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Abstrakt:

Nadorova onemocnéni jsou jednou z nejcastéjSich pfi¢in imrtnosti po celém svéte,
Z tohoto duvodu, je vénovana velkd pozornost protinddorovym Ié¢iviim. Doxorubicin spada
do kategorie nejpouzivanéjSich nadorovych 1éc¢iv. Metodou elektrochemické impedancni
spektroskopie byly zkoumany vlastnosti zlatych elektrod bez nanesenych nanocastic
aelektrod snanesenymi zlatymi nanoc¢asticemi. Pomoci voltametrickych méfeni jsme
detekovali doxorubicin a zkoumali interakce doxorubicinu s oligonukleotidy na zlatych
elektrodach bez nanocéstic a elektrodach modifikovanymi zlatymi nanoc¢asticemi.

Abstract:

Cancer diseases are one of the leading causes of mortality worldwide, for this reason,
great attention anticancer drugs. Doxorubicin falls into the category of the most widely used
cancer drugs. The method of electrochemical impedance spectroscopy were investigated
properties of golds electrodes without deposit nanoparticles and electrodes with deposit gold
nanoparticles. Using voltammetric measurements we detected doxorubicin and investigated
the interaction of doxorubicin with oligonucleotides on gold electrodes without nanoparticles
and electrodes modified with gold nanoparticles.

Klicova slova:

Deoxyribonukleova kyselina, Doxorubicin, Impedance, Impedanéni spektroskopie,
Voltametrie
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I. Uvod

Srostoucim poctem nadorovych onemocnéni je vénovdna velkd pozornost
protirakovinnym 1é¢iviim. Jednim z nejvice vyuzivanych 1éCiv je antracyklinové antibiotikum
doxorubicin. Doxorubicin se fadi mezi nejrozsifenéjsi protinadorova antibiotika interagujici
s DNA a je béZné pouzivan k 1é¢b¢ leukémii, Hodgkinova a non-Hodgkinova lymfomu, stejné
jako rakoviny mocového méchyte, prsu, zaludku, plic, vajecnikd, stitné zldzy, mekkych tkani
a zhoubnych nadorG kosti, mnohocCetného myelomu a dalSich. Doxorubicin se pomoci
interkalace navaze do molekuly DNA, kde inhibuje jeji syntézu a tak zastavuje rakovinné

bujeni.

V poslednich letech se elektrochemické metody spolu s nanotechnologiemi staly
nepostradatelnou  soucasti analyzy molekuly DNA. Elektrochemickd impedanéni
spektroskopie nam umoznuje studovat jevy na povrchové upravenych elektrodach. V této
praci byly pouzity elektrody modifikované zlatymi nanotyCinkami a zlaté elektrody bez
nanocastic. Voltametrické techniky byly vyvinuté na zaklad¢é objevu polarografie v roce 1922
uéinénym Ceskym chemikem Jaroslavem Heyrovskym, jemuz byla za tento objev roku 1959
udélena Nobelova cena za chemii. Voltametrické metody nam umoziuji kvantitativni
stanoveni anorganickych i organickych latek v roztoku, studium redoxnich dé&ju nebo studium
adsorpénich procest. Tyto elektrochemické metody nam poskytuji specifické a velmi citlivé

informace o sekvencich DNA.

II. Cile prace

1) Sumarizovat literarni data o DNA, doxorubicinu, impedancni spektroskopii
a voltametrii

2) Charakterizovat nanostrukturované elektrody pomoci impedanéni spektroskopie

3) Impedanéni méfeni DNA bez navazaného doxorubicinu a S navazanym
doxorubicinem na nanostrukturovanych elektrodach

4) Voltametrickdi méfeni snavazanym a nenavazanym doxorubicinem na

nanostrukturovanych elektrodach



III. Teoreticka cast

1. Deoxyribonukleova kyselina - DNA

V roce 1953 byla objevena charakteristicka struktura DNA. Za timto objevem stal
James Watson a Francis Crick, ktefi za ni roku 1962 obdrzeli Nobelovu cenu za fyziologii
amedicinu. DNA patfi mezi nukleové kyseliny a na rozdil od ribonukleové kyseliny je
charakteristicka pfitomnosti thyminu, v RNA je thymin nahrazen uracilem. Poznani struktury
DNA predstavovalo zdsadni prilom v mnoha oblastech biologickych véd a mediciny,
zejména ztoho divodu, Ze ndm umoznilo pochopit mechanismus uchovéani genetické
informace. DNA nese informace o syntéze viech proteinti v buiice. Useky DNA nesouci
informaci o syntéze bilkovin se nazyvaji strukturni geny. DNA je makromolekula, ktera je
zpravidla tvofena dvéma komplementarnimi polynukleotidovymi fetézci opacné polarity.
V téchto fetézcich jsou jednotlivé nukleotidy navzajem vazany fosfodiesterovou vazbou, a to
mezi tfetim uhlikem molekuly pentosy jednoho nukleotidu a patym uhlikem molekuly
pentosy nasledujiciho nukleotidu. RozliSujeme pét zakladnich dusikatych bazi nukleovych
kyselin, které se d€li na purinové a pyrimidinové. Mezi purinové patii adenin a guanin a mezi
pyrimidinové, cytosin a thymin a uracil. Oba druhy bazi jsou zobrazeny na obrazku (Obr. 1)
a (Obr. 2). [1]

NH, (9]
I |
C N C N
NZ6 5C~ 7 HN 7 7SC7
H(I:Z al /CH (l: | CH
30~ ® N C
\N/ \N HZN/ \N/ \N
H H
Adenin Guanin

Obr. 1: Purinové baze [19]
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Obr. 2: Pyrimidinové baze [19]

Parovani bazi

Pii parovani bazi se vzdy vaze jedna purinova baze s jednou bazi pyrimidinovou.
Adenin se vaze s thyminem prostiednictvim dvou vodikovych mistki a cytosin s guaninem
pomoci tii vodikovych mustkt, jak znazornuje (Obr. 4). Pomér poc¢tu adeninu k thyminu
a guaninu Kk cytosinu je vzdy stejny, z ¢ehoz vyplyva, ze v molekule DNA je stejny pocet
purinovych a pyrimidinovych bazi. Spojenim dusikaté baze a cukerné slozky N-glykosidovou
vazbou, vznika slou¢enina, ktera se nazyva nukleosid. Nukleotid vznika po navazani kyseliny
fosfore€né pomoci esterové vazby na deoxyribdzu nejCastéji v pozici 3¢ nebo 5. Cukernd
slozka je zobrazena na (Obr. 3).

OH

Deoxyribosa

Obr. 3: Cukerna slozka [19]
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Obr. 4: Parovani bazi v molekule DNA [19]

Primarni struktura DNA

informaci o rezistenci k nékterym antibiotikim.

