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ANOTACE

V ramci této diplomové prace byly pomoci diferencni pulzni voltametrie a square wave
voltametrie detekovany latky, které mohou indikovat poskozeni DNA (kyselina mocova,
guanin a adenin), na dvou typech tisténych senzort — tisténé uhlikové elektrodé modifikované
uhlikovymi nanotrubickami s karboxy funk¢nimi skupinami a borem dopované diamantové
elektrod¢. Pro srovnani byla provedena i méfeni na klasické elektrodé ze skelného uhliku.
Nejprve bylo vybrano prostiedi, ve kterém byly latky méfeny, poté byly optimalizovany
parametry detekce jednotlivych voltametrickych metod a na zavér byla testovana dlouhodoba

stabilita tiSténych senzor Vv modelové smési a ve vzorku moci potkana po ozateni.
KLICOVA SLOVA
poskozeni DNA, kyselina mocova, guanin, adenin, pasivace elektrod, tisténé elektrody

TITLE

Testing of long-term stability of printed sensors in electrochemical detection of markers of

DNA oxidative damage
ANNOTATION

As part of this thesis, substances that can indicate DNA damage (uric acid, guanine, and
adenine) were detected using differential pulse voltammetry and square wave voltammetry
on two types of printed sensors — screen-printed carbon electrode modified with carboxy-
functionalized multiwalled carbon nanotubes and boron-doped diamond electrode. For
comparison, measurements were also performed on a glassy carbon electrode. First, the
environment in which the substances were measured was selected, then the detection
parameters of the individual methods were optimized, and finally, the long-term stability

of the printed sensors in model sample and in a rat urine sample after irradiation were tested.
KEYWORDS

DNA damage, uric acid, guanine, adenine, electrode passivation, printed sensors
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

A adenin

AA kyselina askorbova

ATP adenosintrifosfat

BDDE borem dopovana diamantova elektroda
BRB Brittontiv-Robinsontv pufr

C cytosin

CA kofein

CCE keramickd uhlikové elektroda
cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

CPE uhlikové pastova elektroda

CVv cyklicka voltametrie

DCV linearni voltametrie

DNA deoxyribonukleova kyselina

DPV diferen¢ni pulzni voltametrie

G guanin

GCE elektroda ze skelného uhliku

GNP zlaté nanocastice

GTP guanosintrifostat

HGCE vyhtivana elektroda z grafitového valce
HX hypoxanthin

IL iontova kapalina

IR 1onizujici zareni

LSV linearni voltametrie

MWNT vicesténné uhlikové nanotrubicky
NAD nikotinamidadenindinukleotid

PAH polycyklicky aromaticky uhlovodik
PBS fosfatovy pufr

PGE tuzkova grafitova elektroda

PIGE voskem impregnovana grafitova elektroda
PNF poly(new fuchsin)

POCF 0-krezoftalein komplexonovy film

ROS reaktivni formy kysliku



SPCE
SWvV

T

UA

UV zareni

X

tiSténa uhlikova elektroda modifikovana uhlikovymi trubickami
square wave voltametrie

thymin

kyselina mocova

ultrafialové zareni

xanthin



UVOD

DNA mize byt poskozena rtiznymi faktory — at’ uz endogennimi, ¢i exogennimi. Mezi latky,
které mohou indikovat poSkozeni DNA, patii napt. kyselina mocova a xanthin (coz jsou
kone¢né latky metabolismu purinti), adenin, nebo guanin. Pokud neni poSkozena DNA
opravena, dochdzi k riznym mutacim, onemocnénim, jako je napfiklad rakovina nebo

ateroskleroza, ale také ke vzniku genetické diverzity.

Tyto latky byly a jsou stale detekovany na riznych a rizné modifikovanych elektrodovych
materialech. Nej¢astéji jsou ptipravovany modifikované elektrody ze skelného uhliku (GCE),

pfi¢emz lze latky stanovit az v nanomolarnich koncentracich.

Cilem prace bylo detekovat markery poskozeni DNA na uhlikové tisténé elektrodé
modifikované uhlikovymi nanotrubi¢kami s karboxy funk¢énimi skupinami (SPCE), borem
dopované diamantové elektrodé¢ (BDDE) a GCE za optimalnich podminek pomoci diferen¢ni
pulzni voltametrie (DPV) a square wave voltametrie (SWV) a zaroven testovat dlouhodobou
stabilitu tisténych senzort. U nich muze dochazet k adsorpci produktt ¢i meziproduktt
elektrochemickych reakci na povrch elektrod a tim ke znecisténi elektrody a zkomplikovani
nebo znemoznéni stanoveni analytu. Pasivaci lze eliminovat napf. povrchovymi upravami
elektrod, které zabranuji pasivaci, vyuzitim elektrodovych materiald odolnéjsich viici pasivaci

(napf. BDDE) nebo vyuZitim jednorazovych senzort.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Poskozeni DNA

Poskozeni deoxyribonukleové kyseliny (DNA) je neustdlou hrozbou, protoze nukleové
kyseliny jsou ve fyziologickém prostiedi nestabilni a jsou nachylné na poskozeni
endogennimi a exogennimi faktory. NejCastéjsim poskozenim DNA je hydrolytické Stépeni
glykosidické vazby mezi bazi DNA a cukrfosfatovou ¢asti nebo hydrolyticka deaminace bazi.
Produkty normalniho buné¢ného metabolismu mohou zpisobit oxidaci, nitrosylaci a alkylaci
bazi DNA. Aby se tomu zabranilo, maji organismy mechanismy pro detekci a opravu

poskozeni DNA [1, 2].

1.1.1. Endogenni faktory

Vétsina endogenniho poskozeni DNA vznikd z chemicky aktivni DNA, coz je DNA, které
obsahuje funk¢ni skupiny nebo molekuly, které umoziuji chemické reakce v bunce.
V piitomnosti vody a reaktivnich forem kysliku (ROS), které jsou nevyhnutelnou soucasti

bunécného metabolismu, mohou tyto funkéni skupiny reagovat a vytvaret poSkozeni DNA.

Endogenni poskozeni DNA mohou vést k riiznym typim poskozeni DNA, jako jsou naptiklad
oxidace bazi, alkylace, deaminace nebo tvorba jednovldknovych zlomul. Tato poskozeni
mohou vést k chybam v replikaci DNA, coZz miiZze vést k mutacim a genetickym

onemocnénim, jako je naptiklad rakovina [1, 2].

1.1.1.1. Chyby v replikaci DNA, neshody bdzi

Samotna replikace DNA je kliCovy proces, béhem kterého se vytvaii jeji pfesnd kopie. DNA
polymeraza, kterd se podili na tomto procesu, umoziuje ptfipojovani deoxynukleotidii na
zakladé komplementarity k templatu, coZ zajiStuje piesnost replikace. Nicmén¢, pokud se

behem replikace vyskytne chyba, mize to vést k neshodam bazi a mutacim v DNA.

Mezi mozné mutace patii substituce bazi, inserce nebo delece, a ty se mohou hromadit
s frekvenci 10° az 10® na buitku na generaci. Takové mutace mohou byt zplisobeny
nespravnym sparovanim nebo zaclenénim nukleotidi, a béhem dalsi replikace se stavaji

trvalymi mutacemi, coz vede k spontanni mutagenezi.

Dalsim zpiisobem, jak miiZze dojit k poskozeni DNA, je ¢innost topoizomeraz. Tyto enzymy
umoziuji ménit tercidlni strukturu DNA, coz je nezbytné pro fadu biologickych procest, jako

je napiiklad oddéleni dvou spiralizovanych molekul DNA béhem replikace nebo transkripce.
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Nicméné, pokud jsou topoizomerazy nespravné regulovany nebo jsou poskozeny, mohou
zpusobit zlomy v molekulich DNA, coz mize vést k dalS$im mutacim nebo dokonce

k buné¢né smrti [2].

1.1.1.2. Oxidacni poskozeni DNA

Pii oxida¢nim poskozeni DNA dochazi ke zménam nukleotidovych bazi (Obrazek 1)
v disledku interakce DNA s reaktivnimi formami kysliku (ROS) jako jsou peroxidy,
superoxidové radikdly a hydroxylové radikaly. ROS jsou produkty normalniho bunécného
metabolismu (Obrazek 3). Pro Zivé organismy mohou byt prospésné i Skodlivé, navic
exogenni faktory mohou mnozstvi ROS zvySovat a pfispivat tak k oxidacnimu poskozeni

DNA (Obrazek 2) [2].

N v I %\fo
NN N N> "~ | HN NH
I\N | N/> HZN)%N N/ OA\H \lc])/

Adenin Guanin Cytosin Thymin
Obrazek 1: Baze DNA [2].

o) o)
NH, H OH
NH _O N
NES Pz HN | : . HN
L~ A N O)\N OH
N” NH, HN- N N
FOrmamidOpyrimidin 7,8—dihydr0—8-oxoguanin Thymm glyk0|

Obrazek 2: Oxidované baze DNA [2].

e e e
02 . 03 . H202 e -OH LN H20
Obrazek 3: Tvorba ROS [3].
Hydroxylovy radikal je nejreaktivnéjsi, aduje se na dvojné vazby DNA bazi, odebira vodik
z methylové skupiny thyminu (T) (Obrazek 4) a z kazdé C-H vazby 2-deoxyribozy. Tento
radikél indukuje otevieni imidazolového kruhu v guaninu a adeninu za vzniku fragmentové

purinové struktury formamidopyrimidinu. Hydroxylaci C-8 zbytku guaninu vznikd hlavni

oxidativni baze 7,8-dihydro-8-oxoguanin. Ten se nespravné paruje s adeninem misto
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cytosinu, ¢imz muze vznikat vice mutaci, jelikoz muze byt diky nizkému oxida¢nimu

potencialu dale oxidovan [2, 4].

Obrazek 4: Schéma reakce thyminu s hydroxylovym radikalem [5].

Peroxidaci a oxidaci lipidii hydroxylovymi radikaly vznikaji epoxidy lipid, hydroperoxidy
lipidi a aldehydové produkty, jako je malondialdehyd nebo 4-hydroxy-2-nonenal, které

mohou reagovat s adeninem, guaninem a cytosinem za vzniku mutagennich aduktu [2, 4, 6].

1.1.1.3. Methylace DNA

Methylace DNA je proces, béhem kterého se do nukleotidi DNA piidavaji methylskupiny.
Mezi methyla¢ni ¢inidla mizeme fadit napiiklad nitrosované zlucové soli, betain, cholin,
rizné environmentalni Cinitele nebo S-adenosylmethionin. Béhem methylacnich reakci
vznikaji N7-methylguaninové, N3-methyladeninové, N6-methyladeninové (Obrazek 5), O6-
methylguaninové, O4-methylthyminové a dalS$i minoritni zbytky (Obrazek 6). Methylace
DNA muze vést k riznym onemocnénim vcetné rakoviny a aterosklerdzy. Methylované baze
v DNA Ize odstranit dvéma hlavnimi zplsoby: piimou opravou poskozeni DNA O6-
methylguanin-DNA-methyltransferazou nebo oxidaci pomoci enzymu AlkB homologu, nebo
iniciaci procesu BER, kdy jsou methylované baze odstranény pomoci DNA glykosylaz.

Pokud jsou methylované baze ponechany bez opravy, mohou zpusobit vyznamné poskozeni
DNA [2, 7].
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Obrazek 5: Schéma methylacni reakce [8]
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O6-methylguanin N3-methylthymin

Obrazek 6: Methylované baze DNA [2].

1.1.1.4. Deaminace

K deaminaci dochazi spontanni mutagenezi v lidskych bunkach. Cytosin (C), adenin (A),
guanin (G) a 5-methylcytosin v DNA ztraci svij exocyklicky amin a z cytosinu se stava
uracil, z adeninu hypoxantin (HX), z guaninu X a z 5-methylcytosinu thymin (Obrazek 7).
Deaminace cytosinu a 5-methylcytosinu se nejéastéji vyskytuje v jednovlaknové DNA, a to
v dobé¢ aktivni replikace, transkripce a rekombinace. Pokud dojde k deaminaci cytosinu, miiZe
to vést k mutaci CG — TA. Deaminace 5-methylcytosinu je tfikrat az ctyfikrat Cast&jsi nez
deaminace cytosinu. Deaminovany cytosin se rychle odstranuje z DNA, ale deaminace
5-methylcytosinu vytvari par G:T, ktery je pomaleji opravovan. Deaminace cytosinu muze

slouzit jako zdroj genetické diverzity [2, 9, 10].
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Obrazek 7: Deaminované baze DNA [2].

1.1.2. Exogenni faktory

K exogennimu poskozeni DNA dochazi v disledku ptisobeni environmentalnich a fyzikalnich
faktorti, ¢i chemickych latek. Jedna se naptiklad o ultrafialové (UV) zafeni, ionizujici zafeni,
alkyla¢ni cinidla, nebo sitovaci ¢inidla. Celkové jsou tyto faktory z wvnéjSiho prostredi
schopny poskodit DNA, coz muze vést k mutacim a v extrémnich piipadech k rozvoji

rakoviny nebo jinych nemoci [1, 2].

1.1.2.1. lonizujici zareni

Ionizujici zafeni (IR) — alfa, beta, gama, rentgenové a neutronové zafeni pochazi z riznych
zdrojii, naptiklad z lékafskych pfistroji, hornin nebo z kosmu. DNA muze poskodit bud’
ptimo (dojde k vytrzeni elektronu) nebo Castéji nepiimo (pfitomnost kysliku, hydroxylovych
radikal, napf. radiolyza okolni vody vytvaii shluk vysoce reaktivnich hydroxylovych
radikald, a dalSich reaktivnich latek). Kvili ionizujicimu zafeni dochazi pti poskozeni DNA
hlavné ke vzniku 8-oxoguaninu, jelikoz guanin vykazuje nejniz§i ionizacni potencial mezi
slozkami DNA (Obrazek 8). I kdyz tedy dochazi k ionizaci jiné baze, naptiklad thyminu,
produkuje se kationtovy radikal thyminu, ktery je rychle opraven pomoci pfenosu elektronu
od guaninu, a tim se produkuje kationtovy radikal guaninu, ktery je pfi¢inou vzniku

8-oxoguaninu. Dale dochazi ke vzniku thyminglykolu a formamidopyrimidint [2, 11].
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Obrazek 8: Oxidace guaninu [11].
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1.1.2.2. UV zareni

UV zafeni, jehoz pfirozenym zdrojem je Slunce, se déli na UV-A (320—400 nm), UV-B (290-
320 nm) a UV-C (190-290 nm). Slunec¢ni svétlo se sklada z 5,1 % z UV-A, z 0,3 % z UV-B,
62,7 % z viditelného svétla a z 31,9 % z infraCerveného svétla. DNA absorbuje maximum UV
zateni pii 260 nm, ov§em UV-C zafeni byva z vétsi ¢asti odfiltrovano ozonovou vrstvou. UV
zateni poSkozuje DNA dvéma zpusoby: pokud dochazi k absorbci fotont, molekuly jsou
excitovany a dochazi k fotochemické zmén€ nebo pokud UV zafeni neni absorbovéano piimo,
ovlivituje DNA pfenos energie z fotosenzibilatorti, coz jsou molekuly, které absorbuji UV
zafeni a absorbovanou energii predavaji dalsim molekulam [2, 11]. Mezi fotosenzibilatory
patii napt. antrachinon, benzofenon, 1,4-dimethyl-2-naftochinon a riboflavin (Obrazek 9)
[12].
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Obrazek 9: Fotosenzibilace s vyuzitim riboflavinu [13].

1.1.2.3. Alkylacni a sitovaci cinidla

Mezi alkyla¢ni ¢inidla patii napt. methylsulfonylmethan nebo ethylmethansulfonat. Jsou to
latky pochazejici z tabakového koufe vznikajici spalovanim biomasy nebo primyslovym
zpracovanim. Tato Cinidla reaguji s dusiky v zakladnich kruzich nukleovych bazi, predev§im
N7 guaninu a N3 adeninu, o néco mén¢ s kysliky za vzniku mutagennich a karcinogennich

1ézi.
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Mezi sitovaci Cinidla patii napt. psoralen nebo cisplatina, ktera je schvalena k 1é¢bé rakoviny.
Ma schopnost zesit'ovat Se S purinovymi bazemi DNA a zasahovat do opravnych mechanismil

DNA, coz zpusobuje poSkozeni DNA a apoptdzu v rakovinnych bunkach [2, 14].

1.1.2.4. Aromatické aminy

Zdrojem aromatickych aminl je napf. cigaretovy kouf, pesticidy, latky vznikajici pfi
spalovani uhli ¢i vafeni potravin pfi vysokych teplotach. Tyto latky mohou byt pfeménény na
karcinogenni alkyla¢ni ¢inidla ttocici na pozici C8 guaninu a tim zplisobovat mutace v DNA.
Mezi nejvice studované piiklady aromatickych amint patii 2-aminofluoren a jeho
acetylovany derivat N-acetyl-2-aminofluoren, které byly ptivodné pouzivany jako insekticidy.
Tyto latky vSak byly kvuli svym karcinogennim vlastnostem stahnuty z trhu. 2-aminofluoren
spolu s 2-aminofenantrenem a trans-4-aminostilbenem zptisobuji rakovinu u zvifat, u lidi je to
hlavné¢ 2-naftylamin, 4-aminobifenyl a benzidin. C8-guaninové léze zpusobené aminofluoreny

jsou znamy pro svou schopnost vyvolavat mutace v DNA [2, 15].

