(48)(49) Pozorované mohou byt také kombinované zplsoby

interakci.

Pozitivni naboj interkala¢niho redoxniho indikatoru dokaze rychleji interagovat
sduplexni DNA, ale poskytuje vyssi nespecifikované signdly z elektrostatickych interakci
s ssDNA. (50)(51) Naopak indikdtor se zdpornym nabojem potiebuje delsi ¢as na interakci

s dsDNA, ackoli po interakci s ssDNA vykazuje zanedbatelné signaly. (50)

2.8 Mutageny

V lidské DNA neustdle vznikaji mutace gend, které jsou zdkladem genetické variability,
a tim zakladni podminkou evoluce Zivota. Mutace jsou nahlé, ndhodné a neusmérnéné zmény
genetického materialu, tj. DNA. Mutageny jsou latky nebo faktory, které zvysuji rychlost téchto
zmén v bunkach bakterii, rostlin a ZivoCichl. Pozname fyzikalni, chemické nebo biologické
mutageny, které mdZou mit pozitivni nebo negativni vliv na genetickou informaci uloZenou

v DNA.

2.8.1 Interkalatory

2.8.1.1 Ethidium bromid

Ethidium bromid (EtBr), oznadovany taky jako homidium bromid, je neradioaktivni
fluorescenéni barvivo, pouzivané v molekularni biologii jako marker pro identifikaci a vizualizaci
prouzkd nukleovych kyselin v gelové elektroforéze. Je to tmavé Cervena krystalicka latka, ktera

po vystaveni ultrafialovému zareni svétélkuje nacervenale az hnédé.

Na nukleové kyseliny se vaze velmi intenzivné a specificky tim, Ze interkaluje svou
plochou mezi ploché pary bazi v molekule dsDNA. Ploché pary bazi jsou ve dvousroubovici
usporadany nad sebou jako mince a interkalace ethidia spociva ve vsouvani jakoby dal$i mince
do stdvajiciho sloupce. Timto je ethidium bromid schopen ovlivnit ¢teni genetické informace
pfi replikaci DNA a vyvolavat posunové mutace v genetické informaci. Proto je povaZovan
za velmi silny mutagen, karcinogen a teratogen, a pfi praci s nim je nutno dodrZzovat zékladni

bezpecénostni pravidla. (52)(53)
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Obrazek 3: Struktura Ethidium bromidu (53)

2.8.1.2 Benzo[a]pyren

Benzo[a]pyren (BaP) je polycyklicky aromaticky uhlovodik (PAH), ktery je povaZovan
za jeden z mnohych potencialnich PAH karcinogen( a mutagen(. Jednd se o Zluté zbarvenou
krystalickou latku. Je produktem nedokonalého spalovani, mlizeme jej najit ve slévarnach
ocele, vzavodech na vyrobu koksu a hliniku (54), v cigaretovém koufi a v ovzdusi diky
vyfukovym plynlim automobill. Nicméné stopy po BaP se najdou i v grilovanych potravinach.

Koncentrace BaP klasifikuje stupné karcinogenity PAH ve vodé, ovzdusi a jidle. (55)(56)

Benzo[a]pyren je prokarcinogen, jehoZz karcinogenni Uucinky zdvisi enzymatickém
metabolismu konecného mutagenu. Nejprve je oxidovan cytochromem P450 1A1
na benzo[a]pyren-7,8-epoxid. Tento produkt je metabolizovan epoxid hydroldzou, ktera otvira
epoxidovy kruh a vznika benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol. Konec¢ny karcinogen je vytvoren dalsi
reakci scytochromem P450 1A1 za vzniku benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxidu,

ktery je takto pfipraven k navazani do DNA.

Tato molekula interkaluje do dsDNA a kovalentné se spoji s nukleofilni guaninovou bazi.
Rentgenovou krystalografii a NMR strukturni analyzou bylo zjisténo zkfiveni DNA, co indukuje

mutace v dlsledku Spatné replikace DNA.
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Obrdzek 4: Struktura benzopyrenu a jeho proména na konecny karcinogen (57)