Sekundarni struktura DNA

12

Primarni struktura DNA je dana pofadim nukleotidli v polynukleotidovém fetézci.
Molekula DNA se nejcastéji vyskytuje ve formé dvouvldknové molekuly, ve formé
jednovldknové molekuly se vyskytuje v mens$i mife. Déle rozliSujeme druhy DNA, které

vykazuji kruhovou molekulovou strukturu. Vyskytuje se naptiklad u plazmidi, kde nese

Polynukleotidovy fetézec zaujima v prostoru charakteristickou strukturu. Retézce
DNA jsou nejcastéji stocené do pravotoCivé Sroubovice, které mohou zaujimat B-formu nebo
castéjsi A-formu. Obr. 5 zobrazuje pravotocivou sroubovici DNA. Dale rozlisujeme Z-formu,
u niz fetézce zaujimaji levotoCivou strukturu Sroubovice. Vzdy je vyuzita konformace, kterd
je energeticky nejvyhodnéjsi. Nejvyznamnéjsi roli pii stabilizaci DNA hraji vodikové mitistky
a hydrofobni interakce. [1]



3’ B

Obr. 5: Pravotodiva Sroubovice molekuly DNA [19]

Replikace DNA

Replikace DNA je proces, pii kterém dochazi k rozpojeni dvousroubovice DNA
anaslednému pfipojeni volnych nukleotidi na rozvinuté tuseky podle pravidla
komplementarity bazi. Je-li v prvnim fetézci adenin, pak ve druhém naproti adeninu lezi
thymin a proti cytosinu lezi guanin. Timto zptisobem vznikaji z ptivodni dvojité spiraly DNA
dv¢ stejné kopie s totoznou genetickou informaci. U eukaryontnich bun¢k probiha replikace
DNA v jadie béhem S-faze bunécného cyklu za spoluucasti mnoha enzymt. Misto ve, kterém

......
.....

vvvvv

strany diskontinualné ve sméru 5’ —> 3’. Déle pak DNA polymeraza ptipojuje k jednotlivym
deoxyribonukleotidiim jejich komplementarni protéjsky. Jednotliva vlakna jsou v replikacni
vidlici (Obr. 6) opacné orientovana. Opacnou orientaci dochazi k tomu, ze jeden fetézec je
syntetizovan kontinualn¢ a druhy, se za nim opozd'uje, musi byt syntetizovan pies Okazakiho
fragmenty.  Okazakiho fragmenty jsou kratké useky DNA, které jsou pii replikaci
ptipojovany ke zpozdénému vlaknu DNA, protoZze DNA-polymeraza je nukleotidy schopna

spojovat pouze ve sméru 5° —> 3°.
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Syntéza obou fetézcl vyzaduje pritomnost RNA primeru, ktery se vdze na stejném
misté jako helikdza. V poslednim stadiu jsou vSechny RNA primery odstranény a iseky DNA
jsou spojeny do fetézce. [2]

dsDNA

ot
/%M?fmﬁ \ ™
LA "-I\h\L\L ¥, I \ \ I'._

'

sSDNA

-« Replikaéni
vidlice

90 .

DNA

Helikaza
Obr. 6: Replikaéni vidlice [19]

Denaturace DNA

K denaturaci dochazi pii zahiati molekuly DNA na uréitou teplotu, kterd roste
S poctem guaninovych a cytosinovych bazi v DNA. Nejcastéji se pouziva postup, kdy se
molekula DNA zahfteje na teplotu 95 °C. Pfi této teploté dochazi k rozpojeni dvousroubovice
DNA na samostatné polynukleotidové fetézce. Denaturace DNA se vyuZziva napiiklad pfi
polymerazové fetézové reakci, sjeji pomoci mizeme namnozit potifebny usek

polynukleotidového fetézce. [2]

2. Doxorubicin

Doxorubicin se fadi mezi znama a hojn¢ uZivana antracyklinové antibiotika. Jedna se
0 protinddorova lé€iva s Sirokym spektrem ucinnosti, vyvijend uz od roku 1950. Zakladem
vSech antracyklinovych antibiotik je tetracyklicky antrachinonovy skelet, na ktery je vazan
aminocukr daunosamin. Antracyklinovd cytostatika maji vyrazné cervené zabarveni diky
zminénému antrachinonovému jadru. [3] Doxorubicin je antibiotikum produkované bakterii
Streptomyces peucetius. Byl syntetizovan o 10 let pozdéji nez jeho predchuidce daunorubicin,
Ktery mél vyrazné uzsi pole pisobnosti. Strukturu obou 1é¢iv si mizeme prohlédnout na
(Obr. 7). Doxorubicin se fadi mezi nejrozsSifenéjsi protinadorova antibiotika interagujici

s DNA a je béZné& pouzivan k 1écbé leukémii, Hodgkinova a non-Hodgkinova lymfomu, stejné

vvvvvv
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a zhoubnych nadord kosti, mnohocetného myelomu a dalsich. Doxorubicin interkaluje do
DNA, coz vede K inhibici replikace a transkripce a generuje volné radikaly, ¢imz dochazi
k poskozeni DNA nebo peroxidaci lipidi. [14] Nejdalezit€jsi ucinek doxorubicinu
pfedstavuje inhibice topoizomerazy Il, jejiz funkce spocivd v navazani se na dvousSroubovici
DNA, Vv jejim pieruSeni a opétovném spojeni, ¢imz umozni separaci chromozomu pii mitdze.
V disledku utlumu topoizomerazy II nedochazi k opétovnému spojeni fetézci a vzniklé
zlomy v DNA maji pro buniku letalni G¢inky. I pies tyto G¢inky neni zcela zfejmé, jaky je
presny mechanismus U¢inkii doxorubicinu na nador. A proto stale probihd vyzkum této
problematiky. [4]

TH.N
OH?

Daunorubicin Doxorubicin

Obr. 7: Protinadorova lé¢iva: Daunorubicin (vlevo) a Doxorubicin (vpravo) [25]

Interkalace

Pojem interkalace vyjadifuje vmezeteni nizkomolekularni latky do molekuly DNA.
Jedna se o nekovalentni vazbu protirakovinného 1é¢iva do DNA, coz vede k zastaveni syntézy
makromolekuly. Proces interkalace doxorubicinu do dvoufetézcové DNA a interakci
doxorubicinu a jednofetézcové DNA zobrazuje (Obr. 8). Doxorubicin interaguje s DNA

tvorbou vodikovych vazeb ptes antrachinonovy kruh. [13]
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Obr. 8: Interkalace Doxorubicinu do dsDNA (vlevo) [14] a interakce Doxorubicinu s sSSDNA [13] (vpravo)
Nepriznivé ucinky doxorubicinu

projevit v nékolika stadiich. RozliSujeme akutni, subakutni, chronickou a pozdni
kardiotoxicitu. Akutni se projevuje v prub¢hu 1é¢by, a objevuje se velmi ziidka, subakutni
bezprostfedné po ukonceni 1écby, chronicka v fadech mésicti po ukonceni 1écby a pozdni az
nékolik let po ukonceni lécby. Kardiotoxicita zplsobuje zavazné poskozeni srdecniho
svalu. [3]