1.1.2.5. Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHy)

Zdrojem PAHuU jsou vyfukové plyny, spalené potraviny, tabdkovy kouf, nebo napf.
nedokonalé spalovani organickych latek a fosilnich paliv. Mezi nejzndméjsi PAHy patii
naftalen, antracen, pyren, nebo benzo(a)pyren, ktery je nejvice karcinogennim PAHem [2].
Karcinogenita se projevuje vice, pokud je jedinec vystavovan témto latkdm prenatalné c¢i
Casné postnatalné. Nadory se tvoii pfedev§im v plicich, jatrech, lymfatickych uzlinach
anervovém systému [16]. Novorozenci, u kterych byly zjistény vyssi hladiny adukti DNA
V pupecni krvi, prokazatelné vykazovali mensi délku, niZs§i porodni hmotnost a mensi obvod
hlavy ve srovnani s novorozenci, u kterych byly zjistény nizsi hladiny aduktd DNA v pupec¢ni
krvi. Tato zjisténi naznacuji, ze v uréitych regionech jsou PAHy hlavnim zdrojem

genotoxickych a embryotoxickych aktivit organickych smési spojenych s ovzdusim [17].

1.1.2.6. Dalsi exogenni faktory

Mezi dalSi exogenni faktory se fadi napf. riizné toxiny (napf. aflatoxiny), environmentalni
stresy (extrémni teplo, chlad, oxidaéni stres), konzervaéni latky v potravinach (benzoan sodny
— muze poskozovat strukturu DNA a tim potencionalné pfispivat k vyskytu nékterych
dédicnych chorob, jako je napiiklad Parkinsonova choroba, benzoan draselny — benzoan
sodny s benzoanem draselnym a kyselinou askorbovou mohou tvofit benzen, ktery je znamy
jako karcinogen) nebo potravinatska aditiva (brilantni modi — vyzkumy provedené na krysach

ukazaly, Ze jeho podani injekéné€ nebo perordlné muze vést k vyskytu nadort, zlut' SY — mize
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obsahovat stopy latky Sudan I, od které je odvozena a ktera je prokazatelnym karcinogenem)
[2, 18, 19, 20].

1.2. Elektrochemicka detekce vybranych markeri oxida¢niho poskozeni

DNA

Nasledujici kapitoly se budou vénovat moznostem detekce vybranych oxidac¢nich markera
poskozeni DNA — adeninu, cytosinu, guanin, kyselin¢ mocové, thyminu a xanthinu na
ruznych a razné modifikovanych elektrodovych materidlech. Latky lze detekovat samostatné
¢1 simultdnné, pozornost bude zamétena hlavné na simultanni stanoveni markert, podobné
jako byly detekovany v ramci experimentalni ¢asti: UA + X (Tabulka 1), A + G (Tabulka 2),
A+ G + X + UA (Tabulka 3).

Adenin a guanin se fadi mezi purinové baze, které jsou soucasti nukleovych kyselin.
Molekularni vzorec adeninu je CsHsNs, guaninu CsHsNsO. V DNA tvoii adenin par
S thyminem, guanin s cytosinem. Adenin je nositelem genetické informace, muze slouzit jako
prekurzor pro rtizné biologicky aktivni latky, jako je naptiklad ATP (adenosintrifostat)
a NAD (nikotinamidadenindinukleotid). Guanin se podili na regulaci genové exprese a na
fizeni bunééného cyklu. V buiice mize byt modifikovan riznymi zptsoby (napt. methylovan,
fosforylovan), coz ovliviiuje jeho schopnost vazat se na jiné molekuly a interagovat s nimi.
Detekce adeninu je dileZitd pro diagndzu riznych onemocnéni a vyzkum nukleovych kyselin,
guanin je dulezitym prekurzorem pro rizné biologicky aktivni latky, jako jsou naptiklad GTP

(guanosintrifosfat) a cGMP (cyklicky guanosinmonofosfat).

Xanthin i kyselina mocova patti také mezi puriny. Molekularni vzorec X je CsHaN4O2 a UA
CsHaN4O3. Ob¢ latky vznikaji v téle pii metabolismu purint,, piedev§im uvoliiovanim
Z buné¢nych jader guaninu a adeninu, které jsou nasledné pfeménény na xanthin oxidaci. Ten
muze byt dale metabolizovan na kyselinu mocovou pomoci xanthinoxidazy. Xanthin se
pouziva k diagnostice nékterych metabolickych poruch, jako je naptiklad nedostatek
hypoxanthin-guanin-fosforibosyltransferazy, ktery zpisobuje vysoké hladiny xanthinu v moci
a kameny v ledvinach. V laboratornim vyzkumu se ¢asto pouziva jako modelova sloucenina
pro studium metabolismu purinti v téle. Kyselina mocova se ve vysokych koncentracich mtize
hromadit v téle a zplisobovat zdravotni problémy, jako je dna, nebo mize ptispivat ke vzniku

ledvinovych kamend.
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1.2.1. Detekce kyseliny mocové a xanthinu

1.2.1.1. Tisténa uhlikova elektroda

UA a X byly detekovany pomoci uhlikovych nanomateriali bohatych na dusik, jako je N-
dopovany uhlik (N-CDs), N-dopované grafenové kvantové tecky (N-GQDs) a nitrid grafitu
(GCN) nanesenych na SPCE (Obrazek 10 vlevo). Materialy byly testovany pouze na UA, pro
smés UA a X byl poté zvolen nejlepsi z nich — SPCE/GCN. Méieni bylo provadéno ve
fosfatovém pufru (PBS) o pH 7,2 pomoci DPV, CV a amperometrie. Amperometrickou
metodou byla provedena kvantifikace UA v §irokém linearnim rozsahu od 0,2 pmol-1? do

1 mmol-1" a dosazeno detekéniho limitu 24 nmol-1"* (Obrazek 10 vpravo) [21].

20 | 100~ ‘ I I [ | l a

I I | I
600 800 1000 1200

0 1 )
E/V vs. Ag/AgCl (NaCl Sat.) Time (s)
Obrazek 10: Cyklicka voltametrie UA s rizné modifikovanymi SPCE, PBS, pH 2 (vlevo).
Amperometricka kiivka pro pfidavky UA na SPCE/GCN v 0,2 M PBS o pH 7,2 (vpravo) [21].

1.2.1.2. Elektroda ze skelného uhliku

UA a X byly detekovany na GNP/rGO-CNT/GCE — 3D makroporézni GCE modifikovanou
zlatymi nanocasticemi s uhlikovymi nanotrubickami Vv redukovaném oxidu grafenu.
Charakterizace elektrody probihala pomoci CV v 0,1 M KCI s2 mmol1? [Fe(CN)s]*"*.
Me¢éteni UA a X bylo provedeno pomoci SWV v prosttedi PBS o pH 7,4. Realnym vzorkem
byl vzorek slin a lidského séra. Linearni rozsah UA byl 1,56-25 pmol-1™* X 3,13-25 pmol-I'?,
mez detekce UA byla 0,910 pmol-1t a X 2,573 pmol-I'! (Obrazek 11) [22].

28



150

UA e UA o
150+ ° Xt
y=5376x+4.296
= R*=0.988
2 1004 ’ e
504 & -
i y=3.275x+0.334
s R’ = 0.9969
W
0 T T T T v T T T T [} T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0 5 10 15 20 25 30
E (V vs. Ag/AgCl) Concentration of UA and X'T (pM)

Obrazek 11: Square wave voltametrie UA a X na GNP/rGO-CNT/GCE [22].

UA a X byly detekovany na poly L-cys/AuNPs/N,B-RGO/GCE — GCE modifikované
nanokompozity z L-cysteinu (poly L-cys), zlatych nanocéastic (AuNPs) a dusikem a borem
dopovaného redukovaného oxidu grafenu (N,B-RGO). Jako realny vzorek bylo pouzito lidské
sérum. M¢éfeni probihalo v PBS o pH 7 pomoci CV (Obrazek 12) a DPV. Linearni rozsah pro
UA i X byl 3,0 nmolI' az 3,0 umol-1"%, limity detekce pro obé latky byly 0,9 nmol-1" [23].
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Obrazek 12: Cyklicka voltametrie UA a X na poly L-cys/AuNPs/N,B-RGO/GCE, PBS o pH 7 [23].

UA, X a HX byly detekovany na GCE modifikované poly-L-methioninem pomoci CV
a DPV. Jako redlny vzorek bylo pouzito krevni sérum. Méfeni bylo provadéno v PBS o pH
7,2. Reakce by se mél ucastnit stejny pocet protonti a elektronti dle smérnice piimky.
Elektroda, na kterou byla nanesena polymerni vrstva L-methioninu, vykazovala vysokou
citlivost, latky se oxidovaly pfi nizSich potencidlech neZz v piipad¢ nemodifikované GCE.

Linearni rozsah elektrochemické detekce vsech latek byl mezi 0,02 a 0,1 pmol-1, mez
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detekce UA 0,0074 pmol-1t, X 0,004 pmol- It a HX 0,008 pmol-It. Metoda méa dobrou
opakovatelnost, presnost i dlouhodobou stabilitu [24].

1.2.1.3. Uhlikova pastova elektroda

UA byla detekovana spolu s X a HX na SWCNTSs/IUTCPE — ultratenké uhlikové pastové
elektrodé¢ modifikované jednosténnymi uhlikovymi nanotrubickami. Detekce probihala
v BRB o pH 5,72. Jako redlny vzorek byl pouzit vzorek lidské moci. Linearni rozsahy
stanoveni pro UA byl 0,1-8 umol-I* a 8-100 pumol-1%, pro X 0,2-100 umol-I* a pro HX
0,8-20 pumol-I* @ 20-100 pmol-I™t. Detekéni limit stanoveni UA byl 80 nmol-172, pro X 146
nmol-1! a pro HX 562 nmol-1"! [25].

UA, X a kyselina askorbova (AA) byly detekovany pomoci senzoru, ktery byl vyroben
modifikaci uhlikové elektrody mezoporéznim SiOz. Vysledkem byl elektrochemicky senzor
s materidllem MCM-41. Béhem elektrochemickych testi bylo zjisténo, Ze testované latky
poskytuji tii dobfe definované oxidaéni piky s maximy pii hodnotach 0,00 V, 0,25 V a 0,63
V. Tyto latky byly na senzoru oxidovany nezavisle na sobé a jejich vzajemné ovliviiovani
nenastalo. Méteni probihalo v PBS o pH 7 pomoci DPV a CV. Pro AA byl linearni rozsah
stanoveni od 0,04 do 4,0 umol-1! a limit detekce 0,01 pmol-1, pro UA linearni rozsah od 0,5
do 75 pmol-1t a limit detekce byl 0,24 umol-1! a pro X linearni rozsah od 4,5 do 100 pmol I
a limit detekce 2 pmol-l1-1. Jako realny vzorek byl analyzovan vzorek moci a krevniho séra
[26].

1.2.1.4. Keramicka uhlikova elektroda

UA, X a kofein (CA) byly detekovany na MWCNT-AUNP-CCE - thiolfunkcionalizované
keramické elektrodé na bazi sol-gelu, kterd byla modifikovana nanocasteckami zlata
a vicesténnymi uhlikovymi nanotrubi¢kami. Takto modifikovana elektroda dosahovala vyssi
citlivosti nez jiné modifikace CCE, zaroven je senzor cenové vyhodny a jednoduSe se
pripravuje. Latky byly detekovany pomoci CV a DPV v PBS o pH 6, byly taktéz detekovany
v lidském séru a lidské moci. Limit detekce UA byl 50, X 63 a CA 354 nmol-1"l. Linearni
rozsahy se pohybovaly mezi 2,5 a 275 umoll? u UA, 2,5 a 300 umoll? u X a 10
a 1500 pumol-1"t u CA (Obréazek 13) [27].
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Obrazek 13: (A) DPV kyseliny mocové, xanthinu a kofeinu na MWCNT-AuUNP-CCE v 0,1 M PBS
(pH 6) a (B) ptislusné kalibra¢ni zavislosti [27].
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Tabulka 1: Piiklady detekce smési kyseliny mo¢ové a xanthinu.

, ., e S, Limit
?Zﬁekovaﬂe Vzorek lgf:&frrézl i\gfﬁ;ﬁLa Pufr ?T;f?}ﬁ"zsah detekce | Ref.
ay y Hmo [umol-171]

EI\D/V’ PBS | UA:02-1000 | UA: 0,024
UAaX - SPCE ! pH ke ke [21]
ampero 79 X - X: -
metrie '
Sliny PBS
ks SWV, UA: 1,525 UA: 0,91
UAaX | lidske ) GCE oy, PH Ix.31325 | x 2573 | 1?4
sérum 7,4
Lidské DPV, |PBS |UA:0003-3 | A
UAaXx séram | OCF oV H7 | X:0003-3 00009 23]
P - X: 0,0009
, PBS ) UA:
gﬁ’ xa K,re:l“ GCE g\P/V’ oH ;_Ad 820_20‘ (1)’1 00074 | [24]
seru 7.2 PO X: 0,004
UA Xa |Lidska ppy, |BRB|UA01-8, UA: 0,08
HX mog CPE cv pH 1 8-100 x: 0146 |12
572 | X:0,2-100 e
UA Xa | MoS DPV, |PBS |UA:05-75 UA: 0,24
AA krevni ) CPE cV pH 7 | X: 4,5-100 X: 2 [26]
serum
Lidské
: DPV, |PBS |UA:25275 |UA:0,05
UA XaCA | séruma | CCE cV pH 6 | X: 2,5-300 x: 0063 |27
mocC
1.2.2. Detekce smési adeninu a guaninu

1.2.2.1. Elektroda ze skelného uhliku

Smés A a G byla detekovana na OMIMPFe—MWCNTSs-GNP/GCE - elektrodé ze skelného
uhliku potazené kompozitnim filmem z hydrofobni iontové kapaliny (IL), vicesténnych
uhlikovych nanotrubi¢ek (MWCNTS) a zlatych nanoc¢astic (GNP). Latky byly méteny v PBS
o pH 7,4 pomoci LSV (linearni voltametrie) a CV (cyklické voltametrie). Byly analyzovany
tii realné vzorky — susené mléko, plazma a moc¢. Byly testovany rizné kombinace modifikaci,
nejlepsi odezvu poskytovala modifikace OMIMPFe—MWCNTs—GNP/GCE. Koncentra¢ni
rozsah detekce A i G byl 0,008-2,0 umol-17%, limit detekce 0,005 pmol-1* [28].

Smés A a G byla detekovana na elektrodé Cu-Ni@N,B-rGO/GCE s nanokompozity, ktera
obsahuje nanokulicky médi a niklu na povrchu dusikem a borem dopovaného redukovaného

oxidu grafenu. Latky byly detekovany v PBS 0 pH 3 pomoci DPV (Obrazek 14) a CV. Jako
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realny vzorek byla zvolena DNA z teleciho brzliku. Linearni rozsah stanoveni G byl 1,0 az
160,0 umol-1! a detekéni limit 0,118 pumol-1, u A byl linearni rozsah 1,0-120,0 pmol-1*!
a limit detekce 0,134 pmol-17 [29].
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Obrazek 14: Elektrochemicka detekce G a A na Cu-Ni@N,B-rGO/GCE pomoci DPV [29].

A a G byly detekovany na elektrodé AuPtNCs-rGO/GCE, ktera je sloZena z bimetalickych
nanoklastrd zlata a platiny, které jsou rozptyleny na povrchu redukovaného oxidu grafenu.
Jako realny vzorek bylo analyzovano sperma lososa, detekce probihala v PBS o pH 7,2
pomoci SWV. Pro A i G byl ziskén Siroky linearni rozsah od 1,0 pmol-1* do 0,20 mmol-I7,
limit detekce A byl 100 nmol-I™* a G 60 nmol-I"* (Obrazek 15) [30].
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Obrazek 15: (A) SWV odezvy oxidace guaninu a adeninu v riiznych koncentracich a odpovidajici
kalibraéni ktivky pro (B) G a (C) A na AusoPtsoNCs-rGO/GCE [30].
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A sG byly detekovany na GCE modifikované kompozitem slozenym z vicesténnych
uhlikovych nanotrubicek (MWCNT) a nanocastic FesOs pomoci CV a LSV (Obrazek 16).
Detekce probihala v PBS o pH 7. Jako redlny vzorek bylo pouzito rybi sperma. Linearni
rozsah A byl 0,01-10 umoll1™ a G 0,05-8 umolI™* s limitem detekce pro A 1 nmol-1*
a5 nmol1"* pro G [31].
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Obrazek 16: (a) Linearni voltametrie G a A na Fe;0sNPS/IMWCNT/GCE v PBS, pH 7 a (b) kalibra¢ni
kiivky obou latek [31].