2.8.2 Indikatory vazajici se elektrostaticky

2.8.2.1 HexakyanoZelezitan

HexakyanozZelezitan je negativné nabity komplex, ktery se pouZiva jako redoxni marker
v DNA nebo RNA testech. (58) Hybridizace DNA zvysSuje negativni ndaboj na rozhrani, co ma
za nasledek zvySovani elektrostatického odpuzovani hexakyanoZelezitanového aniontu
z povrchu elektrody a snizeni zaznamenaného elektrochemického signdlu zredoxniho
indikatoru. DNA mize byt detekovatelna na Urovni 50-100 pM bez zesilnéni, zatimco zvysujici
se pfidavny negativni naboj na povrchu elektrody poskytuje zesilnéni negativni repulse redoxni
sondy od hybridizované vrstvy, ¢imZ se detekéni limit pro cilovou DNA zlepsi pod hranici pM.
(59)(60)(61)(62) Aplikace neutralné nabitého tetézce nukleovych kyselin jako sond
imobilizovanych na elektrodu, umozZnilo vyrazny posun elektrochemického signdlu

po hybridizaci s komplementarni sekvenci cilové DNA. (63)

Obrazek 5: HexakyanoZelezitan (64)
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2.8.2.2 Hexaamin rutenium

V porovnani s hexakyanoZelezitam se kationty hexaamin rutenium stechiometricky
vazou na aniontovou fosfodiesterovou patef DNA, coZz umoziuje kvantitativni detekci DNA
na elektrodach. (58)(65)(66)(67) Tyto multivalentni kationty lehce nahrazuji monovalentni
kompenzacni kationty zfosfatovych skupin na DNA tim, Ze DNA-modifikovana elektroda

je ponorena do roztoku s nizkou iontovou silou.

Dalsimi latkami vazajicimi se elektrostaticky jsou napfiklad tris-bipyridin kobaltity
a tris-fenyl kobaltity komplex, ackoli se oba mohou vazat i interkalacné. Elektrostaticka
interakce je zaloZena na negativnim posunu hodnot redoxniho potencialu komplex(, které jsou
navazany na DNA. (68) Pfirozeny prechod mezi interakcemi kobaltovych komplexd a dsDNA
z elektrostatickych na interkalacni se mize dosahnout zvysenim iontové sily a vhodnou volbou

kovového ligandu. (69)

Elektrostatické interakce redoxnich indikatorl jsou necitlivé na sloZeni sekvenci DNA
a osobitost struktury, pokud se jednd o ss nebo dsDNA. Za vhodnych podminek experimentu,
elektrochemicky zmérena koncentrace redoxniho indikatoru je Umérna poctu fosfatovych
skupin pritomnych na povrchu elektrody. Pomoci kationového redoxniho indikatoru lze

nezavisle mérit koncentraci DNA na povrchu elektrody. (58)(67)(70)

2.8.3 Indikatory vazajici se do zlabkii
Priklady vyhradné do Zlabku vazajicich se indikator(i jsou vzacné, protoZe vétSinou se
jednd o smiSené navazovani kombinujici vazani do Zzldbku a interkalacni. Pfesto se najdou

nékteré ptipady.

2.8.3.1 Barvivo Hoechst 33258

Barvivo je zndmé tim, Ze se navazuje do malého Zlabku na dsDNA. Tato vlastnost byla
vyuZita na vyvoj genosensoru zaloZzeného DNA sekvencich imobilizovanych na zlaté elektrody.
Detekovany proud po interakci barviva s dsDNA byl podstatné vyssi, nez po interakci s ssDNA,
co? umoizfiuje detekovat DNA o koncentracich aZ 0,1 pg. ml~1. (71) Nevyhodou tohoto barviva
je ireversibilni oxidac¢ni elektrochemie. Avsak dalsi optimalizace této metody umoznila autoriim
detekovat 10* — 10° kopii genomu virusu hepatitidy B pomoci jednordzovych zlatych

mikroelektrod. (72)
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Obrdzek 6: Bravivo Hoechst 33258 (73)

2.8.3.2 DHS

Dalsim prikladem elektrochemického indikatory, ktery se vaze do Zlabku je N,N’-bis(3,4-
dihydroxybenzyliden)-1,2-diaminobenzen (DHS). Pozlstava ze dvou ortokinonovych funkénich
skupin a planarniho aromatického kruhu a je schopen se vdzat do malého Zldbku dsDNA |épe
nez do ssDNA. DNA byla imobilizované na zlatou elektrodu pfimou adsorpci nebo pres
alkantiolovy linker. Timto se umozZnila detekce 25-mernich sekvenci Helicobacteru pylori o

koncentraci 8,3 uM. (74)
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3 Prakticka c¢ast

3.1 Uloha

Ukolem bylo pfipravit rGzné druhy uhlikovych elektrod, naptiklad sitotiskové nebo
tuzkové, a imobilizovat na né DNA. Takhle vznikly DNA sensor byl vystaven pUsobeni
genotoxickych  latek, vtomhle pfipadé interakldtoru benzo[a]pyrenu.  Pomoci
elektrochemickych metod — SWV voltametrie — byly méfeny oxidacni signaly adeninovych

a guaninovych skupin.