Méreni s doxorubicinem

Studium interakci doxorubicinu intenzivné probiha jak s ssDNA (jednofetézcova), tak
i s dsDNA (dvouietézcova). Mechanismus interakce doxorubicinu s ssDNA zatim neni zcela
jasny, pfitazlivé sily jsou predevsim elektrostatické. Interakce doxorubicinu s dSDNA se
projevi interkalaci do struktury dsDNA, pficemz hlavnimi cili doxorubicinu jsou baze
cytosinu a guaninu. Analyzou nukleovych kyselin s pomoci voltametrickych metod a visici
rtutové kapky ziskame dva signaly. Prvnim je redukéni signdl adeninu a cytosinu (CA pik)
a druhym je oxidacni signal guaninu. Interkalujici doxorubicin se vaze mezi guaninové
acytosinové baze a tim mlzeme pozorovat klesajici pik guaninu po navazani

protirakovinného 1é¢iva. [14]

Z méfeni provedenych pomoci square-wave voltametrie (SWV) na jednofetézcovych
oligonukleotidech (ssODN) vyplyva, Ze interakce s ssSODN se projevi piiblizné linearnim
poklesem CA piku v zavislosti na dobé interakce a mirnym narustem DOXO signalu
(redukéni pik doxorubicinu). Jako pracovni elektroda byla pouzita rtutova kapkova elektroda,
kde plocha kapky méla 0.4mm?2. Pokles CA signalu indikuje navazani doxorubicinu. Bylo

vypozorovano, ze oteviena struktura ssODN usnadfiuje doxorubicinu interakci s jednotlivymi
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bazemi. Toto tvrzeni potvrzuji i vysky pikd, které jsou u ssODN vyssi nez u dsODN, coz

signalizuje snadné&j$i detekci jednotlivych bazi. [20]

Doxorubicin mize byt na elektrodu pfichycen nékolika zpiisoby. Bud'to miize byt
potiebné mnozstvi pipetou naneseno na povrch pracovni elektrody a nechéa se urcitou dobu
kumulovat, nebo lze stejnym zptsobem naneseny doxorubicin deponovat elektrochemicky.
Kumulace doxorubicinu probiha vétSinou v rozmezi 10 — 300 min, ale nejsou vyjimkou i delsi
Casové intervaly. Doxorubicin Ize také rozpustit v roztoku elektrolytu, do kterého nasledné

ponoiime elektrody.

Abychom docilili stabilni vrstvy dSDNA a SSDNA na povrchu zlaté elektrody, je nutné
ji modifikovat thiolovymi skupinami nebo dal§imi molekulami (biotin), které zvysi afinitu ke
zlatému povrchu elektrody. Na rtutovych a uhlikovych elektrodach vytvari oligonukleotidy
stabilni vrstvu i bez thiolovych skupin. [22]

Nejcastéji pouzivané pracovni elektrody

Mezi nejcastéji pouzivané elektrody uzivané pii analyze DNA a doxorubicinu patii
rtutova elektroda, glassy carbon (skelny uhlik), modifikované zlaté elektrody a rtzné typy
uhlikovych elektrod. Vysoce citlivou metodu pro elektrochemickou detekci doxorubicinu

poskytuji uhlikové elektrody modifikované uhlikovymi nanotrubicemi.
Rtut'ové elektrody

Emil Palecek v roce 1958 prokazal elektroaktivitu nukleovych kyselin a o tii roky
pozdéji byla publikovana prvni prace zahrnujici informace o adsorpci nukleovych kyselin na
povrch rtutové elektrody. Rtut’ se uplatituje pii méfeni Vv negativnich rozsazich potenciali,
kde lze pozorovat redukéni piky bazi nukleovych kyselin. Redukéni pik cytosinu a adeninu
pozorujeme V okoli potencidlu -1,45 V. Redukéni signal guaninu detekujeme ve velmi
negativnich hodnotach potencialu, kde je zkreslen vylu¢ovanim vodiku na povrchu elektrody.
Z tohoto diivodu pozorujeme pouze oxidacni signal guaninu na potencidlu -0,3 V. Uvedené
informace jsou vyobrazeny na (Obr. 9), ktery byl pofizen pomoci cyklické voltametrie.
Vyhodou rtutové elektrody je lehce obnovitelny a vysoce reprodukovatelny povrch.
Nevyhodou je vysoka toxicita rtuti. Nevhodnost méfit v pozitivnich potencidlech vyplyva
zZ toho, ze jiz S hodnotou potencialu 0,1 V dochazi k elektrochemickému rozkladu rtuti. [23]
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Obr. 9: Voltamogram ODN s redukénim pikem cytosinu a adeninu (CA) a oxidaénim pikem guaninu (G) [23]

Uhlikové elektrody

Pro pozorovani oxida¢nich d&ji, které probihaji pfi pozitivnich potencialech,
vyuzivame uhlikové elektrody. K oxidaci bazi nukleovych kyselin dochazi pii znaéné
pozitivnich potencidlech. Oxidace purinovych bazi probihd kolem potencialu +1 V pro
guanin a oxidace adeninu kolem potencialu +1,2 V. Oxidaci purinovych bazi znazoriuje
(Obr. 10). Thymin a cytosin oxiduji jesté pti vysSich potencialech, ptiblizné +1,3 V. Mezi
uhlikové elektrody se tfadi naptiklad skelny uhlik (glassy carbon) nebo pastova uhlikova
elektroda (carbon paste electrode) a v neposledni fadé také jiz zminované uhlikové elektrody
s uhlikovymi nanotrubicemi. Nanocastice na povrchu elektrody zvySuji jeji elektroaktivni
plochu a tim i vyrazné zvysi citlivost. [23]

Proud [uA]
Aox

704

50 4

304

0.8 1 1.2 1.4 1.6

Napéti [V]

Obr. 10: Voltamogram ODN s oxida¢nim pikem guaninu (Gox) a adeninu (Aox) [23]
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3. Impedancni spektroskopie

Impedance

Impedance je veli¢ina reprezentujici zdanlivy odpor soucastky a fazovy posuv napéti
oproti proudu pfi priichodu harmonického stfidavého proudu. Je zakladni vlastnosti, kterou
potfebujeme znat pro analyzu stifidavych elektrickych obvodii. Vzhledem k tomu, ze se
impedance odvozuje z fazort, které jsou komplexnimi ¢isly, | impedance je komplexni ¢islo.
Protoze je impedance komplexni veli¢inou mizeme ji vyjadfit souctem redlné a imagindarni
slozky. Impedance je frekvenéné zavisla a jeji jednotkou je ohm (€2). Komplexni rovinu
impedance zobrazuje (Obr. 11).

Z=Re+jIm, (1)
|Z| = VRe? + Im? 2
Re
8 0 T ©
sing = —o 4)
? = VRez+im? ’
Z=|zle”, (5)

kde Zje oznaceni impedance, Re je realna slozka impedance, Im je imaginarni slozka
impedance a posledni vyraz vyjadiuje Euleriv tvar komplexniho ¢isla, kde ¢ je uhel mezi

kladnou ¢asti osy x a ptfimkou spojujici bod Z s pocatkem.