Smés A, G a T byla detekovana na poly(L-arg)-ERGO/GCE eclektrodé — GCE modifikované
kompozitnim filmem z poly(L-argininu) a elektrochemicky redukovanym oxidem grafenu
(Obrazek 17). Pouzitelnost senzoru byla prokazana stanovenim koncentrace G, A a T v uméle
kontaminovanych vzorcich moci a krevniho séra s uspokojivymi vysledky. Métfeni probihalo
v prostieni 0,1 M NaOH, ptipadné v PBS o pH 6 pomoci SWV a CV. Linearni rozsah G i A
na poly(L-arg)-ERGO/GCE byl 0,1 az 3 pmol-I, T 0,1 az 1 umol-1"%. Limit detekce G byl
0,932 pmol-I't, A 0,650 umol-1"t a T 0,245 pumol-1" [32].
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0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1.0
Potential / V

Obrazek 17: SWV 0,2 umol-1-1 G, Aa T na (A) GCE, (B) poly(L-arg)/GCE, (C) ERGO/GCE a (D)
poly(L-arg)-ERGO/GCE v 0,1 M NaOH [32].
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Detekce A, G a T probihala na elektrod¢ s kompozitnim filmem uhlikovych nanotrubi¢ek
a poly(new fuchsinu) (MWCNTs—PNF). Tento film byl syntetizovan na elektrodach ze
skelného uhliku, zlata a cinem dopovaného oxidu inditého (ITO). Latky byly méfeny pomoci
CV aDPV v PBS o0 pH 7,4 (Obrazek 18), hydrogenftalanu draselném o pH 4 a KOH o pH 13.
V piipadé MWCNTs-PNF na GCE u DPV byl koncentra¢ni rozsah pro G 0,1 az 8,5 mmol-1'?,
pro A 0,01 az 3,9 mmol-1? a pro T 0,02 az 7,7 mmol-1. Detekéni limit G byl 95,76, A 7,4
aT 16,2 umol-17 [33].

T
0.6 0.7
EIV vs. Ag|AgCI

Current

1
0.6 0.7
EIV vs.Ag|AgCI

0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
E/V vs. Ag|AgClI

Obrazek 18: DPV pro A, G a T v PBS, pH 7,4, (A) MWCNTs-PNF/GCE a (B) MWCNTS/GCE [33].

1.2.2.2.  Voskem impregnovana grafitova elektroda

Adenin byl detekovan spolu s guaninem na elektrodé modifikované poly o0-krezoftalein
komplexonovym filmem (POCF). Ve srovnani s grafitovou elektrodou impregnovanou
parafinovym voskem (PIGE) ukazala elektroda s POCF modifikaci vyrazny nartst prouda
oxidace adeninu a guaninu. Mé&feni probihalo v PBS o pH 7 pomoci DPV (Obrazek 19) a CV.
Jako vzorek byla vyuzita DNA z teleciho brzliku a DNA mola. Linearni rozsah detekce u A
i G se pohyboval mezi 0,08 a 200 umol-1-, limit detekce A i G byl 0,02 pmol-1 [34].
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Obrazek 19: DPV pro simultanni stanoveni adeninu a guaninu (0,08-200 pmol-1%) [34].

1.2.2.3. Tuzkova grafitova elektroda

A s G byly detekovany pomoci DPV a CV na tuzkové grafitové elektrodé¢ (PGE) pokryté
MoS>. Méfeni probihalo v PBS 0 pH 7,4 (Obrazek 20). Byl pouzit vzorek DNA teleciho
brzliku. Piky A a G byly ostré, dobfe oddélené. Elektrodu lze pouzit pro opakovana méteni
bez dalsich tprav, jako je lesténi nebo ¢isténi. Linearni rozsah pro G i A byl 15-120 pmol-1'?,

mez detekce G 0,76 umol-1™t a A 2,38 umol 1% [35].

D.

>

i (nA)
i (uA)

0.3 0.6 0.9 12
00 03 06 09 1.2 E vs Ag/AgCI (V)

Obrazek 20: CV (A) a DPV (B) G a A na MoS,-PGE (a) a PGE (b) v PBS, pH 7,4 [35].

1.2.2.4. Uhlikova pastova elektroda

Adenin byl detekovan ve smési s guaninem na uhlikové pastové elektrodé modifikované
iontovou kapalinou s grafenem (IL-grafen/CPE), CILE a grafitové elektrodé modifikované
B-cyklodextrinem a uhlikovymi nanotrubickami pomoci CV a DPV v Brittonove-
Robinsonové pufru (BRB) o pH 7. IL-grafene/CPE vykazovala lepsi kinetiku elektronového
pienosu nez ostatni typy testovanych elektrod. Linearni rozsah A i G byl 0,2—1 umol-17%, limit
detekce G byl 65 nmol-I'! a A 32 nmol-I™ [36].
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Smés A, G a T byla detekovana na TiO2NPs-MgY/ZMCPE — CPE modifikované TiO:
a zeolitem natrolit, ktery byl dopovany hote¢natymi ionty, pomoci CV a DPV v PBS o pH
7,2. Byl analyzovan vzorek DNA mysi. Elektrodu lze vyuzit k detekci purinovych
a pyrimidinovych bazi i jako biosenzor v realnych vzorcich. Linearni rozsah G a A byl 0,1-10
umol-l‘l, T8 umol-l‘1 — 1 mmol-1, mez detekce G 0,013 umol-l‘l, A 0,02 urnol-l‘1 aTO0,878
umol-1* [37].

1.2.2.5. Borem dopovana diamantova elektroda

A a G byly méfeny ve smési v biologickych vzorcich (lidské moc¢i a placenté a rybim
spermatu) pomoci CV a DPV. Mé&feni probihalo v BRB pfi pH 6. Mez detekce pro A byla
0,067 pumol-I%, pro G 0,158 umol-1", linedrni rozsah pro obé latky 0,3 — 19 pmol-1"1 v jejich
smési, v ptipadé individudlniho méfeni byla mez detekce pro A 0,019 pmol-1t a pro G 0,037
umol-I%, linedrni rozsah G 0,21-23 umol-1™! a A 0,12-25 pumol-I"t. Méfeni byla opakovatelna,

citliva a presna [38].
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E /V vs. Ag/AgCI electrode
Obrazek 21: DPV denaturovaného rybiho spermatu, BRB pH 6 na BDDE spolu s kalibraci G a A [38].

1.2.2.6. Stribrna amalgamova elektroda

A a G byly detekovany pomoci p-AgSAE, coz je leSténa stiibrnd pevnd amalgamova
elektroda. Detekce probihala v 0,005 M NaOH s piidavkem 0,4 mg-1"* Cu(Il) iontl pomoci
linearni voltametrie (Obrazek 22) a DPV. Jako realny vzorek byl vyuzit vzorek teleciho
brzliku a plazmidova DNA. Limit detekce A byl 0,95 nmol1™? a G 1,85 nmol-1? a line4rni
rozsah A i G 5-45 nmol-1"* [39].
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Obrazek 22: Linearni voltametrie A (vlevo) a G (vpravo) spolu s kalibra¢nimi zavislostmi, NaOH

s 0,4 mg-1"t Cu(Il) [39].

Tabulka 2: Priklady simultanni detekce adeninu a guaninu.

, ., e Linearni Limit
?,Ziekovane Vzorek lg;[:;(:rrcl)?jl ?::;;(;La Pufr rozsah detekce Ref.
Y y [umol- 1] | [umol1?]

Susené
mléko, LSV, |PBS |A:0,008-2 | A:0,005
AaG olazma, | ©¢F Y, oH 7.4 | G:0,008-2 | G:0005 |28l
moc¢
DNA z
, DPV, |PBS |A:1-120 |A:0,134
AaG teleciho | GCE |, oH3 |G:1160 |G:0118 | 2%
brzliku
Sperma PBS A: 1-200 A: 0,1
AaG lososa | °°F SWVo lm72 61200 |Gioos | 3O
Rybi LSV, |PBS |A:0,01-10 | A:0,001
AaG sperma GCE CVv pH 7 G:0,05-8 | G:0,005 [31]
; DPV, |PBS |20 A: 0,02
brzliku, | PIGE | oH7 |G008- |Goo2 |B4
DNA
200
mola
DPV, |PBS |A:15120 |A:2738
AaG ] PGE Y, oH74 |G:15120 | G:238 |
DPV, |BRB |A:021 |A:0,032
AaG ) CPE cV oH7 |G021 |G:0oes |0
Rybi
sperma,
r DPV, |BRB |A:0,3-19 |A:0,067
AaG lidskd ) BDDE | oy, oH6 |G:0319 |G 0158 | L
mocC a
placenta
DNA z A:0,005- | A:
teleciho DCV, 0,045 0,00095
AaG brzliku, | 295AE | ppy  [NOOH o005 |G [39]
plazmid 0,045 0,00185

38




. . wue s Linearni Limit
?Zﬁekovane Vzorek lgf:&frrclijl ?:frﬁka Pufr rozsah detekce Ref.
ey y [umol' 1] | [umol1?]
Moc€ a
) SWV, PBS A:0,1-3 A: 0,65
AGaT  fkrevni | GCE cV oH6 |G 013 |Go0g32 |4
serum
A: 10-3900
DPV a PBS A 74
A GaT |- GCE G: 100— - [33]
Cv pH 7,4 8500 G: 95,76
DNA DPV, PBS A:0,1-10 | A:0,02
AGaT CPE cVv pH7,2 | G:0,1-10 |G:0,013 [37]

1.2.3. Detekce smési guaninu a xanthinu

G byl detekovan s X na polyoxometaldtem modifikované 3D grafenové péné. Diky tomu bylo
mozné pozorovat oddélené signaly G a X pti 1,05 V a 1,13 V (Obrazek 23). To dtive na 1D
uhlikovych nanotrubi¢kach nebo 2D grafenem modifikované GCE mozné nebylo. Latky byly
detekovany v prostiedi PBS o pH 2 pomoci CV. Jako vzorek byl vyuzit lyzat bunék MCF-7.
Linedrni rozsah pro G i X byl 0,7-25 pymol-I*. Detekéni limit G byl 7,5 nmoll? a X

8 nmol 1" [40].

Obrazek 23: (A) CV pro roztoky purint pti riznych pomérech X a G. CV skeny pro rtizné koncentrace
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X (B) a G (C) spolu s kalibra¢nimi zavislostmi [40].
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1.2.4. Detekce vice latek ve smési

1.2.4.1. Elektroda ze skelného uhliku

A, G, T a C byly detekovany na GCE modifikované zeolitem pomoci CV a DPV. Zeolit byl
dale modifikovan iontovou kapalinou a diky tomu dochdzelo k posunu oxidacnich signalt
K negativnéj$im potencialiim, zvyseni intenzity signald a lep§imu oddé€leni signalti analyti nez
v ptipadé¢ nemodifikované GCE. Nejlépe z péti pripravenych elektrod reagovala elektroda
nano-ZSM-5/MIM — GCE eclektroda modifikovana zeolitem a dopovana iontovou kapalinou
methylimidazolium chloridem. Méfeni probihalo v PBS o pH 7,4. Jako redlny vzorek byl
pouzit vzorek DNA teleciho brzliku (Obrazek 24 vpravo). Linedrni rozsah G byl 10-500
umol-I%, A 5-500 pmol-1?, T 50-1500 umol-1* a C 50-1500 pumol-1"* (Obrazek 24 vlevo).
Limit detekce G dosahoval 4,2 pmol-1'%, A 7,0 pmol-I%, T 9,6 umol-1t a C 5,0 umol-1"* [41].
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Obrazek 24: DPV G, A, T a C na nano-ZSM-5/MIM-GCE spolu s ptislusnymi kalibracemi (vlevo).
DPV analyza vzorku teleciho brzliku v PBS, pH 7,4 (vpravo) [41].

A, G, UA a dopamin (DA) byly detekovany na GCE modifikované nanozlatem a safraninem
T. Jednotlivé modifika¢ni latky byly na sebe postupné vrstveny, pii¢emz nejvyssi citlivost
a nizké detekéni limity v porovnani s ostatnimi modifikacemi poskytovala konfigurace nano-
AU/DNA/nano-Au/poly(SFR)/GCE. M¢feni probihalo v PBS o pH 7,0 pomoci CV a DPV.
Byly pouZity vzorky lidského séra, moci a DNA z teleciho brzliku. Linearni rozsah stanoveni
UA byl 90 nmol-1 — 12 pmolI, G 9 nmol-1™? — 5 pmol-I-1, A 60 nmol-1™* — 0,8 umol-1-1
a DA 8 nmol-I" — 1,1 pmol-1-1. Limit detekce UA byl 8 nmol-1%, G 0,5 nmol-I%, A 4 nmol I
a DA 0,2 nmol-1" [42].

Pro simultanni stanoveni AA, adrenalinu (EP), UA, dusitani a X byly porovnavany GCE

s modifikacemi riznymi formami uhliku — vicesténné uhlikové nanotrubicky (MWCNT),
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grafen (GP), bucky ball (BB) a grafit (G). Chitosan (CH) byl vyuzit jako pojivo.
GCE/MWCNTSs-CH vykazoval nejvétsi plochu povrchu, nejlepsi separaci signalt, zvySené
proudy oxidacnich piku, a také vynikajici selektivitu pro simultanni stanoveni (Obrazek 25).
Meéieni probihalo v PBS 0 pH 2—7 pomoci DPV a CV. Jako redlné vzorky byly vyuzity
tablety vitaminu C, lidské sérum a mo¢. Linearni rozsah AA byl 53,1 umol-1"* — 2,32 mmol It
a 2,32-6,61 mmolI't, EP 22,5-547 pmol-1, UA 2,66-50,6 umol-1"t, NO? 39,9 umol-1? —
1,15 mmol-I* a 1,15-3,05 mmol-It a X 1,33 pmol-It — 52,4 pmol-I"t. Limity detekce byly
16,3 umol1™ pro AA, 3,92 pumol-I™ pro EP, 0,37 umol-I? pro UA, 29,9 pumol-I! pro NO?
20,13 pmol-I" pro X [43].

AA

IIUII.A

E/V
Obrazek 25: DPV smési AA, EP, UA NO, a XA v PBS, pH 2, (2) GCE/CH, (b) GCE/G-CH, (c)
GCE/BB-CH, (d) GCE/GP-CH a (e) GCE/MWCNTS/CH [43].

Smés AA, DA, UA, G a A byla analyzovana pomoci GCE modifikované¢ PLmox-GO, cozZ je
pieoxidovany polyimidazol a oxid grafenu, diky ni bylo mozné detekovat vSechny latky
najednou (Obrazek 26). Detekce probihala v PBS o pH 3 pomoci CV a DPV. Linearni rozsah
stanoveni AA byl 75-2275 pmol-1?, DA 12-278 umol-1, UA 3,6-249,6 pumol-1?, G 3,3~
103,3 pmol-I't a A 9,6-215 umol-1"L. Limit detekce AA byl 18 umol-1%, DA 0,63 umol-17?,
UA 0,59 pmol-1, G 0,48 umol- It a A 1,28 umol 1% [44].
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1/ A

Obrazek 26: Simultanni detekce AA, DA, UA, G a A pomoci DPV na PImox-GO/GCE, PBS pH 3
[44].

1.2.4.2. Tisténa uhlikova elektroda

Smés A, G, X, HX a UA byla detekovana pomoci sitotiskové uhlikové elektrody
modifikované vicesténnymi uhlikovymi nanotrubickami a kvantovymi teckami z oxidu
grafenu (GOQDs/MWCNTSs/SPCE). Latky byly méfeny v PBS o pH 7,4 pomoci DPV. Byly
srovnavany razné povrchy SPCE, z nichz nejlepsi byl zminovany GOQDs/MWCNTSs/SPCE
(Obrazek 27). Signal pii 0,29 V je ptipisovan UA, pii 0,66 VG + X, pii 0,93 V A a pii
0,98 V HX. Linearni rozsah UA se pohyboval od 0,5 do 40 umol1%, G od 0,5 do 30 pmol-1?%,
X 0od 0,5 do 30 umol-I, A od 0,95 do 45 pmol-1"t a HX od 0,95 do 45 umol-1"%. Limit detekce
UA byl 0,15 pmol-1t, G a X 0,13 pmol-1t a A a HX 0,22 umol-1* [45].

75
6032
e
<« 451 il
e 2 E/V vs. Ag/AgC d

T

02 04 06 08 10
E/V vs. Ag/AgCI

Obrazek 27: Elektrochemicka odezva smési 5 pmol-1-1 UA, 10 pmol-1-1 G, 10 umol-1-1 X, 20
umol-1-1 A a 20 umol‘1-1 HX na (a) SPCE, (b) SPCE*, (c) MWCNTSs/SPCE*, (d) GOQDs/SPCE*
a (e) GOQDs/MWCNTSs/SPCE*. [45]

42



Tabulka 3: Priklady detekce adeninu, guaninu, kyseliny mocové a xanthinu.