3.2 Materialy

3.2.1 Reagenty a roztoky
K méreni byl pouZity acetatovy pufr o koncentraci 0,1 M o pH=5, pfipraven z octanu
sodného rozpusténého v destilované vodé, DNA zteleciho brzliku o koncentraci 0,5 mg/ml
v acetatovém pufru, fosfatovy pufr o koncentraci 0,1 M a pH=7 a benzopyren rozpustén

v dimethylformamidu (DMF) o vysledné koncentraci 0,5 mg/ml.

3.2.2 Elektrody PGE

Pracovni elektrody byly vyrobeny ztuh, které jsou sloZené z pfirodniho grafitu.
V zavislosti na obsahu pojiva se odviji jejich odolnost a fyzikalni vlastnosti. Na experimenty
byly pouzity tuhy H a HB o priméru 0,5 a 0,7 mm z kazdého druhu. Pfed samotnym pouZitim
byly ociStény od necistot hadfikem a nékolikrat opldchnuty v acetonu. Pomoci parafilmu
byl vymezen pracovni prostor na elektrodé asi 3 mm od jejiho konce. Druhym koncem
byl zprostfedkovan elektricky kontakt. Referencéni elektroda byla zhotovena ze stfibra
a pomocna z platiny. Obé byly pred pouzitim ocistény brusnym praskem. Na méreni byl pouzity

pristroj PalmSens EMstat, na vyhodnoceni software PSTrace.

3.3 Imobilizace DNA

Povrch elektrody PGE elektrody byl pfedem upraveny pouzitim napéti +1,40 V na 500
sekund v acetdtovém pufru (0,1 M, pH=5). Elektroda byla omyta destilovanou vodou
a ponofena do fosfatového pufru (0,1 M, pH=7) a promérenim pomoci square wave voltametrie

v rozsahu napéti +0,85 V az +1,40 V proti referencni elektrodé byl ziskan blank. Po omyti byla
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ponofena do roztoku acetatového pufru obsahujici dsDNA o koncentraci 0,5 mg/ml. dsDNA
byla imobilizovdana pomoci amperometrie kolem 10, 20 nebo 30 minut pfi napéti +1,40 V.
Po imobilizaci byla nenavazand DNA omyta pomoci destilované vody a elektroda se lehce
osusila hadfikem. Nakonec byla opét ponorena do fosfatového pufru, tentokrat s uz navdzanou
DNA, a pomoci SWV pfti amplitudé napéti 60 mV, frekvenci 250 Hz, krokovym napétim 4 mV,

a v rozsahu napéti +0,85 V az +1,40 V proti referencni elektrodé.

PFi imobilizaci DNA na povrch sitotiskové elektrody byl postup témér stejny, elektroda
avSak nebyla ponorena do roztoku, ale samotny roztok byl nanesen na vodorovnou plochu

elektrody.

3.4 Interakce s benzopyrenem

K pfipravenému roztoku dsDNA byl ptidan 1 pl roztoku benzo[a]pyrenu v DMF a spolu
byly oba promichany. Na sitotiskovou elektrodu bylo naneseno 25 pl roztoku s DNA
s benzopyrenem a pomoci amperometrie se DNA nechala navazovat 20 nebo 30 minut.
Po navazani byla zbytkova DNA opldchnuta a elektroda osusena. Poté se pomoci SWV zméfily
signaly za stejnych podminek jako bez benzopyrenu. Pro kontrolu bylo provedeno méfeni i po

imobilizaci DNA pouze s DMF.

Imobilizace DNA sinterkalovanym benzo[a]pyrenem nebyla provadéna sPGE
elektrodami kvli Spatné odezvé DNA, tudiz bylo prakticky nemoZzné detekovat jakykoliv

oxidacni pik a tim objektivné vyhodnotit pripadné dalsi vysledky.
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3.5 Vysledky

3.5.1 Experiment1
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Obrazek 7: SW voltamogram ziskany pri oxidaci DNA ve fosfdatovém pufru

po 120 minutdch méreni.

V prvnim pfipadé imobilizace DNA na elektrodu trvala pfiblizné 9 minut. Zbytkova DNA,
ktera se nenavdzala, se lehce omyla destilovanou vodou. Na elektrodu byl poté nanesen
fosfatovy pufr 0,1 M o pH=0,7. Po naneseni pufru miZzeme vidét zvySeni proudu po interakci
s DNA na elektrodé a zietelny oxidacni pik kolem +1,13 V. Pik se neobjevil ihned po naneseni
na elektrodu, zacal se objevovat postupné. Jak ho lze vidét na grafu, se ukdzal zhruba po dvou

hodinach, pfi frekvenci 160 Hz.