Tim 4

-

Obr. 11: Komplexni rovina impedance
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Elektrochemicka impedanc¢ni spektroskopie - EIS

EIS je pouzivéana pro studium elektrochemickych systémil. V naSem piipad¢ se jedna
0 studium dé&ji na povrchové upravenych elektrodach. Dale Ize tuto metodu vyuzit pro méfeni
rychlosti chemickych reakci, koroze nebo pfenosu ¢astic. Princip méfeni spociva v piivedeni
sinusového napéti s malou amplitudou na systém elektrod ponofenych do elektrolytu a poté

métime proudovou odezvu. [5]

Rs

Obr. 12: Nahradni elektricky model impedance

Néhradni elektricky obvod impedance na (Obr. 12) zahrnuje odpor Rs, ktery
predstavuje odpor elektrolytu, kapacitu elektrické dvouvrstvy Cdl, odpor pienosu naboje Rct
a Warburgovu impedanci Zw, ktera reprezentuje transport ionti zroztoku k povrchu
elektrody. Na (Obr. 13) je zobrazen Nyquistiv diagram, jenz je tvofen polokruhovitou ¢asti,
kterou pozorujeme pii vysokych frekvencich a linearni casti, kterou pozorujeme pfii
frekvencich nizkych. Polokruhovitd ¢ast ja zavisld na prenosu naboje pies elektrodovou
dvouvrstvu vznikajici na rozhrani elektroda-elektrolyt. Jestlize je pfenos naboje rychly, pak je
polokruhovitd ¢ast velmi mald, s klesajici rychlosti pfenosu naboje se polokruhovitd ¢ést
zvétSuje. Polokruhovitd ¢ast Nyquistova diagramu je tedy zavisla na odporu Re;. Linearni ¢ést
odpovidd Warburgové impedanci, kterd charakterizuje rychlost difuze iontl k elektrod¢.

V idealnim piipadé svira linearni ¢ast priabéhu s realnou osou tihel 45°. [11]
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Obr. 13: Nyquistiv diagram [5]

Elektrodova dvouvrstva

Elektrodovou dvouvrstvu tvofi vrstva elektricky nabitych ¢astic nebo dipolt vznikajici
na rozhrani elektroda-elektrolyt. Elektrodova dvouvrstva je sloZzena ze dvou rozhrani, kovové
elektrody nebo elektrody z jiného vodivého materialu a elektrolytu. Cetnost elektroni
a adsorbované ionty na povrchu elektrody uréuji jeji néboj. Casti elektrodové dvouvrstvy
muzeme jesté¢ rozdelit na nékolik dil¢ich struktur. Prvni je vnitini Helmholtzova vrstva, ktera
je tvofena molekulami rozpoustédla a adsorbovanymi ionty. Na ni navazuje vng&jsi
Helmholtzova vrstva, ktera reflektuje imaginarni rovinu prochazejici sttedem solvatovanych
iontl. Posledni ¢ast obsahuje oblast rozptylenych iontl, je tedy tvotfena elektrolytem a nazyva

se diftzni vrstva. Obr. 14 zobrazuje rozhrani mezi elektrodou a difazni vrstvou.
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IntermniHelmholtzova vrstva  Vnéjsi Helmholtzova vrstva

Obr. 14: Elektrodova dvouvrstva [11]

Elektrodova dvouvrstva ma kapacitni charakter. Celkova kapacita dvouvrstvy

Cal je déana sériovym spojenim kapacity Helmholtzovy vrstvy Cy a kapacity vrstvy difuzni
Coir.

—=—+— (6)
Cai Cu  Cpir
Cu-Cpif
Cil.—m——— 7
d Cu+ Cpif ()
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V difuzni vrstvé klesa potencial s rostouci vzdalenosti od elektrody az K nule, coz

znazornuje (Obr. 15).

] |
vl |
I |
| | Zaporn¢ nabita
I |
| | diftzni vrstva
|
| |
| |
I I
| |
Kladné nabitd | | |
) | | Elektrolyt
cast i i
| |
| |
| |
| |
| |
D
|
: | Potencial
| |
! !
i
i ! Vzdalenost
| |
Vnitini Helmholtzova Vnéjsi Helmholtzova
vrstva vrstva

Obr. 15: Pribéh potencialu na dvouvrstvé [11]

4. Voltametrie

Voltametrie je elektrochemicka analytickd metoda vyvinutd na zékladé¢ objevu
polarografie. Princip voltametrie spoéiva v méfeni zavislosti proudu na napéti, které je
pfivadéno na elektrody ponofené v roztoku. [9] Pouzivame tiielektrodovy systém, jenz je
tvofen referentni, pomocnou a pracovni elektrodou a v souc¢asné dobé je vyuzivan mnohem
vice nez systém dvouelektrodovy. Jako referentni elektrody pouzivame témét vyhradné
kalomelové a argentchloridové elektrody, dale pak vodikové elektrody. Referentni elektroda
ma mit idealn¢ konstantni hodnotu napéti, aby se pomoci ni mohla nastavovat hodnota napéti
na pracovni elektrodé. Platinova elektroda se velmi Casto uziva jako pomocna elektroda, ptes
tuto elektrodu prochazi proud. Pracovni elektrody mohou byt rtutové, platinové, zlaté,
uhlikové, glassy karbonové (skelny uhlik). Povrch pracovni elektrody vyzaduje peclivou
udrzbu, také musime pouzivat takovy rozsah pracovniho potencidlu, aby nedochézelo
k elektrochemickému rozkladu materialu elektrody. Potfebny potenciostat zajistuje, aby mezi
pracovni a pomocnou elektrodou protékal takovy proud, aby mezi pracovni a referencni

elektrodou byl dodrzen pozadovany napétovy prubéh. Voltametrické metody vynikaji svou
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ptfesnosti a citlivosti. Dale pak svou rychlou analyzou. V analytické chemii je voltametrie
vyuzivana pro kvantitativni stanoveni anorganickych i organickych latek v roztoku, pro

studium oxidac¢nich a redukénich procesu, reakénich mechanismui a adsorp¢nich procesu. [9]
Cyklicka voltametrie

Cyklickd voltametrie se stala dilezitou a Siroce pouzivanou elektroanalytickou
technikou v mnoha oblastech chemie. Velice ¢asto se pouziva pro studium redoxnich procest
nebo pro analyzu vlastnosti roztoki. Je zalozena na zménach pouzitého potencialu na
pracovni elektrodé pii zaznamenavani proudu. PocateCni hodnotu napéti s Casem linearné
zvySujeme az k limitni hodnoté napéti, po dosazeni této hodnoty se sken obrati a zacne se
vracet K pocatecni hodnoté napéti, dosazenim pivodni hodnoty napéti je cyklus ukoncen.
Trojthelnikovy cyklus na (Obr. 16) znazoriiuje jeden cyklus voltametrie. Jednotlivé cykly
mohou probihat rtiznou rychlosti. Cim rychleji dany cyklus probihd, tim vétsi chybou je

zatizen. [9]