, ., e Linearni Limit
E:fkovane Vzorek gfjlifrr:)&cljl ?::P:;Ci}(a Pufr rozsah detekce Ref.
Y y [umol-171] [umol-171]
DNA z
i DPV, PBS A: 5-500 A:7,0
A.G.TaC |teleciho GCE oy oH74 |G 10.500 |G 42 [41]
brzliku
Lidské sérum, ) A: 0,004
A G ,UAa |mot,DNAz | .. cv, PBS éj 8’885?’58 G: 0,008 [42]
DA teleciho DPV pH 7,0 UA' ’O 09-12 UA:
brzliku Y 0,0005
UA, X, AA, | Lidské sérum ppv, | pes | YA206- | A 037
EP. NOZ- a mo¢, tablety | GCE cV 7 50,6 X- 013 [43]
’ vitaminu C P X:1,33-52.4 | 7
UA: 3,6— ]
AA, DA, i GCE DPV, PBS 249.6 ng ?1’859 [44]
UA, G, A CcVv pH 3 G: 3,3-103,3 A: 1,28
A:9,6-215 T
A: 0,95-45 A: 0,22
A, G, UA, PBS G: 0,5-30 G: 0,13
XaHX ) SPCE DPV pH 7,4 | UA: 0,540 UA: 0,15 [45]
X:0,5-30 X: 0,13

1.3. Pasivace elektrod
Produkty ¢i meziprodukty elektrochemickych reakci se mohou adsorbovat s rtiznou afinitou
na povrch elektrod, vytvaret polymerni filmy nebo se i ptimo vazat a tim elektrodu znecistit

a zkomplikovat nebo znemoznit stanoveni analytu v opakovanych méfenich [46].

1.3.1. Dusledky pasivace elektrod

Dusledkem pasivace elektrod je snizeni rychlosti reakce vedouci k posunu potenciélu, a to
bud’ k zapornéj§im hodnotam V ptipadé¢ katodické reakce nebo k pozitivn€jSim v piipadé
anodické reakce a zaroven dochazi k poklesu proudu piku. Napiiklad anodicka pasivace
uhlikovych elektrod probiha pifi potencidlech +1,7 Vvs. NHE a snizuje rychlost
elektrooxidace na tomto materidlu. U voltametrickych technik je pokles signalu pii
opakovaném méfeni nejcastéjSim piiznakem pasivace elektrody, u amperometrickych technik

az s Casem [46, 47].
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1.3.2. Moznosti eliminace pasivace elektrod
Pasivaci elektrod lze potla¢it riznymi zpisoby, musi se ovSem dbat na typ senzoru,
elektrodovy materidl, pouzitou elektroanalytickou metodu, typ matrice i mechanismus

pasivace dané elektrody [46].

1.3.2.1. Obnoveni povrchu pracovni elektrody

Prvni moznosti, jak eliminovat pasivaci, je obnovovat povrch pracovni elektrody po kazdém
meéfeni. Piikladem je kapajici rtutova elektroda, jejiz povrch se periodicky obnovuje.
Problémem je vSak toxicita rtuti. Dal$i moznosti je nepfili§ pouzivana kapajici elektroda na
bazi galia, kapalné Cd-Ga a In-Ga elektrody. Dale lze vyuzit uhlikové pastové elektrody ¢i
amalgamové elektrody. Povrch elektrod se d4 po kazdém méfeni Cdistit mechanicky,

elektrochemicky nebo chemicky [46].

Elektrochemickd pteduprava uhlikovych elektrod je dulezitd pro zlepSeni odezvy elektrod.
Byl zkouman vliv parametri jako oxidacni a redukéni potencidly, sloZeni elektrolytického
roztoku a doba trvani oxidace a redukce. Vysledky studie naznacuji, ze procesy predupravy

jsou ovlivnény potencialem, pH a slozenim roztoku [48].

Napt. studie zabyvajici se G€inky predipravy GCE pomoci katodického oSetfeni na aktivitu
adsorpce a redukce molybdenanu(VI) zjistila, Ze katodicky piedupravena GCE vykazuje
vyraznou aktivitu va¢i adsorpci a redukci tohoto iontu. Analyza rentgenovou
fotoelektronovou spektroskopii ukazala vznik povrchovych skupin >C—O béhem katodizace.
Silnd interakce mezi ionty Mo(VI) a témito skupinami >C—O a tvorba Mo(V) je zodpovédna

za aktivaci povrchu katodicky predupravené GCE [49].

1.3.2.2.  Pouziti jednorazovych elektrod

Dalsi moznosti, jak eliminovat pasivaci elektrod, je vyuziti jednorazovych senzort. Vliv
zne€isténi by nemél byt tak velky, aby nebylo mozZné provést alespoil n€kolik méteni na jedné
elektrodé. Tyto elektrody se vyuzivaji hlavné ve zdravotnictvi kvili mozZné kiizové
kontaminaci vzorkil. Vznik odpadu a vys$s$i cena vSak toto pouziti nedovoluji ve velkém
méfitku. Levngjsi alternativou jsou elektrody na bézi hlinikovych folii, elektrody s uhlikovym

filmem nebo naptiklad uhlikové ty¢inky z pouzitych baterii [46].

1.3.2.3.  Povrchové upravy zabranujici pasivaci
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Zajem o povrchové Upravy k zabranéni pasivace elektrod stale roste. Problémem vSak zlistava
omezend robustnost a skladovatelnost modifikovanych elektrod. Elektrody se daji
modifikovat riiznymi zpusoby, jako je vyuziti membran, nanocastic oxidt kovi, uhlikovych

nanotrubicek, nebo napi. hydrogelem. [46, 50]

1.3.2.4.  Mereni v tekoucich roztocich

Tento zpisob redukce pasivace elektrod je vhodny v ptipadé, ze jsou produkty nebo
meziprodukty elektrochemické reakce zodpovédné za pasivaci. Tim, ze se smyji z povrchu
elektrody, se minimalizuje jejich usazovani na pracovni elektrod€. Pro monitorovani se Casto
pouziva amperometrickd detekce ve vysokoucinné kapalinové chromatografii, pritokové

injek¢ni analyze a vsadkové injek¢ni analyze [46].

Dals$i moznosti je zvolit rotujici diskovou elektrodu. Diky ni byl naptiklad detekovéan
riboflavin na rotujici diskové elektrodé s hematitovym filmem, nebo tetracyklin pomoci
rotacni diskové elektrody z uhlikovych nanotrubicek [46, 51, 52].

1.3.2.5.  Pouziti novych separacnich metod
Tyto metody, jako je naptiklad membranové separace, by mély zabranit ptistupu pasivujicich
slozek na povrch elektrody. Casto se pouzivaji v analyze biologickych kapalin, méné &asto

pak v analyze potravin a zivotniho prostiedi [46].

1.3.2.6.  Pouziti materialii odolnéjsich vici pasivaci

Tento zplisob zabranéni pasivace je nejoblibenéjsi a nejpiijatelnéjsi v praxi. NejzndméjSim
elektrodovym materidlem odolnym vu¢i pasivaci je borem dopovany diamant. Mezi dalsi
takovéto elektrody patfi napt. elektrody s uhlikovym filmem, tuzkové grafitové elektrody,
papirové senzory nebo nové vyvinuté elektrody z tetraedrického amorfniho uhliku

dopovaného dusikem. Pasivace ov§em zavisi i na dalSich podminkach [46].

Borem dopované diamantové elektrody (BDDE) se zkoumaji od 80. let a jsou
Vv elektroanalytické chemii velmi oblibené pro své fyzikalni i chemické vlastnosti, maji Siroké
potencidlové okno ve vodném i1 nevodném prostiedi, nizky Sum a proud pozadi, jsou
mechanicky stabilni, biokompatibilni, a hlavné¢ jsou odolné vaéi pasivaci. VIiv na
elektroanalytické vlastnosti BDDE ma i pomér boru a uhliku, pomér sp® a sp? uhlikd
a terminace povrchu. Tim vznikaji vodivé diamantové elektrody, jelikoz bor ma nizkou
aktivacni energii nosice naboje 0,37 eV. Dalsim dopantem miize byt naptiklad fosfor, dusik ¢i

sira za ptitomnosti boru. BDDE se ¢asto dale modifikuji, nej€astéji jde o modifikace pomoci
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adsorpce elektroaktivni latky, biomolekul vazanych kovalentni vazbou ¢i nanasenim

kovovych nanocastic na povrch BDDE [53, 54].

1.3.2.7.  Pouziti vyhiivanych elektrod
Pouzitim vyhtivanych uhlikovych nebo kovovych elektrod miizeme odstranit latky usazené na

wewvr

nému dosahnout lepsiho poméru signal/Sum, transportu hmoty a lepsi reakéni kinetiky [46].

Byla vyrobena vyhiivana elektroda z grafitového valce (HGCE), ktera je podobna
ohfivanému kovovému dratu. HGCE maji primér od 95 do 300 um a jsou vyrobeny
z brousené grafitové tuzky. Tyto elektrody se rychle zahiivaji a maji vysokou tepelnou
stabilitu. Teplotni nardst na povrchu elektrody zavisi na ohfevovém proudu, priméru valce
a teplotnim koeficientu grafitovych valci. HGCE vykazuji zménu voltamogrami s rostouci
teplotou. Tyto elektrody jsou kompatibilni s biologickymi latkami, coZ usnadnuje studie jejich

elektrochemického chovani [55].

1.3.2.8. Pridani silné adsorbovatelnych organickych sloucenin
Ptidanim téchto sloucenin se minimalizuje dal$i zaneSeni elektrody produkty ¢i meziprodukty
elektrochemické reakce. Sice se signal analytu snizi, ale odezva se zaroven stabilizuje a je

mozné opakovat voltametrické skeny [46].

Jedna se napiiklad o naneseni oligo(ethylenglykolového) filmu na zlatou elektrodu. Tato
vrstva ma vyhodu v prevenci nespecifické adsorpce biomakromolekul na povrch, avSak ¢asto
dochazi ke snizeni rychlosti heterogenniho elektronového pienosu, coz je nezadouci pro

biosenzory [56].
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1. Pouzité chemikalie

Latka Vyrobce

Adenin Sigma-Aldrich s.r.o.
Cytosin (>99%) Sigma-Aldrich s.r.o.

Guanin (98%)

Sigma-Aldrich s.r.o.

Hydroxid sodny

J.T.Baker

Chlorid draselny

Metrohm

Kyselina borita

CHEMAPOL GROUP, a.s.

Kyselina fosforecné (85% p.a.)

PENTA s.r.o.

Kyselina mocova (>99%)

Fisher Scientific, spol. s r.o.

Kyselina octova (99% p.a.)

Lach-Ner s.r.o.

Octan sodny

Sigma-Aldrich s.r.o.

Thymin

Sigma-Aldrich s.r.o.

Xanthin (>99%)

Sigma-Aldrich s.r.o.

2.2. Pouzita zarizeni

Piistroje Vyrobce
Elektrochemicky analyzator AUTOLAB PGSTATS30, EcoChemie
AUT71586

pH metr InoLab pH 720 WTW
Elektrody Vyrobce
pH elektroda SenTix 81, A103114034 WTW
Ag/AgCl referentni elektroda, 6.0726.100 Metrohm
Elektroda ze skelného uhliku, 6.1204.300 GC s drzakem Metrohm
6.1241.060

Platinové elektroda OP-600 Radelkis
Uhlikova tiSténa elektroda modifikovand MWCNTs-

COOH DRP-110CNT, cislo sarze 190219 a 200624, Metrohm

prumér 4 mm (Obrazek 28 nahote)

Tistény senzor s borem dopovanou diamantovou
elektrodou, c¢islo sarze SC220318 a SC220321, pramér 3
mm (Obrazek 28 dole)

Slovenska technicka univerzita

V Bratislavé
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Obrazek 28: SPCE (nahote), BDDE (dole)

2.3. Priprava standardi a zakladnich elektrolytii

2.3.1. Priprava zasobnich roztoki markeru oxida¢niho poskozeni DNA

Zasobni roztok adeninu byl piipraven rozpusténim 0,0337 g adeninu ve 100 ml
0,1 mol'I'* roztoku NaOH, ktery byl ptipraven rozpusténim 4 g NaOH v 1 I redestilované
vody. Stejnym zptisobem byly pfipraveny i ostatni zasobni roztoky. Pro roztok guaninu bylo
navazeno 0,0377 g guaninu, pro roztok cytosinu 0,0277 g cytosinu, pro roztok thyminu
0,0315 g thyminu, pro roztok kyseliny mocové 0,042 g kyseliny mocové a pro roztok
xanthinu 0,038 g xanthinu. Zasobni roztoky byly piipraveny o koncentraci 0,0025 mol-I".

2.3.2. Priprava pufra

BRB byl piipraven o koncentraci jednotlivych kyselych slozek 0,04 mol-1-1. Bylo navazeno
2,48 g H3BO3, odméieno 2,73 ml HaPO4 a 2,27 ml CHsCOOH. Tyto slozky byly rozpustény
v redestilované vodé, ktera byla do 1 1 doplnéna v odmémé baiice po rysku. Uprava pH na
pozadovanou hodnotu (2 — 11) byla provedena pfidanim 0,2 mol-I"! roztoku NaOH, ktery byl
ptipraven rozpusténim 2 g NaOH v 250 ml redestilované vody, a piesna hodnota pH byla

zjiSténa pomoci nakalibrované pH mérné elektrody.

Octanovy pufr (AP) byl piipraven o stejné koncentraci slozek jako BRB. Na jeho piipravu
bylo v redestilované vodé¢ rozpusténo 0,23 ml CH3COOH a 0,328 g CH3sCOONa a doplnéno
do 100ml odmérné baiiky po rysku. V piipadé AP o pH 5,5 bylo misto 0,328 g CH3COONa
navazeno 1,8 g CH3COONa.
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2.3.3. Priprava méricich roztoki

Meéfici roztoky o koncentraci 5-10° mol-1™? jednotlivych marker oxidaéniho poskozeni DNA
byly pfipraveny ze zasobnich roztokt téchto latek a pufri. Pipetované objemy jednotlivych
latek byly uzplsobeny vyslednému objemu roztoku. Pozdéji byl do roztoku pfidavan 3M

roztok KCI v takovém mnozstvi, aby vysledna koncentrace chloridii byla 0,09 mol-1-2.

2.3.4. Voltametrické techniky

Pted optimalizaci amplitudy a ¢asu pulzu u diferencni pulzni voltametrie byla vSechna méieni
provadéna za nasledujicich podminek: po¢ateéni potencial +0 V, kone¢ny potencial +1,7 V (dle
detekované latky, vétSinou do +1,3 V), skenovaci rychlost +25 mV/s, doba trvani pulzu +50 ms

a amplituda 50 mV.

U square wave voltametrie byly podminky méteni pfed optimalizaci frekvence a amplitudy
nasledujici: pocate¢ni potencial +0 mV, kone¢ny potencial +1,3 V (dle detekované latky),

skenovaci rychlost 125 mV/s, amplituda +20 mV a frekvence 25 Hz.

3. Vysledky a diskuze

Cilem diplomové prace bylo studium elektrochemickych vlastnosti jednorazovych planarnich
senzord a jejich stability pii opakovaném nebo dlouhodobé&jsim méfeni latek, které mohou
indikovat poskozeni DNA. K experimentim byly vyuzity tfi typy elektrod: ti§téna uhlikova
elektroda modifikovana uhlikovymi nanotrubickami s karboxy skupinami (SPCE), borem
dopovana diamantova elektroda (BDDE), pfipravena chemickou depozici z par, a elektroda ze
skelného uhliku (GCE), kterd slouzila k porovnani. Senzor s tisténou uhlikovou elektrodou
mél dale pomocnou elektrodu zuhliku a pseudoreferentni elektrodu ze stiibra. Senzor
s BDDE mél pomocnou elektrodu také z BDDE a referentni cast byla ze stfibrné vrstvy

elektrolyticky potazené¢ AgCl.

V ramci diplomové prace byly sledovany pouze oxidacni procesy jednotlivych latek, protoze
pii redukci by bylo nutné odstranit z méfenych roztokil kyslik, ktery by rusil stanoveni.
Jednorazové senzory by mély slouzit K rychlé detekci miry poSkozeni DNA bez zdlouhavé
ptipravy méfeni. K detekci latek byla vyuzita diferencni pulzni voltametrie (DPV) a square
wave voltametrie (SWV). Opakovana méfeni latek jsou v grafech barevné odliSena, nejsytéjsi

barva je vzdy prvni méteni, nejsvétlejsi pak tieti métent.
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3.1. Elektrochemicka oxidace vybranych metabolitii oxida¢niho poSkozeni

DNA na SPCE

Po predbéznych testech byly pro méfeni vybrany nasledujici latky: kyselina mocova (UA),
xanthin (X), guanin (G) a adenin (A). Cytosin (C) ani thymin (T) nakonec nebyly dale
testovany, nebot’ C se oxiduje az piti priliS vysokych potencidlech a citlivost detekce T

nedosahuje tirovné jako ostatni zvolené latky.

Vybrané markery oxida¢niho poSkozeni DNA byly prométeny od pH 2 v BRB na SPCE
pomoci DPV. Kazdy bod pH byl prométfen 3x na jedné elektrodé, ¢i 3X S vyuzitim novych
elektrod pro kazdy bod pH.

3.1.1. Vliv pH na elektrochemickou oxidaci kyseliny mocové

Roztok UA byl proméien od pH 2 do pH 8. Pti pouziti jedné elektrody pro vSechny hodnoty
pH (Obrazek 29 modra, Obrazek 30 vlevo) byl pribéh vysek piku UA odlisny nez pii méfeni
pokazdé s novou elektrodou (Obrazek 29 zelena, Obrazek 30 vpravo). Vyska signald UA
mefend jednou elektrodou se po dalSich métenich postupné snizovala, na rozdil od pouziti
vzdy nové SPCE pro kazdy roztok, kdy se vySka zvySovala. Lze usuzovat na pasivaci
elektrody z ptedchozich méfeni pii niz§im pH, kterda muize zkreslovat nasledujici dalsiho
roztoku. Nejintenzivngjsi proudové signaly UA byly zjistény pii pH 2, se zvySujicim se pH

odezva klesa a signaly jsou Sirsi.