Béhem méreni byly ménény podminky méreni. Kfivky byly ziskavany pro r(zné
frekvence a amplitudy napéti, a byl pozorovdn dosah téchto zmén na vysledny signal. Bylo
zjisténo, Ze zména frekvence nema na pribéh krivky témér zadny vliva zmény amplitudy napéti

zpUsobi celkové zvyseni proudu, ale tvar krivky zUstava zachovan.
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3.5.2 Experiment 2
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Obrdzek 9: SW voltamogram ziskanymi oxidaci DNA ve fosfatovém pufru

po 30 a 60 minutdch méreni.

Ve druhém pripadé trvala imobilizace DNA o néco déle, ptiblizné 20 minut. Frekvence
byla 250Hz. Cervenou kfivku jsme dostali po pGlhodiné méfeni, a Ize vidét formovéni dvou
oxidacnich pik(l, jednoho kolem +1,15 V a druhého kolem +1,3 V. Modrou kfivku jsme dostali
zhruba po dalsi pllhodiné. Zde vidime pokles proudu a piky uZ jsou méné zietelné a jsou

posunuty doprava smérem k vy$Simu napéti.
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3.5.3 Experiment 3

140 - s
=
g 70 S Iy
=3 ...
o o
04 -
! I ' I . I
08 1,0 1,2 1,4

potential (V)

Obrdzek 10: SW voltamogram ziskany pfi oxidaci DNA ve fosfatovém pufru

po 30 minutdch méreni.

Ve tfetim ptipadé byla DNA navazovana taky 20 minut. Je pozorovana podobna kfivka
jako v ptedchazejicim pripadé, ackoli piky jsou trochu méné zretelné. Piky se zacaly objevovat
po 20 minutach méreni, vysledna krivka viditelnd na grafu byla ziskdna po hodiné plsobeni
fosfatového pufru. Prvni pik se formuje opét kolem +1,13 V a druhy kolem +1,3 V, ale oba

nejsou uplné rozeznatelné. Méreni bylo provddéno na frekvenci 250 Hz.
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3.5.4 Experiment4
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Obrdzek 11: SW voltamogram ziskany pri oxidaci DNA ve fosfatovém pufru

po 30 minutdch mérent.

U tohoto experimentu byly podminky podobné, doba navazovani byla 20 minut, méreni
probihalo pfi frekvenci 250 Hz. Vyslednd kfivka ziskanda po 30 minutdch promérovani je

podobna tém predchazejicim, ackoli piky nejsou Uplné dobte Citelné.
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3.5.5 Experiment5
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Obrdzek 12: SW voltamogram ziskany pri oxidaci DNA ve fosfatovém pufru

po 10, 15 a 20 minutdch méreni.

V poslednim experimentu se DNA navazovala cca 30minut. Po vice nez hodiné méreni
byl k dispozici vysledek odpovidajici cervenému grafu. Je zde vidét jeden pik kolem +1,25 V.
Po pfiblizné deseti minutach jsme ziskali modrou kfivku, kde doslo ke sniZeni proudu a pik se
trochu posunul smérem doprava. Ale po par minutach dalSiho promérovani byla ziskana zelend
kfivka se zfetelnym pikem kolem +1,2 V. Proud se o hodné zvysil. Druhy ocekavany pik nebyl

v méfeni zaznamenan.
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3.5.6 Experiment6
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Obrdzek 13: SW voltamogram ziskany pri oxidaci DNA s navdzanym BaP v roztoku DMF.

PFi tomhle pokusu byl ziskan graf uz s interkalovanym benzo[a]pyrenem v roztoku DMF
v DNA. Podminky se od predchozich pokusl nelisily, sice objem roztoku DNA nanesené
na povrch elektrody byl o polovinu mensi, tj. 25 ul. DNA byla pro jistotu navazovana 30 minut.
Ziskana cervend krivka odpovidajici vyslednému signalu byla zaznamenana po pfiblizné
15 minutach promérovani. Lze zde vidét pik kolem +1,25 V. V okoli +1,15 V je mozné vidét i

mirné zakfiveni, coZz by mohlo pfedpovidat formovani druhého ocekdvaného piku.
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3.5.7 Experiment 7
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Obrdzek 14: SW voltamogram ziskany pri oxidaci DNA s DMF.