Obr. 16: Pribéh prikladaného napéti pro cyklickou voltametrii

Voltamogram

Zaznam ziskany meéfenim pomoci voltametrie se nazyva voltamogram, vyjadiuje
zavislost proudu na napéti. Pomoci tohoto zaznamu jsme schopni urcit naptiklad koncentraci
nebo slozeni vzorku z vySky (velikosti proudu) a polohy namétenych pika (velikost napéti

vV misté vrcholu piki). Obr. 17 zobrazuje typicky prubéh cyklické voltametrie s vyzna¢enymi
piky.
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Obr. 17: Voltamogram [11]

Mezi dulezité parametry cyklického voltamogramu patii pik anodického proudu Ip,
a katodického proudu Ip; a velikost anodického napéti Ep, a katodického napéti Ep; v polohach
ptislusnych pikd. [15]

Pii dopfedném skenu se oxidovana forma Ox redukuje, coz je zobrazeno v rovnici (8),
(vznika katodicky pik) a naopak pfi zpétném skenu se redukovana forma R oxiduje (vznika
anodicky pik). Pfi téchto déjich dochazi ke spotfebé castic v okoli pracovni elektrody. Dalsi

castice se k elektrodé dostavaji difzi nebo migraci. [11]
Ox + ne —» R, (8)

Standardni klidové napéti mizeme ziskat pomoci vzorce (9).

EO - EPa;— EPc’ (9)

Tento potencial ndm udava schopnost redoxniho systému pievést jednoho z redoxnich

partnerti do oxidované formy.
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Diferencné pulzni voltametrie

Diferen¢né¢ pulzni voltametrie je velmi uZzitecnad technika pro stanoveni stopového
mnozstvi organickych i1 anorganickych latek. Impulzy pevné velikosti poloZzené na linearni
potencidlovou rampu jsou aplikovany na pracovni elektrodu. Obr. 18 zobrazuje excitaéni
signal pouzivany pro diferen¢né pulzni voltametrii. Kazdy potencidlovy impulz je nastaven
vrozsahu 10 — 100 mV. Pro kazdy impulz je ve dvou bodech méten proud. Nejprve je
registrovan proud tésné pied vyslanim pulzu a dale pak proud tésné pied ukoncenim pulzu.
Vysledny proud Ai je uréen rozdilem zminénych proudt, jak je uvedeno v rovnici (10).
AE udava velikost pulzu. [11]

= i(ty) —i(ty), (10)

Potencidl E [V]

f//m////mkﬂ/ﬂ/ru _______ T

Cas [s]
Obr. 18: Excitaé¢ni signal pro DPV [11]

Vysledny voltamogram se sklada z proudovych piki, jejichZ vysky jsou pfimo umérné
koncentraci analytu. Charakteristicky zaznam ziskany pomoci diferenéné pulzni voltametrie
je zobrazen na (Obr. 19). Poloha piku poskytuje kvalitativni informaci, vyska piku udava
kvantitativni informaci. [11]
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Obr. 19: Charakteristicky pribéh DPV [11]

Square-wave voltametrie

Voltametrie s pravothlym budicim signalem (square-wave voltmetry) je typem pulzni
voltametrie, kterd nabizi vyhody vysoké citlivosti a rychlosti. Principem metody je ptivedeni
potencidlu, ktery je modulovany napétovymi pulzy pozitivnimi a negativnimi proti

potencialové rampé. Tento linearné ménici se potencial je zobrazen na (Obr. 20). [17]

Potencidl E [V] .

:Lq— Cyklus 1—»

if

E;

V Cas [s]
M¢teni

proudt

Obr. 20: Potencialovy pribéh vkladany na pracovni elektrodu
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Béhem jednoho cyklu je dvakrat zaznamenavan proud na konci kazdého pulzu. Takto
ziskame hodnoty propustného proudu is a reverzniho proudu iy, Z jejichZ rozdilu je pocitan
vysledny proud, jak je vidét v rovnici (11). Velic¢ina AE, udava vysku impulzu a AE; popisuje

posun impulzu na zac¢atku kazdého pulzu. [17]
Ai =iy, (11)

M¢feni pomoci square-wave voltametrie je ve srovnani s diferenéné pulzni voltametrii
citlivéjsi. Nevyhodou této metody je velka citlivost na jakékoliv neclistoty, které mohou

vyrazn¢ ovlivnit naméfené hodnoty.

5. Vyroba nanostrukturovanych elektrod

Zlaté nanotycinky

Zlaté nanotyCinky (Obr. 21) jsou zhlediska biomediciny velmi rozsifenym
a uzitecnym nastrojem pro sledovani analyti. Jejich vyhoda spociva ve schopnosti absorbovat
blizké infradervené zareni (Near-infrared, NIR). Toto elektromagnetické zafeni se pohybuje
v rozmezi vlnovych délek 700 — 1000 nm. Na rozdil od viditelné oblasti elektromagnetického
zafeni vykazuje NIR dvé Zzadouci vyhody. Prvni zvyhod je nizka auto-luminiscence
nanoty¢inek a druha je maly rozptyl zafeni na nanoty¢inkach. Diky témto vlastnostem jsou
nanotyCinky vysoce citlivé. Hluboké pronikani NIR zafeni poskytuje podrobné informace
0 struktute zkoumanych latek. [6]

Obr. 21: Zlaté nanoty¢inky [12]

28



Vyroba zlatych nanotyc¢inek

Zlat¢ nanotyCinky ziskdvame elektrochemickou syntézou, s jejiz pomoci se na
povrchu katody redukuji zlaté ionty. Produktem z redukce je elementarni zlato. Zlato muize
byt formovano do pozadovaného tvaru pomoci vhodné Sablony. Tyto Sablony klasifikujeme
na m&kké a tvrdé. Tvrdé Sablony se nanesou na povrch elektrody a vytvoii porézni valcové
prostfedi, ve kterém pak zlato roste. Klasickou a Casto uzivanou Sablonu (masku) tvori
porézni oxid hlinity, ktery byl vytvofen elektrochemickym oxidovanim hlinikové vrstvy
nanesené na vodivém povrchu. Pii anodizaci hliniku dochazi ke vzniku uspotadanych port.
Do takto vzniklych port je elektrochemicky redukovano zlato z elektrolytu. Po depozici zlata
je maska odstranéna a ziskame tak povrch pokryty zlatymi nanotyCinkami. Cely proces je
zobrazen na (Obr. 22). [6]

Elektrochemické syntéza pomoci mekkych Sablon byla poprvé popsana v roce 1997.
M¢kké masky jsou tvofeny micelami, jako jsou naptiklad hexadecyltrimethylamonium
bromid. Funkce mékkych Sablon je stejna jako tvrdych. [6]