Zavislost vysky piku UA na pH Zavislost potencidlu maxima UA na pH
6 400
5 F i <.,

2 300 + -9 y =-58,075x + 462,92
= 4 < L . R2=0,9916
23 r € 200 |
-t L [*) [ J [ J - - .".

2 r ¢ [ w ¢ 'm
L 0 o 100 | ol
e c v .
0 1 1 1 1 1 ! 1 O 1 1 1 1 1 1 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9
pH pH

Obrazek 29: Zavislost vysky piku (vlevo) a potencialu maxima piku (vpravo) UA na pH na jedné
SPCE (modra) a s novou SPCE pii kazdém méteni (zelena). DPV, BRB.

Pii nizkém pH je potencidl maxima piku UA kolem 350 mV a se zvySujicim se pH se
oxidacni signal posouvad smérem k negativnéj$im potencidlim (Obrazek 29 vpravo a Obrazek
30). Smérnice linearni ¢asti této zavislosti se blizi teoretické Nernstoveé odezve, coz indikuje,

ze pii oxidaci UA je potiebny stejny pocet elektronti a proton. Posun maxima signalu
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Vv zavislosti na pH je stejny pii méfeni jak na jedné elektrod¢, tak i pfi méfeni pokazdé

s novou elektrodou.

Vliv_ pH na elektrochemickou oxidaci UA EsE _Vliv pH na elektrochemickou oxidaci UA
1.6E-5f 1
1.4E-5 | 6E-6
12E-5 SE-6;
1E-5f 4E-6 ¢
< <
— BE6t T 3E-6
6E-6 2E-6
4E-6 1E-6
2E-6f 0 |
0 . . . . \ o
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 0 01 02 03 04 05 06 07
E (V) E (V)

Obrazek 30: VIiv pH na elektrochemickou oxidaci UA na jedné SPCE (vlevo) a s novou SPCE pfi
kazdém méteni (vpravo). DPV, BRB, pH 2 (¢ervena), pH 3 ( ), pH 4 ( ), PH 5 (zelenad),
pH 6 (modra), pH 7 (fialova) a pH 8 (erna).

3.1.2. VIiv pH na elektrochemickou oxidaci xanthinu

Roztok xanthinu byl proméfen od pH 2 do pH 11 (na jedné elektrodé do pH 6), kazdy pufr
0 daném pH byl prométen 3x. Pfi pouziti jedné elektrody (Obrazek 31 modra a Obrazek 32
vlevo) je pribéh vysky signdlu oxidace X opét odliSny nez u métfeni kazdého pH s novou
elektrodou (Obrazek 31 zelena a Obrazek 32 vpravo). Opét Ize usuzovat na pasivaci elektrody
z predchozich méteni, podobné jako v pfipadé UA. Intenzita signilu pii méfeni na jedné
elektrodé¢ (Obrazek 31 modra a Obrazek 32 vlevo) je pfi pH 2-6 piiblizné stejna,
s opakovanym méfenim se sniZuje, navic se zvySuji i proudy pozadi. Pii pouziti nové
elektrody pro kazdé méfeni (Obrazek 31 zelend a Obrazek 32 vpravo) intenzita signalt az do
pH 6 znacné nartsta, pak prudce klesa, a nakonec mirné nartsta. Nejnizsi signaly jsou pfi
pH8 a 9. Od téchto hodnot pH také dochédzi k vyraznéjSimu poklesu vySky piku po

opakovaném méteni, ktery nebyl pozorovan pfi niz§ich hodnotach pH.
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Zavislost vysky piku X na pH Zavislost potencialu maxima X na pH
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Obrazek 31: Zavislost vysky piku (vlevo) a potencidlu maxima piku (vpravo) X na pH na jedné SPCE
(modra) a s novou SPCE pii kazdém méteni (zelena). DPV, BRB

Pti nizkém pH je potencidl maxima piku X kolem 750 mV, se zvySujicim se pH se oxida¢ni
signal posouva smérem k negativn&j§im potencialim (Obrazek 31 vpravo, Obrazek 32).
Smérnice pfimky do pH 6 se stejné jako u UA bliZi teoretické Nernstové odezvé, coz
naznacuje, ze dochdzi k vyméné stejného mnozstvi protontl a elektronti. Charakter zavislosti

maxima piku na pH je stejny pfi méfeni na jedné elektrod¢ i pii méfeni na jednotlivych

elektrodach.
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Obrazek 32: Vliv pH na elektrochemickou oxidaci X na jedné SPCE (vlevo) a s novou SPCE pfi
kazdém méfeni (vpravo). DPV, BRB, pH 2 (Cervena), pH 3 ( ), pH 4 ( ), pH 5 (zelend),
pH 6 ( ), pH 7 (modra), pH 8 (fialova), pH 9 (¢erna), pH 10 (scda), pH 11 (rizova).

3.1.3. Vliv pH na elektrochemickou oxidaci smési adeninu a guaninu
Adenin a guanin byly méteny ve smési, jejich signaly jsou vzajemné dostateéné oddélené
(Obrazek 35). Vzhledem k ptedchozim vysledkim a pravdépodobné pasivaci elektrod byla

pro kazdé méfeni pouZita nova SPCE elektroda.

Nejvetsi intenzita proudové odezvy pro oxidaci G je v rozmezi pH 3-5 (Obrazek 33 vlevo),

mimo tento interval vySka klesd az do pH 8, kdy uz je pak téméf stejna. U pH 3 a 4 dochazi
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K narustu

signalu

s opakovanym métenim. Elektrochemickd oxidace A poskytuje

nejintenzivngj$i signal pti pH 5 (Obrazek 33 vpravo), pii vysSich pH signal klesa.

S opakovanym méienim vysky pika kolisaji.

Zavislost vysky piku G na pH

? .
7+ o!'
R ®
= [ e e .
T 8828
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Z4vislost vysky piku A na pH
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Obrazek 33: Zavislost vysky piku G (vlevo) a A (vpravo) na pH na SPCE. DPV, BRB.

V kyselejsim pufru (pH 2—4) se maxima signali posouvaji k negativnéj$im potencialiim jak u

G, tak i u A (Obrazek 34). Od pH 4 do pH 11 se piky posouvaji s men$im trendem nez

Vv kyselejsi oblasti a od pH 11 se vraci zpét k pozitivngjsim potencialim, coz indikuje

vvvvvv

posouvaji

s opakovanym  méfenim  k pozitivnéjSim  potencidlim

(Obrazek

Na voltamogramu (Obrazek 35) je dokumentovan posun signalit G a A pii rizném pH.
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Obrazek 34: Zavislost potencialu maxima piku G (vlevo) a A (vpravo) na pH na SPCE. DPV, BRB.
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Vliv pH na elektrochemickou oxidaci A + G __
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Obrazek 35: Vliv pH na elektrochemickou oxidaci G (prvni pik) a A (druhy pik) na SPCE. DPV,
BRB, pH 3 (Cervena), pH 6 (zelena), pH 10 (modra).

3.2. Elektrochemicka oxidace vybranych metabolitii oxida¢niho poSkozeni

DNA na BDDE
Roztoky vybranych markerti poskozeni DNA byly proméfeny na BDDE v BRB od pH 2

pomoci DPV. Kazdé méfeni daného pH bylo provedeno 3x na jedné elektrodé u vSech latek
a smési, pouziti nové elektrody pro kazdy bod pH bylo praktikovano pouze u smési latek
z diavodu vyssi ceny elektrod a jejich omezeného poctu, ktery byl pro meétfeni v ramci

diplomové prace k dispozici.

3.2.1. Vliv pH na elektrochemickou oxidaci kyseliny mocové

Roztok UA byl méfen na jedné elektrodé pii pH 2-9. Nejintenzivnéjsi signal vykazuje UA
v pufru 0 pH 2 (Obrazek 36 vlevo), ale signaly pii opakovaném méfeni klesaji. Se zvysujicimi
se hodnotami pH signal oxidace UA klesa, v zasaditém pH dochéazi k mirnému narustu. Piky
UA jsou na rozdil od SPCE na BDDE pomérné Siroké (

Obrazek 37).
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Zavislost vysky piku UA na pH Zavislost potencidlu maxima UA na pH
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Obrazek 36: Zavislost vysky (vlevo) a potencidlu maxima (vpravo) piku UA na pH na BDDE. DPV,
BRB.

Posun vrcholil pikli od pH 2 do pH 6 klesa s Nernstovskou smérnici, pfi vysSich hodnotach
pH se jiz potencidly maxim dale témét neméni (Obrazek 36 vpravo). Celkova zavislost na pH

je podobna jako u SPCE.

Vliv pH na elektrochemickou oxidaci UA
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Obrazek 37: Vliv pH na elektrochemickou oxidaci UA na BDDE. DPV, BRB, pH 2
(Cervena), pH 3 (zelena), pH 4 (modra), pH 5 (Cerna).

3.2.2.  Vliv pH na elektrochemickou oxidaci xanthinu

Pro méteni X byla pouZita stejna elektroda jako pro UA. Signal pii pH 2 a 3 je velice nizky
(Obrazek 38 vlevo), od pH 4 jiz nebyl pozorovan zadny. Proto byla od pH 6 pouZzita nova
elektroda, diky které byl xanthin detekovan pti pH 6, 7 a 8 (Obrazek 39). V zéasaditém
prostiedi se signal (Obrazek 38 vpravo) posouva k negativnéjSim potencialim, v kyselém

K pozitivnéj$im.
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Zavislost vysky piku X na pH Zévislost potencidlu maxima X na pH
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Obrazek 38: Zavislost vysky (vlevo) a potencialu maxima (vpravo) piku X na pH na BDDE, DPV,
BRB
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Obrazek 39: Vliv pH na elektrochemickou oxidaci X na BDDE. DPV, BRB, pH 6 (¢ervena),
pH 7 (zelena), pH 8 (modra).

3.2.3. Vliv pH na elektrochemickou oxidaci smési kyseliny moc¢ové a xanthinu

V ptipad¢ smési UA a X byla pro kazdé méfeni pouZita nova elektroda, aby byly vysledky
odpovidajici. Smés byla prométena pouze v kyselych a neutrdlnim pH, protoze ptredchozi
vysledky prozrazovaly, ze intenzivngjsi signaly obou latek budou praveé v kyselém prostiredi.
UA poskytuje nejveétsi signal pti pH 2 (Obréazek 40 vlevo) stejn€ jako na SPCE, s vzrastajicim
pH piky klesaji. X poskytuje nejvyssi oxidacni signal pii pH 6 (Obrazek 40 vpravo), se

sniZzujicim se pH proudy piki klesaji.
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Obrazek 40: Zavislost vysky piku UA (vlevo) a X (vpravo) na pH na BDDE. DPV, BRB.

Potencialy vrcholi piki UA 1 X (Obrazek 41) se posouvaji smérem k negativnéjSim
potencidlim se vzristajicim pH zdkladniho elektrolytu (Obrazek 42). Pti oxidaci X je
smérnice vysledné zavislosti pfiblizn¢ Nernstovska, dochazi k vyméné stejného poctu
elektronti a protontl, coz odpovida i pfedchozim experimentim na SPCE. Pii oxidaci UA ve
smési smérnice zavislosti vychdzi po regresi vSech bodi méfeni okolo 32 mV, nicméné
smérnice je strmé&j$i pfi vyhodnoceni pouze z prvnich méfenich na novych elektrodach. Pti

pH 3 dochdzi s opakovanym meéfenim ke znacnému posunu signalt ve smési, coz bylo zfejmé

zpusobeno pritomnosti X, ktery mohl reagovat s referentni elektrodou.

Zavislost potencidlu maxima UA na pH

450

Obrazek 41: Zavislost potencialu maxima piku UA (vlevo) a X (vpravo) na pH na BDDE. DPV, BRB.
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Vliv_ pH na elektrochemickou oxidaci UA + X_
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Obrazek 42: Vliv pH na elektrochemickou oxidaci UA (prvni pik) a X (druhy pik) na BDDE. DPV,

BRB, pH 2 (¢ervena), pH 3 ( ), pH 4 (

), pH 5 (zelend), pH 6 (modra).

3.2.4. VIliv pH na elektrochemickou oxidaci smési guaninu a adeninu

Smés G a A byla stejné jako v ptipadé¢ UA a X méfena s vyuzitim novych elektrod pro kazdy

pufr o daném pH, opét od pH 2 do pH 6, jelikoz podobn¢ jako u SPCE nejsou jejich signaly

Vv zésaditém prostiedi tak intenzivni jako v prostfedi kyselém. Stejné tak jsou nejintenzivngjsi

signaly G i A na BDDE v rozmezi pH 3-5 (Obrazek 43). Pii pH 6 klesa proud piku pfiblizné

o dv¢ tretiny oproti nejintenzivnéj$im hodnotdm, dochazi ale také k rozSifeni proudového

signalu (Obrazek 45).
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Obrazek 43: Zavislost vysky piku G (vlevo) a A (vpravo) na pH na BDDE. DPV, BRB.

Pii pH 2 se A oxiduje na BDDE pii vysokych potencidlech (cca 1220 mV). Pti zvySujicim se

pH se oxidacni potencidly G (Obrazek 44) 1 A snizuji az do pH 6, kdy opét dochazi k narustu

oxida¢niho potencidlu, ktery je srovnatelny s oxidacnim potencidlem A i G pii pH 4. Posun
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maxim pika klesa vic u A nez u G. Opakovana méfeni v jednom roztoku také ukazuji velky
posun maxim pikt do pozitivnéjsich potencialll, ktery je ale mensi nez u SPCE, kde k tomuto
jevu také dochazi. Je to pravdépodobné zpuisobeno zménami na referentni ¢asti senzoru, kdy

se G nebo A mohou na tuto vrstvu vazat a ovliviiovat tak jeji potencial.

Zavislost potencidlu maxima G na pH Zavislost potencidlu maxima A na pH
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Obrazek 44: Zavislost potencialu maxima piku G (vlevo) a A (vpravo) na pH na BDDE. DPV, BRB.
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Obrazek 45: VIiv pH na elektrochemickou oxidaci G (prvni pik) a A (druhy pik) na BDDE. DPV,
BRB, pH 2 (Cervena), pH 3 ( ), pH 4 ( ), pH 5 (zelend), pH 6 (modra).

3.3. Elektrochemicka oxidace vybranych metaboliti oxida¢niho poSkozeni

DNA na GCE

Roztoky vybranych markerti poskozeni DNA byly proméfeny od pH 2 v BRB na GCE
pomoci DPV. GCE byla lesténa na lestici tkanin€ s brusnym praskem z Al2O3 mezi kazdym
meéfenim, aby se zjistil vliv leSténi na velikosti odezvy, pfipadné€ poté mezi méfenim kazdého

pufru o daném pH.
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3.3.1. Vliv pH na elektrochemickou oxidaci kyseliny moc¢ové

UA byla prométena pii pH 2—10, kazdé méteni bylo provedeno 6x a mezi kazdym meétenim
byla elektroda prelesténa. V kyselém prostiedi 1ze pozorovat vysoky rozptyl hodnot, intenzita
signalu tedy zna¢né zavisi na kvalité lesténi (Obrazek 47 vpravo). Proudy piki UA jsou stejné

jako pii méfeni na SPCE a BDDE vyssi v kyselém prostiedi (Obrazek 46 vlevo).
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Obrazek 46: Zavislost vysky (vlevo) a potencialu maxima (vpravo) piku UA na pH na GCE. DPV,
BRB.

Posun maxim signali (Obrazek 46 vpravo) odpovida ptiblizné¢ Nernstové teoretické odezve
59,2 mV, ¢imz se potvrzuje fakt, ze pii oxidaci UA dochédzi k vyméné stejného poctu
elektront a protond, jak se predpokladalo u SPCE i BDDE. Posun piki je v celé skale pH
piiblizné stejny, v kyselejsi oblasti dochazi k jejich rozSitovani (Obrazek 47 vlevo, vybrany

vzdy nejvyssi signaly méteni daného pH).