V poslednim pfipadé, kdy do DNA byl nanesen 1 ul pouze DMF bez benzo[a]pyrenu jako
kontrolni vzorek, se pfi opét stejnych podminkach objevil pik kolem +1,25V. DNA byla

navazovana 30 minut a vyslednd kfivka byla ziskdna po 20 minutdch. Je zde také pozorovatelné

jemné zakfiveni kolem +1,15 V.
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3.5.8 Porovnanil
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Obrdzek 15: Porovndni SW voltamogram ziskanych pri oxidaci DNA s BaP a DNA pouze s DMF.

Nasledujici kfivky byly ziskany odectenim predeslych dvou kfivek od jejich pfislusnych

blank(. Cernd kfivka pFfedstavuje DNA s navazanym benzo[a]pyrenem, kde?to &ervena je

kontrolni ziskand pouze z DNA s DMF. Je zde vidét, Ze kontrolni vzorek bez benzo[a]pyrenu

vykazuje vyssi oxidacni signaly, ackoli se ocekaval presné opacny efekt. Z toho mlizeme usoudit,

Ze by benzo[a]pyren vice stabilizoval DNA strukturu.
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3.5.9 Porovnani 2
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Obrdzek 16: Porovndni SW voltamogramu ziskanych pri oxidaci DNA, DNA s navdzanym BaP

a DNA pouze s DMF.

Na poslednim grafu vidime porovnani ziskanych kfivek ktivek z pfedeslych méreni. Opét
¢erna predstavuje DNA s interkalovanym benzo[a]pyrenem, Cervend je kontrolni vzorek pouze
s DMF. Ostatni kfivky v modrych odstinech predstavuji signdly pouze zoxidace DNA
ve fosfatovém pufru. Je zde vidét, Ze vSechny tfi kfivky, ackoli mély stejné podminky, vykazuji
razné signdly. Podminky se liSily pouze v délce navazovani DNA. Oxidacni piky byly ziskany
po rizné dlouhé dobé méreni a u vsech kfivek je vidét urcity posun. Obecné lze vsak fici,
Ze proti signdlim ziskanym z oxidace DNA s BaP nebo jenom DMF, signaly jsou témér dvakrat
vyssi, jako s interkalovanym benzo[a]pyrenem. Z téchto vysledk( by se mohlo usoudit, Ze jak

DMF tak BaP by mohly vice stabilizovat DNA strukturu.
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4 Zavér

Pomoci amperometrie byla DNA z teleciho brzliku imobilizovdna na sitotiskové elektrody
a nasledné ve fosfatovém pufru pomoci SWV voltametrie byly zméfeny odezvy.
Pti experimentech s elektrodami PGE nebyly zaznamenany Zzadné oxidaéni piky ani
pfi prodlouZeni ¢asu navazovani DNA a ¢asu oxidace ve fosfatovém pufru. Pfi¢inou mohlo byt
nerovnomérné, pripadné nedostatecné navazani DNA na povrch vyclenéného pracovniho mista
na elektrodé. Oproti tomu, na sitotiskovych elektrodach byly ziskany vysledky, na kterych jsou
rozeznatelné dva oxidacni piky vétsinou kolem +1,15 a +1,25 V, které by mohly odpovidat
oxidaci guaninu a adeninu v dvousroubovici DNA. Pfi rizné dlouhych Casech navazovani byly
viditelné urcité odchylky v posunu oxidacnich pikd v zavislosti na okolnich podminkach. Také se
zvySovanim doby pusobeni fosfatového pufru se zvysoval i detekovany proud. Vzhledem
ke konstrukci méreni nebyla sitotiskovad elektroda ponorfena do roztoku, ale smési byly
nandaseny pfimo na elektrodu v kapkach o malych objemech, a kvili dlouhym ¢asiim imobilizace

DNA nebo méreni s fosfatovym pufrem dochdzelo k mirnému vysychdni roztoku z povrchu.

Po imobilizaci DNA s benzo[a]pyrenem a DNA s DMF byly zaznamenany piky kolem +1,25 V
a mirné zakfiveni i kolem +1,15 V, co je mozné povazovat za formovani druhého piku. Celkové
vykazovaly oxidacni piky o hodné mensi proud, z ¢ehoz vyplyva, ze by benzo[a]pyren mohl
stabilizovat strukturu DNA. Nutno ale dodat, Ze posledni dva pokusy byly provadény

s 0 polovinou mensim mnozZstvim roztoku DNA, tj. 25 pl.

Lze shrnout, Ze interpretace dat elektrochemické odezvy DNA neni jednoznacna a je
patrny velky vliv experimentdlnich podminek. Konstrukce DNA biosensoru tedy nebude tak

jednoduchj, jak se v literature vSeobecné predpoklada.
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