4— ~ 1um Al

Substrat

r AlO3
IR ¢ T e

— Tenka vrstva AL2O:

T T

Obr. 22: Vyroba zlatych nanoty¢inek [6]
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IV. Material a metody

1. Elektrody

Mg¢fieni probihala na zlatych elektrodach bez nanocastic a elektrodach pokrytych
zlatymi nanoc¢asticemi. Pti vyrob¢ zlatych nanostruktur byla na kifemikovou vrstvu nanesena
vrstva titanu a hliniku, ktery byl nasledné oxidovan na porézni aluminiovou masku. Do takto
vzniklé masky bylo nasledné deponovano zlato. Po odleptani masky byl ziskan povrch
modifikovany zlatymi nanocasticemi. Na (Obr. 23) je zobrazena maska oxidu hlinitého
a ziskané zlaté nanostruktury. Na (Obr. 24) je zobrazena hola zlata elektroda a elektroda se
zlatymi nanocasticemi. Elektrody bez nanocastic byly vyrobeny napafenim vrstvy titanu
a vrstvy zlata. Litograficky pak byla vymezena elektroaktivni plocha elektrod.

Fo

SEM HV: 15.00 kV WD: 3.029 mm MIRA\ TESCAN
View field: 1.083 ym  Del: InBeam rd
SEM MAG: 200.00 kx

L o WS .. aha Y - i T
SEM HV: 15.00 kV WD: 4.306 mm MIRAW TESCAN
View field: 2.889 pm  Det: InBeam 500 nm i
SEM MAG: 100.00 kx LabSensNanon

LabSensNano n

Obr. 23: Maska Al,O3 (vlevo) a zlaté nanostruktury (vpravo)

30



Elektroda se zlatymi nanocasticemi

Obr. 24: Hola zlata elektroda a elektroda se zlatymi nano¢asticemi

Na (Obr. 25) jsou zobrazeny povrchy nanostrukturovanych elektrod. Obrazy jsou

potizeny pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu.

SEM H 00 kV WD: 4.002 mm MIRAW TESCAN ~ SEM HV: 15.00 kV WD: 4.002 mm Loivvtvoi] MIRAW TESCAN
View field: 9.631 ym  Det: InBeam 2pm 7 View field: 2.889 ym  Det: InBeam 500 nm i
SEM MAG: 30.00 kx LabSensNano n SEM MAG: 100.00 kx LabsensNanon

Obr. 25: Povrchy se zlatymi nanoty¢inkami

31



2. Impedancni spektroskopie

Impedan¢ni spektroskopie byla méfena pomoci piistroje WAUTOLABII/FRA2
v rozsahu frekvenci 500 kHz — 0,1 Hz s amplitudou 20 mV. K charakterizaci elektrod byly
pouzity roztoky K,SO, (Lachema Neratovice) nafedéné do pozadovanych koncentraci
(0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM, 10 uM, 100 uM, 1 mM a 10 mM). K méfeni byla pouzivana
pracovni cela s tfielektrodovym zapojenim. Jako referentni elektroda byla pouzita elektroda
argentchloridova Ag/AgCIl/3M KCI a jako pomocna elektroda platinova. Pred zahajenim méfeni
byla méfici cela Cisténa v ultrazvuku v 0,1 M kyseling sirové po dobu deseti minut. Elektrody
byly elektrochemicky zbaveny necistot pomoci cyklické voltametrie (scan rate 100 mV/s), pti
Které byly ponofeny v roztoku 0,1 M kyseliny sirové. Demineralizovana voda byla pfipravena
piistrojem Aqua Osmotic 02 (Aqua Osmotic, Tinov, Ceska republika) a nasledné purifikovana za
pouziti Millipore RG (Millipore Corp., USA, 18MQ).

Na (Obr. 26) je znazornéno nastaveni piistroje ;AUTOLABIII pro méfeni impedanéni
spektroskopie.

Frequency range Integration time calculation
First applied frequency 500000 Hz Integration time {maimum}) 0.125 s
Last applied frequency 0.1 Hz Integration cycles (minimum} 1
MNumber of frequencies 50
Frequency step Wave type
Significant digits 5 & Linesr @ Single sine
Amplitude @ Logarthmic 5 sines
Amplitude 0.08 v Square root 15 sines
J| RMS
E Replace ] | Add | | Clear
Frequency (Hz)  Ampltuds (V)  Wave type Irtegration time  Minimum number of cycles to integrate -
b 0.08 [Single sine [+ ] 0,125 1 =
2 | 364570 008 |Single sine |« (0125 1
3 | 266410 003 |Single sine | [0.125 1
4 | 154460 0.08 |Single sine |+ (0125 1
5 (141540 0.0 |Single sine |« (0125 1
E [ 103610 002 |Single sine | (0125 1
7 | 75629 008 |Single sine | [0.125 1 -

ok || Cancel

Obr. 26: Nastaveni pFistroje pAUTOLABI I pro impedanéni méieni

Dale byla méfena impedance pro zlaté a nanostrukturované elektrody Snavazanym
a nenavazanym doxorubicinem. Impedanéni méfeni probihala ve fosfatovém pufru o koncentraci
100 uM. Na elektrody bylo po dobu deseti minut akumulovano 10 pl doxorubicinu o riznych
koncentracich. Koncentrace doxorubicinu (3,125 pg/ml, 6,25 ug/ml, 12,5 pg/ml, 25 ug/ml,

32



50 pug/ml a 100 pg/ml). Po akumulaci byla elektroda oplachnuta v demineralizované vodé
a zméfena. Kazdé meéfeni bylo dvakrat opakovano. Na (Obr. 27) je zobrazen pfistroj

LAUTOLABIII s jehoz pomoci byla vSechna méfeni provadéna.

Obr. 27: hJAUTOLABIII [21]

3. Voltametrické metody

Pomoci voltametrickych metod jsme charakterizovali vlastnosti zlatych elektrod
a vlastnosti elektrod se zlatymi nanotyfinkami bez navadzaného a snavdzanym
doxorubicinem. M¢éfeni probihala ve fosfatovém pufru o koncentraci 0,1 M. Na oba typy
elektrod jsme akumulovali rizné koncentrace doxorubicinu (3,125 ug/ml, 6,25 ug/ml,
12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 ug/ml a 100 pg/ml). Voltametricka méfeni byla provedena pomoci
ptistroje ;LAUTOLABIII. K méfeni byla pouZzivana méfici cela s tfielektrodovym zapojenim.
Referentni elektroda byla argentchloridova Ag/AgCl/3M KCl a pomocna elektroda byla

platinova.

Fosfatovy pufr o koncentraci 0,1 M a pH = 7: NaH,P0,.2H,0 + Na;HPO4.2H,0. Ob¢
slou¢eniny byly ziskany od spole¢nosti Sigma-Aldrich.

Oligonukleotidy byly ziskany od firmy Sigma-Aldrich. Koncentrace oligonukleotidt
byla 40 ng/ml.