Vliv pH na elektrochemickou oxidaci UA _Vliv lesténi GCE na vy$ku piku UA
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Obrazek 47: Vliv pH na elektrochemickou oxidaci UA na GCE (vlevo): pH 2 (¢ervend), pH 3
( ), pH 4 ( ), pH 5 (zelena), pH 6 ( ), pH 7 (modra), pH 8 (fialova), pH 9 (Sernd),
pH 10 (seda). Vliv lesténi GCE na vysku piku UA pii pH 5 (vpravo): 1. méfeni (Cervena), 2. méfeni
( ), 3. méteni ( ), 4. méfeni (zelena), 5. méfeni (modra), 6. méfeni (fialova). DPV, BRB.
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3.3.2.  Vliv pH na elektrochemickou oxidaci xanthinu

Roztok X byl prométen pii pH 2—10. Nejvyssi signaly poskytuji analyzy v kyselém prostiedi
(Obrazek 48), jak jiz ukazalo méfeni na SPCE i na BDDE. K nejvétSimu rozptylu hodnot
proudd pikl doslo pfi pH 3, velikost jejich hodnot velmi zavisi na mife vyleSténi elektrody

(Obrazek 49 vpravo).
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Obrazek 48: Zavislost vysky (vlevo) a potencialu maxima (vpravo) piku X na pH na GCE, DPV, BRB

Posuny potenciali maxima pika (Obrazek 48 vpravo) opét dosahuji teoretické Nernstovy
odezvy, stejné jako u UA je tedy potvrzeno, Ze pii oxidaci X dochazi k vyméné stejné¢ho
poctu elektronl a protont. V kyselejsi oblasti pH opé€t dochézi k rozsifovani pika (Obrazek 49

vlevo, vybrany vzdy nejvyssi signaly méfeni dané¢ho pH).
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Obrazek 49: Vliv pH na elektrochemickou oxidaci X na GCE (vlevo): pH 2 (¢ervena), pH 3
( ), pH 4 ( ), pPH 5 (zelena), pH 6 (modra), pH 7 (fialova), pH 8 (¢ernd), pH 9 (cda). Vliv
lesténi GCE na vysku piku X pii pH 5 (vpravo): 1. méfeni (Cervena), 2. méteni ( ), 3. méfeni
( ), 4. méfeni (zelena), 5. méfeni (modra), 6. méfeni (fialova). DPV, BRB.

3.3.3.  Vliv pH na elektrochemickou oxidaci smési kyseliny moc¢ové a xanthinu
Smés UA a X byla prométena na GCE pouze v kyselé oblasti (Obrazek 52), ve které jsou

signaly intenzivnéj$i. Méfeni bylo opakovano pouze 3x a mezi opakovanim meéfeni jiz
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elektroda nebyla znovu lesténa. Velikosti signali dosahuji priméru ptedchozich méteni jak
u UA, tak i u X (Obrazek 50).
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Obrazek 50: Zavislost vysky piku UA (vlevo) a X (vpravo) na pH na GCE. DPV, BRB.

Posuny maxim signalii jsou o néco vétsi nez u téchto latek métenych samostatn€. Smérnice
zavislosti potencialu maxima na pH u A byla 73,8 mV pH ! (Obrazek 51 vlevo), posuny piki
pro X se blizi Nernstové smérnici 59,2 mV pH (Obrazek 51 vpravo).
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Obrazek 51: Zavislost potencialu maxima piku UA (vlevo) a X (vpravo) na pH na GCE. DPV, BRB.
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Obrazek 52: Vliv pH na elektrochemickou oxidaci smési UA a X na GCE. DPV, BRB, pH 2
(Cervend), pH 3 ( ), pH 4 ( ), PH 5 (zelend), pH 6 (modra).

3.3.4. Vliv pH na elektrochemickou oxidaci smési guaninu a adeninu

Smés G a A byla proméfena pouze v kyselé oblasti (Obrazek 55), ve které jsou signaly
intenzivnéjsi. Experimenty byly opakovany pouze 3x, mezi opakovanim jednotlivych méfeni
jiz elektroda nebyla znovu leSténa stejné jako u méfeni smési UA a X. Nejvyssi signaly
poskytuji Ga A pii pH 5 (Obrazek 53), u tisténych senzorti byly piky nejvyssi v rozmezi pH

3-5, coz muze byt zpisobeno nedostateénym nalesténim elektrody.
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Obrazek 53: Zavislost vysky piku G (vlevo) a A (vpravo) na pH na GCE. DPV, BRB.

Potencidly maxima piki G 1 A se zvySujicim se pH klesaji k negativn&j$im potencidlim

(Obrazek 54). Posuny jsou vétsi nez na SPCE, u A je pokles obdobny jako na BDDE.
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Obrazek 54: Zavislost potencialu maxima piku G (vlevo) a A (vpravo) na pH na GCE. DPV, BRB.
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Obrazek 55: Vliv pH na elektrochemickou oxidaci smési G a A na GCE. DPV, BRB, pH 2 (Cervena),
pH 3 (zelena), pH 4 (modra), pH 5 (Cerna).

3.4. Srovnani vysledkii SPCE, BDDE a GCE

Intenzita signalii elektrochemické oxidace UA na SPCE v BRB dosahuje nejvyssich hodnot
pii pH 2, stejné jako na BDDE. V ptipadé¢ GCE jsou nejvyssi signaly pii pH 2, 3 a 5, coz je
pravdépodobné zplisobeno kvalitou nalesténi elektrody. V kyselém prostiedi dochéazi pti
oxidaci k vymeéne¢ stejného poctu elektronti a protonti dle méfeni na SPCE a BDDE, na GCE
byla UA méfena ve smési, ov§em smérnice piimky ve smési odpovidéd i smérnici pfi méfeni
ve sm¢si na BDDE. K oxidaci ha SPCE dochazi za nejnizs$iho potencialu. Na BDDE jsou piky
UA sir$i neZ pfi méteni na GCE a SPCE.

Na SPCE i1 BDDE poskytuje X nejintenzivnéjsi signdl pfi pH 6, coZ ovSem nepotvrzuje

méfeni na GCE. Opét to mlze byt zplisobeno kvalitou lesténi GCE. Obecné lze fict, Ze
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signaly jsou v kyselém prostfedi intenzivnéj$i nez v zasaditém. Pii oxidaci X dochazi

k vymeéné¢ stejného poctu elektronti a protontl, coz potvrzuji méfeni ze vsech tii typa elektrod.

Signaly A a G byly na vsech tfech elektrodach nejvyssi v rozmezi pH 3-5. Pfi oxidaci téchto
dvou latek pravdépodobné nedochazi k vyméné stejného poctu elektronti. K oxidaci G
dochazi pii priblizné stejn¢ velkych potencialech jako pii oxidaci X. Adenin se oxiduje pfi

nejvyssich potencidlech z téchto vybranych latek.

3.5. VIiv sloZeni zakladniho elektrolytu na elektrochemickou oxidaci

metaboliti

Bylo zjisténo, ze béhem predchozich experimenti se piky latek analyzovanych ve smésich
s opakovanym méfenim posouvaly k pozitivnéjSim potencialim. Pro stabilizaci posunt
oxidacnich signalii byl testovan pridavek chloridi do zékladniho elektrolytu, které ovliviiuji
potencidl pseudoreferentnich elektrod u tisténych senzord. Pro analyzu byl testovan misto
BRB také octanovy pufr (AP). V grafech i voltamogramech jsou modrou barvou uvedena
méieni pufru bez chloridii, Cervenou barvou méieni s piidavkem chloridii. Opét plati, ze

nejtmavsi meéteni je prvni méteni, nejsvétlejsi posledni opakovani.

V dalsi ¢asti diplomové prace byla testovana pouze smés A, G a UA, jelikoZ jejich signaly
jsou dostatecné oddélené od sebe. V piipadé, Ze by byl do smési pfidan X, jeho signal by se
piekryval s G, a proto nebyl déle testovan.

3.5.1. Pridavek chloridi do Brittonova-Robinsonova pufru

3.5.1.1.  Vliiv pridavku chloridii na posun pikii G a A na SPCE

Po piidavku chloridii o koncentraci 0,09 mol-1* ke smési G a A doslo ke stabilizaci posunu
piku G s opakovanym métenim v kyselém prostiedi. Jeho signal se jen mirné posouva od pH
5 a vyse (Obrazek 56). U adeninu je posun piku vyraznéjsi, ale vzdy men$i nez bez
ptfitomnosti chloridi v zékladnim elektrolytu (Obrazek 57). Po ptidani chloridi se oxidaéni
signaly obou latek posouvaji k vyssim potencidlim. Rozdil proti potencidlu maxima bez
chloridii dostava az na narutstajici kiivku zakladniho elektrolytu, ¢imz dochazi k poklesu

signalu A (Obrazek 58).
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Obrazek 57: Posuny maxim pikti opakovanych méfeni A bez chloridi (vlevo) a s chloridy (vpravo) na

SPCE. DPV, BRB.
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Obrazek 58: Vliv pridavku chloridii na posun pikd G (prvni pik) a A (druhy pik) na SPCE. DPV,
BRB, pH 4, bez chloridti (modra), s chloridy (Gervena).
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3.5.1.2.  Vliv pridavku chloridui na posun pikiit G a A na BDDE
V piipadé¢ méteni smési G a A na BDDE doslo po ptidavku chloridd o koncentraci 0,09

mol-It ke zlepseni stability opakovanych méfeni u obou téchto latek (

Obrazek 59, Obrazek 60). Zaroven doSlo k mirnému zvyseni intenzity signdlu G a kvili
posunu signali k pozitivnéj§im potencialim ke snizeni signalu A (Obrazek 61). U BDDE
senzoru je u referentni ¢asti vrstva stiibra elektrolyticky potazena AgCl a tato konfigurace je

stabilnéjsi pii opakovanych analyzach nez u SPCE, kde je pouze samotna vrstva Ag.
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Obrazek 59: Posuny maxim pikti opakovanych méfeni G bez chloridi (vlevo) a s chloridy (vpravo) na
BDDE. DPV, BRB.
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Obrazek 60: Posuny maxim pikti opakovanych méfeni A bez chloridd (vlevo) a s chloridy (vpravo) na
BDDE. DPV, BRB.
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_Vliv pridavku chloridd na posun pikd A + G
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Obrazek 61: Vliv ptidavku chloridii na posun pik G (prvni pik) a A (druhy pik) na BDDE. DPV,
BRB, pH 4, bez chlorid (modra), s chloridy (¢ervena).

3.5.1.3.  Vliiv pridavku chloridu na vysku pikii kyseliny mocové, guaninu a adeninu ve smési
na SPCE

V grafech jsou zaznamenany vysky piki UA (Obrazek 62 vlevo nahote), G (Obrazek 62
vpravo nahote) a A (Obrazek 62 dole) bez a s ptidavkem chloridii do analyzovaného roztoku.
Smés byla métena uz pouze pii pH 4, 5 a 6, pii kterych sice UA neposkytovala nejvyssi
signal, ale A 1 G poskytovali intenzivni signaly, coz je vyhodné pro jejich soucasnou detekci
nebo stanoveni. Zaroven oxidacni signal A s ptidavkem chloridi byl malo zietelny pii pH
niz§im nez 4 a bylo tedy potfeba pouZzit pufr s vyssi hodnotou pH. Intenzivnéjsi signaly
s chloridy jsou v pfipadé¢ méfeni UA a G, u A jsou piky vyssi bez ptidavku chloridd, jelikoz
se Vjejich pfitomnosti signdly posouvaji k pozitivnéjSim potencialim, naceZ nestaci
potencialové okno elektrody. Vlivem ptidavku chloridii se pfi opakovanych méfeni signaly
latek stabilizuji (Obrazek 63). V piipadé UA dochazi k rozsifeni signalu po opakovani, ovsem
nedochazi k posunu potencialu maxima K pozitivnéj§im potencialim. U G i A se posun

stabilizuje, pfi¢emz rozdil mezi prvnim a druhym méfenim neni tak velky.
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Zavislost vysky piku UA na pH Zavislost vysky piku G na pH
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Obrazek 62: Zavislost vysky piku UA (vlevo nahote), G (vpravo nahoie) a A (dole) na pH na SPCE
bez chloridd (modra) a s chloridy (Cervena). DPV, BRB.

Vliv_pfidavku chloridii na UA+ G + A
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Obrazek 63: Vliv pridavku chloridii na signal UA (prvni pik), G (druhy pik) a A (tfeti pik) na SPCE.
DPV, BRB, pH 5, bez chloridi (modra) a s chloridy (¢ervena).
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3.5.1.4. Vv pridavku chloridit na vysku pikii kyseliny mocové, guaninu a adeninu ve smési
na BDDE

Stejné méfeni jako na SPCE bylo provedeno i na BDDE. U UA (Obrazek 64 vlevo nahote)
jsou piky intenzivnéjsi s piidavkem chlorida pfi pH 4 a 5, pii pH 6 jsou intenzivnéj$i pii
meéfeni bez chloridi. U G (Obrazek 64 vpravo nahote) je intenzita s chloridy vyssi u pH 4,
jinak srovnatelna s métenim bez chloridi. V piipadé A (Obrazek 64 dole) je lepsi méfeni bez
chloridii (intenzita signali je bez chloridii opakovatelnd), pti pfidavku chloridi dochézi
k posunu piktt k vys$§im potencialim a tim padem i k pfekryvu s kiivkou zakladniho

elektrolytu (Obrazek 65).
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Obrazek 64: Zavislost vysky piku UA (vlevo nahoie), G (vpravo nahoie) a A (dole) na pH na BDDE
bez chloridt (modra) a s chloridy (cervena). DPV, BRB.
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_Vliv pfidavku chloridi na UA + G + A __
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Obrazek 65: Vliv ptidavku chloridii na UA (prvni pik), G (druhy pik) a A (teti pik) na BDDE. DPV,
BRB, pH 35, bez chloridti (modra) a s chloridy (ervena).

3.5.2.  Octanovy pufr jako zakladni elektrolyt

Smés kyseliny mo¢ové, guaninu a adeninu byla proméfena v octanovém pufru o pH 4,7 a 5,5
a BRB o pH 4, 5 a 6. Nasleduji podkapitoly shrnuji rozdily ve vyskach piki jednotlivych latek
vyhodnocenych z voltamogramu smési v AP a BRB s pfidavkem chloridt i1 bez nich. Ptiklad
DPV analyzy smési UA, G a A v AP 0 pH 4,7 na SPCE (Obrazek 72) a BDDE (Obrazek 73)

jsou uvedeny na konci kapitoly.

3.5.2.1.  Vliiv octanového pufru na detekci kyseliny mocové
Na SPCE bez chloridi (Obrazek 66 vlevo) poskytuje UA vyssi odezvy v AP. Pii méfeni
s chloridy (Obrazek 66 vpravo) jsou piky vys$i nez pii méteni bez chloridi a AP opét

poskytuje vyssi odezvy. Méfeni bez chloridd jsou opakovatelnéjsi nez méfeni s chloridy.

Vliv sloZeni pufru na odezvu UA Vliv sloZeni pufru s CI~ na odezvu UA
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Obrazek 66: Vliv slozeni pufru na vySku piku UA na SPCE bez chloridii (vlevo, modra) a s chloridy
(vpravo, ¢ervend). DPV, BRBpH 4,5a 6, APpH4,7a5,5.
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Na BDDE jsou naopak signaly méfené v AP nizsi nez pii méfeni v BRB, velky rozdil je
U meéfeni bez chloridd (Obrazek 67 vlevo). Pii méfeni s chloridy v AP o pH 4,7 je naopak
signal UA skoro stejné intenzivni jako v BRB 0 pH 5 (Obrazek 67 vpravo).

Vliv sloZeni pufru na odezvu UA Vliv slozeni pufru s CI~ na odezvu UA
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Obrazek 67: Vliv slozeni pufru na vysku piku UA na BDDE bez chloridu (vlevo, modra) a s chloridy
(vpravo, cervena). DPV, BRB pH 4,5a6, AP pH 4,7a5,5.

3.5.2.2.

Vliv octanového pufru na detekci guaninu

Na SPCE je vyska odezvy G bez ptidavku chloridi nejvyssi pro BRB pH 4, kterd je
srovnatelna s AP pH 5,5 (Obrazek 68 vlevo). S piidavkem chloridd jsou signaly pfiblizné
stejné vysoké jako bez chloridl, ale v BRB je hor$i jejich opakovatelnost (Obrazek 68

vpravo).
Vliv sloZeni pufru na odezvu G Vliv sloZeni pufru s CI~ na odezvu G
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Obrazek 68: Vliv slozeni pufru na vysku piku G na SPCE bez chloridt (vlevo, modra) a s chloridy
(vpravo, cervena). DPV, BRB pH 4,5a6, AP pH 4,7a5,5.

Na BDDE bez pfidavku chloridii poskytuje nejintenzivnéjsi signaly G v AP pii pH 5,5
(Obrazek 69 vlevo). S piidavkem chloridt je to opét AP, ale pti pH 4,7 (Obrazek 69 vpravo).
Ve vSech ptipadech byly nejnizsi odezvy G naméteny v BRB pii pH 6.
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Vliv sloZeni pufru na odezvu G
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Obrazek 69: Vliv slozeni pufru na vysku piku G na BDDE bez chloridt (vlevo, modra) a s chloridy
(vpravo, cervena). DPV, BRB pH 4,5 a6, AP pH 4,7 a 5,5.

3.5.2.3.

Vliv octanového pufru na detekci adeninu

Na SPCE poskytuje adenin vyssi signaly bez ptitomnosti chloridi (Obrazek 70 vlevo).

Nejvyssi odezva, ktera ale neni piili§ opakovatelnd, je v BRB pfi pH 4. V piipadé ptidavku

chloridii A poskytuje nejvyssi odezvu v AP pii pH 5,5, jinak jsou vysky signalii témer stejné

a méfeni jsou opakovatelnéjsi nez v BRB (Obrazek 70 vpravo).
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Obrazek 70: Vliv slozeni pufru na vysku piku A na SPCE bez chloridt (vlevo, modra) a s chloridy
(vpravo, cervena). DPV, BRB pH 4,5a6, AP pH 4,7a5,5.