Doxorubicin byl zakoupen od firmy (Sigma-Aldrich).
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V. Vysledky

1. Charakterizace zlatych elektrod pomoci EIS

Pomoci impedanéni spektroskopie jsme stanovili impedancni charakteristiky zlatych
elektrod v celém rozsahu frekvenci pro rizné koncentrované roztoky siranu draselného.
Postupné¢ byly proméfeny pribéhy v celém rozsahu koncentraci na ctyfech zlatych
elektrodach. Kazdé méfeni bylo tiikrat opakovano z diivodu ustdleni systému. Pro prezentaci
vysledkd bylo vzdy pouzito tfeti méteni jednotlivych koncentraci na jednotlivych elektrodach.
Pted kazdym métenim byl roztok probublavan dusikem pro odstranéni sorbovaného kysliku.

Obr. 28 zobrazuje frekvenéni charakteristiky v celém rozsahu koncentraci siranu draselného.

3500
3000 + =—0,01 uM
0,1 uM
2500 1 uM
T 2000 —10 uM
= 100 puM
E 1500 | 1 mM
10 mM
1000 +
500 -
O - 1 1 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Re [k€2]

Obr. 28: Frekvenéni charakteristiky v celém rozsahu koncentraci

Na (Obr. 29) je zobrazen vyfez prubéht impedanci pro jednotlivé koncentrace siranu
draselného. Z namétenych hodnot je vidét, ze s rostouci koncentraci roztoku se zmenSovala
polokruhovitd ¢ast impedance a rostla ¢ast linedrni. V koncentrovanéj$im roztoku je vice
iontd, a ¢im je jejich mnozstvi vyssi, tim je rychlej$i 1 jejich pienos, coz ma vliv na
polokruhovitou ¢éast impedance, kterd se s rostouci rychlosti pfenosu iontd rychle zmensuje.
Na impedancnich pribézich mizeme pozorovat dvé polokruhovité ¢asti, coz miZe byt
zpusobeno rozhranim titanu a zlatého povrchu. Tento jev se projevuje vice u pribéht pro

mén¢ koncentrované roztoky.
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Obr. 29: Vyfez frekvenénich charakteristik

Obr. 30 popisuje zavislost realné slozky impedance v bodech lokalniho maxima
impedanéniho pribéhu na koncentraci. Porovnanim jednotlivych prubéht ziskame piedstavu

o0 tom, jak jsou si jednotlivé elektrody podobné z hlediska svych vlastnosti.

300

250 =0— 1. zlata elektroda
==2. zlata elektroda

200 | —i—3. zlata elektroda

—e—4. zlata elektroda

50

0 1
0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
Koncentrace [uM]

Obr. 30: Zavislost realné ¢asti impedance na koncentraci
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2. Charakterizace nanostrukturovanych
elektrod pomoci EIS

U elektrod s nanesenymi zlatymi nanocasticemi jsme provedli pomoci EIS stejnou
charakterizaci jako u holych zlatych elektrod, shrnuti vysledkd zobrazuje (Obr. 31, 32, 33).
Postupné jsme proméiili Ctyii nanostrukturované elektrody Vv celém rozsahu koncentraci.

Mg¢feni probihala za stejnych podminek jako u holych zlatych elektrod.

1400
—0,01 uM
1200 +
0,1 uM
1000 -1 uM
— —10 uM
C 800 |
= 100 uM
$ 600 |- § 1 mM
// 10 mM
400 |
7 /
200 | 1 (
0 l¢ —t 1 1 1 1
-10 190 390 590 790 990

Re [kQ]

Obr. 31: Frekvenéni charakteristiky v celém rozsahu koncentraci

Obr. 32 zobrazuje zvétseny vyiez z celého spektra, které je zobrazeno na (Obr. 31) tak,
abychom si mohli prohlédnout polokruhovitou ¢ast impedance. S rostouci koncentraci siranu

draselného se polokruhovita ¢ast impedance sniZuje.

36



100
90
o | —0,01 M
70 | _2’1 ”m
g ° —10 ﬁM
e 0 ——100 uM
oA —1 mM
30 - 10 mM
20
10 +
0 . . . . .
-5 15 35 55 75 95
Re [kQ]

Obr. 32: Vyfez frekvenénich charakteristik

Obr. 33 vyjadfuje zavislost realné slozky impedance na koncetraci. Porovnanim
jednotlivych pribéht zjistime, které elektrody vykazuji podobné vlastnosti. Nejvice podobné
elektrody poté pouzijeme pro nasledujici méfeni, tak abychom mezi nimi mohli porovnavat

namétené vysledky s navazanymi oligonukleotidy a doxorubicinem.

160
=0— 1. zlaté nanocastice
140
=—2. zlaté nanodastice
120 | =3, zlaté nanocastice
100 | =@—4. zlaté nanocastice
G
= 80
Q
[~
60
40

20

O 1 1
0,01 0,1 1 10 100 1000 10000

Koncentrace [uM]

Obr. 33: Zavislost realné sloZky impedance na koncentraci
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Na (Obr. 34) jsou zobrazeny zavislosti realnych slozek impedance na koncentraci.
Zavislost je logaritmickd v logaritmickych soufadnicich. Realné slozky impedance byly
odecCteny v bodech lokalnich maxim v prubézich impedance. Vysledny graf na (Obr. 34) je
prumérem ptedchozich ¢&tyf méfeni na (Obr. 30, 33) a vyjadiuje, ze elektrody se
impedance elektrod se zlatymi nanocasticemi je zptusobena jejich vétsi elektroaktivni plochou
V porovnani s holymi zlatymi elektrodami. Z tohoto duvodu jsou elektrody se zlatymi

nanocasticemi citliveéjsi.

200
2 @ ploché zlaté elektrody
150 y =-15070In(x) + 117220
M elektrody se zlatymi

100 - nanodcasticemi
S =
K y =-5422In(x) + 41783 ®

50
0 [ |
_50 1 1 1 1 1
0,01 0,1 1 10 100 1000 10000

Koncentrace [uM]

Obr. 34: Zavislost realné slozky impedance na koncentraci

7

3. Impedancni méreni interakce ODN a

doxorubicinu

Meéfteni impedancénich pribéht na (Obr. 35, 36, 37, 38) probihalo ve fosfatovém pufru
0 koncentraci 100 uM. Pted akumulaci oligonukleotidii jsme proméfili samotné elektrody ve
fosfatovém pufru, abychom védéli, jak se elektroda v daném pufru chova. Na holé zlaté
elektrody a elektrody se zlatymi nanocasticemi jsme nechali 20 hodin akumulovat
oligonukleotidy. Po akumulaci oligonukleotidii jsme elektrody oplachli destilovanou vodou

a znovu je proméfili, ziskané priibéhy jsou v nésledujicich grafech oznaceny zkratkou ODN.

cv v
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Doxorubicin jsme nechali deset minut akumulovat, potom jsme elektrodu oplachli
destilovanou vodou a proméfili ji, takto jsme postupovali pro kazdou koncentraci
doxorubicinu. Kazdé méteni bylo dvakrat opakovano pro ustaleni systému. Vzniklé pribehy

pro ruzné koncentrace doxorubicinu jsou popsany na (Obr. 35, 36, 37, 38).