Na BDDE vyrazné intenzivnéjsi odezvy poskytuji méteni v BRB. Pti méfeni bez chloridd je

nejvyssi odezva pfi pH 4 (Obrazek 71 vlevo), pii méfeni s chloridy rovnéz (Obrazek 71

vpravo), ovsem v AP jsou jednotlivé analyzy opakovatelné;si.
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Vliv sloZeni pufru na odezvu A Vliv sloZeni pufru s CI- na odezvu A
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Obrazek 71: Vliv slozeni pufru na vysku piku A na BDDE bez chloridt (vlevo, modra) a s chloridy
(vpravo, cervena). DPV, BRB pH 4,5 a6, AP pH 4,7 a 5,5.
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Obrazek 72: Vliv ptidavku chloridii na UA (prvni pik), G (druhy pik) a A (tfeti pik) na SPCE. DPV,
AP, pH 4,7, bez chloridi (modra) a s chloridy (¢ervena).
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Vv sloZeni pufruna UA + G + A
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Obrazek 73: Vliv ptidavku chloridti na UA (prvni pik), G (druhy pik) a A (tfeti pik) na BDDE. DPV,
AP, pH 4,7, bez chloridi (modra) a s chloridy (Cervena).

3.6. Optimalizace parametri simultanni elektrochemické detekce kyseliny

mocové, guaninu a adeninu

Z piedchozich méfeni vyplynulo, ze méfeni s chloridy poskytuje stabilnéj$i odezvy. Byl
zvolen kompromis mezi velikosti signalu a pfipadnymi zménami na referentni ¢asti, jelikoz
fosforecnany v BRB mohou reagovat se stiibrem pseudoreferentni elektrody, coz by méfeni
mohlo ovlivnit vic nez samotna pasivace pracovni elektrody. Proto byl pro dal$i méteni

zvolen octanovy pufr o pH 4,7.

Nasledujici kapitola se zabyva optimalizaci amplitudy a casu pulzu v DPV a amplitudy

a frekvence ve SWV. Parametry byly optimalizovany na SPCE na smési UA, G a A.

3.6.1. DPV

U DPV byla optimalizovana amplituda a ¢as pulzu. S rostoucimi hodnotami obou parametri
se velmi rychle zvySuji také proudy pozadi. Pro optimalni parametry bylo nejlepsi vybrat
takovou kombinaci amplitudy a Casu pulzu, kdy intenzita signali byla vysoka, ale proudové
pozadi bylo co nejmensi. Nejprve byla nastavovana amplituda pulzu za konstantni doby pulzu
25 ms (Obrazek 74). Proudy pikt vsech latek rostly az do amplitudy 50 mV, dale se pak
zvySovaly pouze pro G a A, ale pfi vyS$im pozadi. Pro UA piky dale klesaly, jako optimalni
byla proto zvolena amplituda 50 mV (Obrazek 75 vlevo). Nejintenzivnéjsi signaly vSech latek
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byly pii ¢asu pulzu 25 ms, vyssi doby pulzu piky snizovaly (Obrazek 75 vpravo). Optimalni

parametry pro méteni pomoci DPV byly proto amplituda pulzu 50 mV a ¢as pulzu 25 ms.

Optimalizace DPV
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Obrazek 74: Optimalizace parametru DPV, zvolena amplituda 50 mV a ¢as pulzu 25 ms (Cervena),

AP, pH 4,7.
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Obrazek 75: Optimalizace DPV, zavislost intenzity signald na amplitudé (vlevo) a ¢ase pulzu
(vpravo), UA (modra), G (zelena), A (Cervena), AP pH 4,7.

3.6.2. SWV

U SWYV byla optimalizovana frekvence a amplituda. Se zvétSovanim obou parametri opét
velmi rychle rostou proudy pozadi. Pro optimalni parametry bylo nejlepSi vybrat kombinaci
parametrii, kdy intenzita signalli byla vysoka, ale proudové pozadi bylo co nejmensi (Obrazek
76). U méfeni pii 20 Hz byl vysledny signal vinkovany, pfi zvySeni na 50 Hz doslo
k vysokému narustu proudd pozadi, vyska signall se jiz neméni (Obrazek 77 vlevo). V dalsim

optimalizacnim kroku byla zvolena frekvence 25 Hz, aby se pfedeSlo dalSimu zvySovani
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pozadi. Pfi malé amplitudé byly signaly mensi, nizké byly ale i proudy pozadi. Nejvyssi
signaly byly pii amplitudé 75 mV (Obrazek 77 vpravo), proto byla zvolena frekvence 25 Hz
aamplituda 75 mV. Vys§i amplituda sice ovliviluje pozadi SPCE, ale pozadi BDDE

ovlivnéno neni, zaroven jsou signaly vyssi.
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Obrazek 76: Optimalizace parametri SWV, zvolena amplituda 75 mV a ¢as pulzu 25 Hz (Cervena),

AP pH 4,7.
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Obrazek 77: Optimalizace SWV, zavislost intenzity signala na frekvenci (vlevo) a na amplitudé
(vpravo) pro UA (modra), G (zelend), A (Cervena), AP pH 4,7.
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3.7. Analytické parametry elektrochemické detekce smési Kkyseliny

mocové, guaninu a adeninu

Kalibraéni zavislost smési latek byla proméfena od koncentrace 1,25 umol-It do 50 umol-I:
pomoci DPV a SWV. Smés byla méfena v AP pii pH 4,7 na SPCE, BDDE i1 GCE.
V nasledujicich podkapitolach jsou uvedeny kalibracni zéavislosti, ¢ervené je uvedena plocha

pikil, modfe jejich vyska.

3.7.1. SPCE
Na SPCE byla smés proméfena 2x. Poprvé s vyuzitim jedné elektrody, podruhé s vyuzitim
nové elektrody pro kazdou koncentraci. Kazda koncentrace byla zméfena tikrat, v grafech

jsou uvedeny pouze prvni méteni. Pii opakovaném méfeni signaly klesaji.

3.7.1.1. DPV

Signaly latek pii kalibraci méfené vSechny na jedné elektrodé (Obrazek 78 vlevo) se
posouvaly s poctem méfeni a vys$simi koncentracemi k pozitivnéjs$im potencialim, jak uz bylo
ukdzano diive, zaroven mirn€ klesaly proudy pozadi s opakovanymi analyzami. V piipad¢
vyuziti vzdy nové elektrody pro kazdé méfeni nedochézelo k posuntim potencidli maxim

pikd, proudy pozadi kazdé elektrody se mirné 1isi (Obrazek 78 vpravo).
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Obrazek 78: Kalibrace smési UA, G a A na jedné SPCE (vlevo) a vzdy s novou SPCE pro kazdé
méfeni (vpravo). DPV, AP pH 4,7.

Linearni rozsah signalti UA pfi méfeni na jedné elektrodé (Obrazek 79 vlevo) je mensi a horsi
nez linearni rozsah s vyuzitim novych elektrod (Obrazek 79 vpravo), linearita zavisejici na

vysce piku 1 ploSe piku je obdobna. Analyzy s novymi elektrodami poskytuji vyssi signaly.
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Obrazek 79: Zavislost vysSky (modra) a plochy (Cervena) piku UA na jeji koncentraci na jedné SPCE
(vlevo) a s novymi SPCE pro kazdé méreni (vpravo). DPV, AP pH 4,7.

U G je linearni rozsah obdobny jako u UA, s vyuzitim novych elektrod (Obrazek 80 vpravo)
je lepsi nez pifi méfeni na jedné elektrodé, kde zjisténé zavislosti nejsou pfili§ linearni

(Obrazek 80 vlevo). Vysky piki jsou obdobné, ov§em pii méfeni na jedné elektrodé jsou piky

Sirsi.
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Obrazek 80: Zavislost vysky (modra) a plochy (¢ervena) piku G na jeho koncentraci na jedné SPCE
(vlevo) a s novymi SPCE pro kazdé méfeni (vpravo). DPV, AP pH 4,7.

Linearni rozsah detekce A je vétsi pii méteni s vyuzitim novych elektrod (Obrazek 81 vpravo)
neZ pii méteni na jedné elektrodé (Obrazek 81 vlevo). Pii méfeni na jedné elektrodé jsou piky

Sirsi, vyska je pfiblizné stejna.
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Obrazek 81: Zavislost vysky (modra) a plochy (¢ervena) piku A na jeho koncentraci na jedné SPCE
(vlevo) a s novymi SPCE pro kazdé méreni (vpravo). DPV, AP pH 4,7.

3.7.1.2.

SWV

Z divodu omezeného mnoZstvi tiSténych senzorl byla analyza pomoci SWV vzdy provadéna

jako druhé: na jedné elektrodé byl nejprve proméien jeden bod kalibrace pomoci DPV, poté

SWYV a tento postup byl aplikovan i pro proméfeni ostatnich bodu. Pti pouziti novych SPCE

K jednotlivym méfenim byla také nejprve zmétena DPV a poté SWV. U kalibrace na jedné

elektrodé (Obrazek 82 vlevo) byly proudy pozadi vyssi, ale piky rovnomérné narustaly se

zvySujici se koncentraci. Potencidly maxim se mirn¢ posouvaly ke kladnéj$im potencialim

s opakovanymi DPV analyzami. V piipad¢ kalibrace na vice elektrodach (Obrazek 82 vpravo)

je kalibrace nepiehlednéjsi, protoze elektrody maji riizny rozptyl proudii pozadi.
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Obrazek 82: Kalibrace smési UA, G a A na jedné SPCE (vlevo) a s novymi SPCE pro kazdé méteni
(vpravo). SWV, AP pH 4,7.

U UA je linearita kalibrace rozsahlejsi pfi méfeni na jedné elektrodé (Obrazek 83 vlevo), piky

dosahuji vysSich intenzit nez pfi méfeni na novych elektrodach (Obrazek 83 vpravo). Na

kalibra¢ni zavislosti s jednou SPCE lze ale vidét dva linearni rozsahy s vyss§i smérnici pfi
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nizsich koncentracich. U novych SPCE na kazdé méfeni ma kalibrace pouze jeden linedrni

rozsah.
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Obrazek 83: Zavislost vysky (modra) a plochy (¢ervena) piku UA na jeji koncentraci na jedné SPCE
(vlevo) a s novymi SPCE pro kazdé méfeni (vpravo). SWV, AP pH 4,7.

Signaly G dosahuji ptiblizné stejnych vySek pii méfeni na jedné elektrodé (Obrazek 84 vlevo)

1 pfi méfeni na novych elektrodach (Obrdzek 84 vpravo). Linearita odezvy je obdobna,

Z ploch pikt lepsi nez z vysek pikt. U vysek pikil na jedné elektrod¢€ je zavislost nelinearni,

ma dva lineadrni rozsahy.
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Obrazek 84: Zavislost vysky (modra) a plochy (¢ervena) piku G na jeho koncentraci na jedné SPCE
(vlevo) a s novymi SPCE pro kazd¢ méteni (vpravo). SWV, AP pH 4,7.

V ptipadé A je lepsi linearita na jedné elektrodé (Obrazek 85 vlevo) nez s vyuzitim novych

elektrod (Obrazek 85 vpravo). Ptfi opakovaném méfeni na jedné elektrodé dochazelo

k lepsimu prokreslovani signalu A a vysledna zavislost ma opét dva linearni rozsahy.
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Obrazek 85: Zavislost vysky (modra) a plochy (¢ervena) piku A na jeho koncentraci na jedné SPCE
(vlevo) a s novymi SPCE pro kazdé méfeni (vpravo). SWV, AP pH 4,7.

3.7.2. BDDE
Z divodu uspory elektrod byla celd kalibra¢ni zavislost u DPV i SWV zméfena pouze na

jedné elektrodé.

3.72.1. DPV
Signaly latek se na rozdil od méfeni na SPCE téméf neposouvaly v disledku stabilnéjsi
referentni ¢asti BDDE senzoru. Adenin, ktery byl ve smési pfitomen, se ale oxidoval az pfi

prili$ vysokych potencialech prakticky mimo potencialové okno elektrody (Obrazek 86).
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Obrazek 86: Kalibrace smési UA, G a A na BDDE. DPV, AP pH 4,7.

Linearita kalibrace UA (Obrazek 87) je vrozmezi 5 a 40 umol-I%, plochy i vysky pika

umérné nartistaji se zvySujici se koncentraci UA. I kdyzZ BDDE vykazuje mensi proudy
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pozadi a stabilni zakladni linii, zji§téné proudy pikii jsou mensi nez u SPCE a stejné tak je

mensi 1 citlivost detekce.
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Obrazek 87: Zavislost vysky (modra) a plochy (¢ervena) piku UA na jeji koncentraci na BDDE. DPV,
AP pH 4,7.

U G (Obrazek 88) je to podobné jako u UA. Linearni rozsah je velky, 1ze pozorovat dvé rtizné
smérnice pro niz$i a vyssi koncentrace G. Piky se posouvaji minimalné a zachovavaji si svou

Sitku po celou fadu méteni.

Kalibraéni zavislosti G

1,5 0,16
°
12 | y=0,0243x+0,1445 .9 ® ®
R?=0,9853 o .9 © { 0,12
el =
=977 [ o >
2 g { 008 &
0,6 r ..:::::.-’ <(Q
P y =0,003x +0,0112
0,3 - R? = 0,9928 0,04
O 1 1 1 1 1 1 1 1 O
10 20 30 40 50
¢ (umol-I71)

Obrazek 88: Zavislost vysky (modra) a plochy (cervena) piku G na jeho koncentraci na BDDE. DPV,

AP pH 4.7.
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3.7.2.2. SWV
Pti méfeni smési UA, G a A pomoci SWV je trend podobny jako u DPV. Pik adeninu se

ztraci v proudech pozadi, piky se téméf neposouvaji (Obrazek 89).
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Obrazek 89: Kalibrace smési UA, G a A na BDDE. SWV, AP pH 4,7.

V piipad¢ UA (Obrazek 90) i G (Obrazek 91) stoupa zavislost vySek i ploch pikd na

koncentraci tém¢eft linearné pro ob¢ latky.
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Obrazek 90: Zavislost vysky (modra) a plochy (¢ervena) piku UA na jeji koncentraci na BDDE. SWV,
AP pH 4,7.
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Kalibracéni zavislosti G
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Obrazek 91: Zavislost vysky (modra) a plochy (¢ervena) piku G na jeho koncentraci na BDDE. SWV,
AP pH 4,7.

3.73. GCE

3.7.3.1. DPV

Smés UA, G a A byla méfena pomoci DPV 2x. Poprvé bez lesténi elektrody pred kazdym
kalibra¢nim bodem (Obrazek 92 vlevo), poté s lesténim elektrody pted kazdym bodem
(Obrazek 92 vpravo). V prvnim piipadé se piky posouvaly k vy$§im potencialiim se zvysujici
se koncentraci a narustaly proudy pozadi. V druhém piipadé vysky pika zavisi na kvalité

nale$téni povrchu elektrody.
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Obrazek 92: Kalibrace bez lesténi (vlevo) a s lesténim GCE (vpravo). DPV, AP pH 4,7.

V piipadé méfeni bez lesténi elektrody dochazelo pii DPV analyze UA (Obrazek 93 vlevo), G
(Obrazek 94 vlevo) i A (Obrazek 95 vlevo) krychlé pasivaci elektrody, signaly stoupaly

pouze v nékolika prvnich méfeni, poté se jiz signaly nezvySovaly, a dokonce s vzrlstajici
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koncentraci I klesaly. V ptipadé¢ méteni s lesténim elektrody bylo dosazeno linearity v celém

rozsahu analyzovanych koncentraci u UA (Obrazek 93 vpravo), G (Obrazek 94 vpravo) i A

(Obrazek 95 vpravo), ovSem s horsi piesnosti, ktera zavisi na kvalité nalesténi elektrody.
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Obrazek 93: Zavislost vysSky (modra) a plochy (¢ervena) piku UA na jeji koncentraci bez lesténi GCE
(vlevo) a s lesténim GCE (vpravo). DPV, AP pH 4,7.
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Obrazek 94: Zavislost vysky (modra) a plochy (¢ervena) piku G na jeho koncentraci bez lesténi GCE
(vlevo) a s lesténim GCE (vpravo). DPV, AP pH 4,7.
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Obrazek 95: Zavislost vySky (modra) a plochy (Cervena) piku A na jeho koncentraci bez le$téni GCE
(vlevo) a s lesténim GCE (vpravo). DPV, AP pH 4,7.
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3.7.3.2. SWV

Smés UA, G a A byla po provedeni DPV analyzy métena také 2x pomoci SWV. Poprvé bez
lesténi elektrody pfed kazdym kalibra¢nim bodem (Obrazek 96 vlevo), ale po DPV, poté
s lesténim elektrody pied kazdym bodem (Obrazek 96 vpravo), ale opét po DPV. V prvnim
pripad¢ se zvysujici koncentraci, stejn¢€ jako u DPV, nartstaly proudy pozadi, ale vysky pika
se prili$ nezvySovaly. V druhém ptipadé opét velikost naméfenych signali zavisela na kvalité

nalesténi povrchu elektrody.
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Obrazek 96: Kalibrace bez lesténi (vlevo) a s lesténim GCE (vpravo). SWV, AP pH 4,7.

V piipadé méteni bez lesténi elektrody pro UA (

Obrazek 97 vlevo), G (Obrazek 98 vlevo) i A (Obrazek 99 vlevo) dochazelo k tGplné stejné
situaci jako u DPV — piky UA, G i A se vzristajici koncentraci spise klesaly, ¢i se jejich
vyska neménila. V ptipadé méteni s lesténim elektrody opét vyska i plocha signalu hodné

zavisela na leSténi elektrody. V oblasti nizsich koncentraci byla zavislost linearni u UA (

Obrazek 97 vpravo) a G (Obrazek 98 vpravo). Adenin byl skryt v pozadi elektrody, jeho

signal se objevil az pti vyssich koncentracich (Obrazek 99 vpravo).
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Obrazek 97: Zavislost vySky (modra) a plochy (¢ervena) piku UA na jeji koncentraci bez lesténi GCE
(vlevo) a s lesténim GCE (vpravo). SWV, AP pH 4,7.
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Obrazek 98: Zavislost vySky (modra) a plochy (Cervena) piku G na jeho koncentraci bez le§téni GCE
(vlevo) a s lesténim GCE (vpravo). SWV, AP pH 4,7.
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Obrazek 99: Zavislost vysky (modra) a plochy (¢ervena) piku A na jeho koncentraci bez lesténi GCE
(vlevo) a s lesténim GCE (vpravo). SWV, AP pH 4,7.

3.8. Dlouhodoba stabilita elektrod pri méreni smési kyseliny mocové,

guaninu a adeninu
technika nez DPV, ¢imz by se elektroda méla vice namahat a piipadna pasivace by se méla
rychleji projevit a byt prukaznéjsi. Smés byla vzdy proméiena v AP pti pH 4,7 50x ihned po

sobé&, prvni méfeni je na voltamogramech zobrazeno ¢erné, posledni cerveng.

3.8.1. Mensi koncentrace kyseliny moc¢ové, guaninu a adeninu
Nejprve byla na SPCE, BDDE a GCE proméiena smeés UA, G a A o koncentraci kazdé latky
5 umol-I"%. Byla sledovana stabilita nebo piipadné zmény v charakteru zékladni linie a pokles

pikt vSech latek v zavislosti na opakovanych métenich pomoci SWV.
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3.8.1.1. Mereni na SPCE

Pii méfeni na SPCE (Obrazek 100) byly viditelné signaly vSech ti latek. Se zvySujicim se
potencidlem nartstaly proudy pozadi. S opakovanym meéfenim nartstalo pozadi
V negativnéjSich potencialech, v pozitivnéjSich potencidlech s druhym a dalSim méfenim
pozadi mirn¢ klesa a pak se drZelo na ptiblizné stejné hodnoté. Vyska piku UA pii prvnim
meéteni byla 1,53 pA, pii poslednim 1,80 pA. Vyska piku G pfi prvnim méteni byla 3,98 pA,
pfi poslednim 6,34 pA a vyska piku A pfi prvnim méfeni byla 2,29 pA a pfi poslednim 4,92
pA.
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Obrazek 100: Dlouhodobé méfeni smési UA, G a A na SPCE pfi koncentraci latek 5 pmol-I"t. SWV,
50 skent ihned po sobé, AP pH 4,7.

3.8.1.2. Meéreni na BDDE

Pii méfeni na BDDE (Obrazek 101) byly proudy pozadi u vSech méfeni v negativnéjSich
potencialech ptiblizné stejné, u pozitivn€jSich potencidlii proudy pozadi mirné klesaly. Kvili
oxidaci A pifi vysokych potencidlech jsou vidét pouze signdly UA a G. Méfeni jsou
opakovatelnd, signaly stabilni. Vyska piku UA pfi prvnim méteni byla 0,10 pA, pii poslednim
0,16 pA a vyska piku G pfi prvnim méfeni byla 0,20 pA, pii poslednim méfeni 0,33 pA.
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Dlouhodobé méfeni BDDE
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Obrazek 101: Dlouhodobé méfeni smési UA, G a A na BDDE pii koncentraci latek 5 umol-I't. SWV,
50 skenti ihned po sobé, AP pH 4,7.

3.8.1.3. Méreni na GCE

Pfi méfeni na GCE (Obrazek 102) proudy pozadi mirné vzrlstaly, v pozitivnéjSich
potencidlech mirng klesaly, ¢imZ se o néco Iépe vykreslil signal adeninu. VySka piku UA pii
prvnim méfeni byla 0,53 pA, pii poslednim 0,42 pA, vyska piku G pfi prvnim méfeni byla
0,36 pA a pii poslednim 0,37 pA a vyska piku A pii prvnim méfeni byla 0,16 pA a pii
poslednim 0,15 pA.
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Obrazek 102: Dlouhodobé méfeni smési UA, G a A na GCE pfi koncentraci latek 5 pmol-17t. SWV, 50
skent ihned po sob¢, AP pH 4,7.
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3.8.2. VéEtsi koncentrace kyseliny mocové, guaninu a adeninu
Déle byla smés pfipravena o vyssi koncentraci 30 umol-I™? jednotlivych latek a proméfena

stejnym zptisobem jako v predchozi kapitole opét na vSech tfech elektrodach.

3.8.2.1. Meéreni na SPCE

Pribéh opakovanych SWV voltamogramii na SPCE s vyssi koncentraci latek (Obrazek 103)
je stejny jako prubéh u koncentrace nizsi (Obrazek 100). Ptiblizné po 20. méfeni doslo
K narustu proudu pozadi, ktery byl zplsoben nechténym pohnutim s méfici nadobkou
a elektrodou. Vyska piku UA pii prvnim méfeni byla 11,70 pA, pii poslednim 10,86 pA,
vyska piku G pii prvnim méfeni byla 14,68 pA a pfi poslednim 13,28 pA a vyska piku A pfi
prvnim méteni byla 9,48 pA a pti poslednim 8,48 pA.

Dlouhodobé méfeni CNTs SPCE

0.00014

0.00012 -

0.0001 |-

8E-51

1A

6E-5

4E-51

2E-5}

0_

0.1 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 11 12 1.3
E (V)

Obrazek 103: Dlouhodobé méfeni smési UA, G a A na SPCE pii koncentraci latek 30 pmol-1t. SWV,
50 skent ihned po sobé, AP pH 4,7.

3.8.2.2. Meéreni na BDDE

Priibéh opakovanych méfeni smési o vyssi koncentraci UA, G a A na BDDE (Obrazek 104) je
opét srovnatelné s méfenim S nizsi koncentraci latek (Obrazek 101), podobné jako v piipadé
experimentli s SPCE. Adenin neni mozné detekovat ani pfi této vyssi koncentraci. Vyska piku
UA pii prvnim méfeni byla 1,13 pA, pfi poslednim 1,15 pA a vyska piku G pfi prvnim méteni
byla 2,02 pA a pfi poslednim 2,15 pA.
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Dlouhodobé méfeni BDDE
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Obrazek 104: Dlouhodobé méfeni smési UA, G a A na BDDE pii koncentraci latek 30 pmol-1t. SWV,
50 skenti ihned po sobé, AP pH 4,7.

3.8.2.3. Méreni na GCE

Me¢fteni vyssi koncentrace latek na GCE (Obrazek 105) je pribehem srovnatelné s méfenim
niz8ich koncentraci (Obrazek 102). Signdly jsou lépe vyhodnotitelné (hlavné A), mirné se
meéni signal UA, ktery je s opakovanym meéfenim mensi a $ir§i. Vyska piku UA pfi prvnim
meéteni byla 3,76 pA, pti poslednim 1,60 pA, vyska piku G pfi prvnim méteni byla 2,71 pA
a pfi poslednim 2,19 pA a vyska piku A pfi prvnim méfeni byla 2,29 pA a pfi poslednim
1,48 pA.
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Obrazek 105: Dlouhodobé méfeni smési UA, G a A na GCE pii koncentraci latek 30 pmol-1"t. SWV,
50 skenu ihned po sobé, AP pH 4,7.
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3.8.3. Opakovana méreni smési kyseliny mocové, guaninu a adeninu v delSim
casovém tseku

Poslednim testem dlouhodobé stability elektrod v modelové smési UA, G a A bylo opakovani

SWYV analyz na jedné elektrodé¢ po 18 minutdch. Métfeni bylo provedeno opét 50x a byla

zvolena vyssi koncentrace latek 30 pmol-I™%, aby byly zmény signalt dobie viditelné.

3.8.3.1. Mereni na SPCE

V piipadé opakovani po ¢ase na SPCE (Obrazek 106) je pribéh méfeni obdobny jako pii
okamzitém meéfeni, ¢asova prodleva nema na pribéh voltamogramu vliv. Vyska piku UA pfi
prvnim méfeni byla 13,98 pA, pfi poslednim 16,01 pA, vyska piku G pii prvnim méteni byla
14,71 pA a pfi poslednim 19,55 pA a vyska piku A pfi prvnim méteni byla 10,40 pA a pfi
poslednim 19,16 pA.
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Obrazek 106: Dlouhodobé méteni smési UA, G a A na SPCE pfi koncentraci latek 30 umol-1™t. SWV,
50 skenti s prestavkou 18 min, AP pH 4,7.

3.8.3.2. Mereni na BDDE

Pii opakovaném méfeni po ¢ase na BDDE (Obrazek 107) je prubéh voltamogrami opét
podobny S méfenim bez casové prodlevy. V tomto piipadé pouze dochdzelo k mirnému
nariistu pozadi u niz§ich hodnot potenciéli, ktery ovliviiuje signal UA, a pokles proudi u piku
G neni tak vyrazny. Vyska piku UA pti prvnim méteni byla 0,89 pA, pfi poslednim 0,81 uA
a vySka piku G pfti prvnim méfeni byla 1,77 pA a pii poslednim 1,71 pA
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Dlouhodobé méfeni BDDE
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Obrazek 107: Dlouhodobé méfeni smési UA, G a A na SPCE pii koncentraci latek 30 pmol-1t. SWV,
50 skenu s ptrestavkou 18 min, AP pH 4,7.

3.8.3.3. Méreni na GCE

Pii méfeni na GCE s €asovou prodlevou (Obrazek 108) se signdly posouvaji k pozitivnéj$im
neposkytuje. Vyska piku UA pfi prvnim méteni byla 3,44 pA, pii poslednim 0,73 pA, vyska
piku G pfi prvnim méteni byla 2,57 pA a pfi poslednim 1,35 pA a vyska piku A pfi prvnim
méteni byla 1,80 pA.
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Obrazek 108: Dlouhodobé méteni smési UA, G a A na SPCE pfi koncentraci latek 30 umol-1™t. SWV,
50 skenu s ptrestavkou 18 min, AP pH 4,7.
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3.9. Stabilita elektrod pri opakovaném méreni vzorki moci potkana

Zavereénym experimentem ohledné stability elektrod bylo testovani tisténych senzord na
praktickych vzorcich moc¢i potkana. Prvnim vzorkem byla mo¢ potkana bez ozafeni —
negativni kontrola o pH 7 odebrana po 72 hodinach (NK 1). Druhym vzorkem byla mo¢ bez
ozafeni potkana — negativni kontrola 0 pH 8 odebrana po 48 h (NK 2). Poslednim vzorkem
byla mo¢ potkana po ozareni kobaltovym zafi¢em davkou 3 Gy a odebrana po 48 hodinach.
Tyto vzorky zmrazené v plastovych mikrozkumavkach poskytlo pracovisté Univerzity
obrany, Fakulta vojenského zdravotnictvi, Katedra radiobiologie. Méfeni probihalo ptimo bez
dalsich uprav po kapnuti 50 pl vzorku na elektrody tiSténych senzori. Vzhledem k obsahu
fady dalSich latek, které mohou byt elektroaktivni, byla u téchto vzorkl sledovana pouze
celkova zména voltametrické odezvy po opakovanych méfeni. Jejich identifikace je mimo

téma této diplomové prace.
3.9.1. Negativni kontrola 1

3.9.1.1. Meéreni na SPCE

Pii prvnim méfeni vzorku pomoci SWV (Obrazek 109) se objevil ndznak signalu okolo
0,15V a pik okolo 0,95 V. Tento pik po dalSich opakovanich vymizel, zaroven se zvysil pik
okolo 0,85 V a i signal okolo 0,2 V. Pfi nizkych potencidlech doslo ke vyraznému zvySeni

proudu pozadi.
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Obrazek 109: Vzorek NK 1 mé&feny na SPCE. SWV, 50 skenti ihned po sob&, AP pH 4,7.
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3.9.1.2. Mereni na BDDE
Pfi prvnim voltamogramu se objevil pouze jeden velky signal okolo 0,9 V, coz vykazuje

podobnost s mé&fenim vzorku na SPCE (Obrazek 110). Po 50 méfenich signal zcela vymizi.
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Obrazek 110: Vzorek NK 1 méteny na BDDE. SWV, 50 skenti ihned po sobé, AP pH 4,7.

3.9.2. Negativni kontrola 2

3.9.2.1. Meéreni na SPCE

V ptipad¢ druhého vzorku negativni kontroly méfeného na SPCE (Obrazek 111) byly pfi
prvnim méfeni vidét 3 signaly — prvni pii 0,3 V, druhy pii 0,6 V a tieti pii 0,9 V. VSechny
tyto signaly po opakovani analyz klesaly, az zcela vymizely. Pti nizkych potencialech také

vzristaly proudy pozadi.
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NK 48 h CNTs SPCE
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Obrazek 111: Vzorek NK 2 mé&feny na SPCE. SWV, 50 skent ihned po sobé, AP pH 4,7.

3.9.2.2. Meéreni na BDDE

Pti méfeni druhého vzorku na BDDE (Obrazek 112) je viditelny velky signal okolo 0,7 V,
naznak signalu pti 0,5 V a okolo 1,2 V tieti signal, ktery neni viditelny cely, nebot’ 1,2 V byl
potencial, do kterého byl zaznam proméfen. Po opakovéni analyz ale vSechny tyto signély

vymizely.

NK 48 h BDDE
=1
6E-5 |

5E-5

Obrazek 112: Vzorek NK 2 méfeny na BDDE. SWV, 50 skenti ihned po sobé&, AP pH 4,7.
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3.9.3. Vzorek po ozareni

3.9.3.1. Meéreni na SPCE

V piipadé vzorku po ozareni (Obrazek 113) byly pii prvnim méfeni viditelné tii signaly — pfi
0,45V, 0,65 Va 0,9 V. Signaly opét s opakovanym métenim klesaly, pti 0,85 V se objevil
vyhodnotitelny signal. Tento signal je na SPCE obdobny jako u vzorku NK 1.
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Obrazek 113: Vzorek po ozareni mefeny na SPCE. SWV, 50 skenti ihned po sobé, AP pH 4,7.

3.9.3.2. Mereni na BDDE
Pfi méfeni vzorku po ozéfeni se objevil jeden obrovsky signal pti 0,8 V (Obrazek 114), ktery

ale po padesati méfenich zcela vymizel, coZ je obdobné jako u vzorku NK 2.
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Obrazek 114: Vzorek po ozateni méfeny na BDDE. SWV. 50 skenti ihned po sobé, AP pH 4,7.
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ZAVER

V piipad¢ tisténych senzori je tieba dobfe zvolit pracovni prostfedi. Ptidavek chlorida
stabilizuje referentni ¢ast, ale zplisobi posun signalti do pozitivnéjSich potenciald o i vice nez
100 mV. Opakovana méieni pak maji mensi posuny pikli nez méfeni bez pridavku chloridu,
ale mize se stat, ze nékteré latky jiz nebude mozné zaznamenat, protoze se jejich signaly

posunou do prili§ vysokych potencidll a prekryje je pozadi elektrody.

BDDE umoziuje méfit opakovana meétfeni roztokli organickych latek s relativné stabilni
odezvou, ale citlivost je mensi nez u SPCE. V nékterych piipadech nelze analyzované latky

detekovat pfi nizkych koncentracich kvuli nizsi citlivosti v porovnani s SPCE.

Pii méfeni kalibra¢nich zavislosti nastavaly komplikace pfi kalibraci u SPCE, pro lepsi
vysledky je potieba pouzit pro kazdé mefeni novou elektrodu. Opakovana méfeni jsou mozna,
ale je tu riziko, ze odezva nebude opakovatelnd, mize dochdzet k pasivaci jak pracovni, tak

I referentni Casti senzoru (podle prostiedi).

Pti opakovanych méfenich dochazi vétSinou ke zménam proudd pozadi, kdy se zvysSuji
proudy Vv nizsich potencialech a klesaji ve vysSich u SPCE. U BDDE zmény nejsou tak
vyrazné.

vvvvv 4

Pfi testovacich méfenich ve slozitéjSich vzorcich se méni pribéh voltametrické odezvy
s opakovanim méteni — signaly se mohou posouvat, vzrustat, ¢i zcela vymizet. Dle prvnich
méteni vzorkil profil latek, které mohou indikovat poskozeni DNA, ve vzorcich klesa (vzorek
s ozéafenim téchto latek obsahuje nejvic, vzorek po 72 hodinach nejméné), protoze télo tyto
latky opravuje a vyluCuje. Pokud dojde k né€jakému poskozeni, po delsim case se latky

vyskytuji v té€le v menSim mnozstvi.
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