1800

1600

1400 |

1200 - —fosfatovy pufr 0,1 M
g 1000 —ODN 40 ng/ml
E 800 | —=DOXO0 3,125 pg/ml

600 |

a0 | —D0X0 6,25 pug/ml

200 |- =—=DOXO 25 ug/ml

0 ! ! ! !
0 200 400 600 800 1000
Re [kQ]

Obr. 35: Frekvenéni charakteristiky holé zlaté elektrody s ODN a doxorubicinem

S vyssi koncentraci doxorubicinu se polokruhovitd ¢ast impedance zmensuje
stale vice, jak zobrazuje (Obr. 36).

20

18

16

= fostatovy pufr 0,1 M

14
= 12 —ODN 40 ng/ml
% 10 =—=DOXO0 3,125 pg/ml
T8 —DOX06,25 pg/ml

6

A =—=DOXO 25 ug/mi
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0 1 1

0 5 10 15 20

Re [kQ]

Obr. 36: Vy¥ez frekvenénich charakteristik holé zlaté elektrody s ODN a doxorubicinem
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Obr. 37: Frekvenéni charakteristiky nanostrukturované elektrody s ODN a doxorubicinem

Obr. 38 popisuje, jak se polokruhovita ¢ast impedance po akumulaci oligonukleotida

mirné zvysila, coZ odpovida teorii.

20
18 —fosfatovy pufr 0,1 M
16 ——ODN 40 ng/ml
14
. —=DOXO0 3,125 ug/ml
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0
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Obr. 38: Vyfez frekvenénich charakteristik nanostrukturované elektrody s ODN a doxorubicinem
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4. Voltametricka meéreni

Voltametricka detekce doxorubicinu

Postupné byly proméfeny metody square-wave voltametrie a diferenéné pulzni
voltametrie. Pfred méfenim byly elektrody elektrochemicky o¢istény pomoci cyklické
voltametrie. VSechna méfeni probihala za pokojové teploty. Na oba typy elektrod jsme
nechali akumulovat 10 pl roztoku doxorubicinu o riznych koncentracich. Kumulace
probihala po dobu 10 minut. Pouzité oligonukleotidy modifikované thiolovou skupinou, ktera
je dualezita pro vytvofeni stabilni vrstvy na povrchu zlaté elektrody a zlatych nanotycinek,
jsme nechali akumulovat 20 hodin na povrsich elektrod. Rozsah pouzitého potencialu byl
-0,75 — (-0,4) V. Na (Obr. 39, 40) jsou zobrazeny prub&hy popisujici navazani doxorubicinu
na holé zlaté elektrody pomoci square-wave voltametrie (SWV) a diferenéné pulzni
voltametrie (DPV).

10

o1 ——fosfatovy pufr 0,1 M

——DO0XO0 3,125 pg/ml
——=D0OX0 6,25 pg/ml
—DOX0 12,5 pg/ml

Proud [pA]
[e)}

5 ——DOX025  pg/ml
4 ——DOXO 50 ug/ml
3 DOX0 100  ug/mi
) ! ! !

-0,75 -0,65 -0,55 -0,45

Napéti [V]

Obr. 39: SWV na holé zlaté elektrodé s doxorubicinem

U obou metod pozorujeme v zavislosti na koncentraci postupné se zvySujici pik
doxorubicinu kolem potencialu -0,6 V.
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Obr. 40: DPV na holé zlaté elektrodé s doxorubicinem

Elektrody s nanesenymi zlatymi nanocasticemi poskytuji Vv zavislosti na koncentraci
doxorubicinu ve srovnani se zlatymi elektrodami vys$si piky, coz je zpusobeno jejich vétsi
elektroaktivni plochou. Na (Obr. 41, 42) jsou zobrazeny pribéhy ziskané pomoci square-wave
voltametrie (SWV) a diferen¢né pulzni voltametrie (DPV).

4,5
4 r ——fosfatovy pufr 0,1 M
35 | —DOXO0 3,125 png/ml
.<Et.- 3 | ——DOX0 6,25 pg/ml
3 —DOXO0 12,5
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2 A
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L5 ~—DOX0 100  pg/ml
1 1 1 1
-0,75 -0,65 -0,55 -0,45
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Obr. 41: SWV na nanostrukturované elektrodé s doxorubicinem
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Obr. 42: DPV na nanostrukturované elektrodé s doxorubicinem

V nésledujicich grafech (Obr. 43, 44) je zobrazena zavislost koncentrace doxorubicinu
na vySce piku u obou typa elektrod. Oba grafy jsme sestrojili pomoci hodnot ziskanych
z ptedchozich méfeni, které jsou zobrazeny na (Obr. 39, 40, 41, 42). Z grafi je patrné, ze holé
zlaté elektrody jsou pfi vysSich koncentracich doxorubicinem jiz nasyceny, a proto se piky se
zvySujici se koncentraci doxorubicinu dale nezvysuji. U elektrod s nanesenymi zlatymi
nanocasticemi je zavislost linedrni, coz ndm udava, Ze piky stile rostou 1 pii vysSich
koncentracich doxorubicinu. Tento jev je zplsoben tim, Ze nanostrukturované elektrody maji
diky svému modifikovanému povrchu zlatymi nanotyCinkami vétsi elektroaktivni plochu.
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Obr. 43: Zavislost koncentrace doxorubicinu na vysce piki SWV
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Obr. 44: Zavislost koncentrace doxorubicinu na vys$ce piki DPV
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Voltametricka méreni interakce ODN a doxorubicinu

Charakteristickou vlastnosti pfi méfeni ve fosfatovém pufru sholymi zlatymi

elektrodami je pik kolem potencialu +1 V. Tento pik se po akumulaci oligonukleotidy zvysi.

Po aplikaci doxorubicinu se jeho vyska snizi, coz zna¢i navazani oligonukleotidii na povrch
elektrody a naslednou interakci doxorubicinu s ODN. Velikost snizeni piku je zavisla na

koncentraci doxorubicinu, s vyssi koncentraci dochazi k vétsimu poklesu. Tento jev zobrazuji

(Obr. 45, 46), které byly pofizeny pomoci SWV a DPV. Rozsah pouzitého potencialu byl

-0,7 — 1,2 V. Vychazeli jsme z prace, ve které byl stejnym zptisobem detekovan cytochrom c.
[24] Dale je na téchto obrazcich vidét pik kolem +0,2 V, ktery signalizuje detekci ODN

(s postupnymi ptidavky doxorubicinu klesa v disledku interakce oligonukleotidii a 1éCiva)

a pik znézoriiujici pfidavek doxorubicinu se projevuje kolem napéti -0,6 V a postupné roste.

25
20
<15
=
e)
3
S 10 L
& DOXO
ODN
5 | \
O 1 1 1
0,7 0,2 0,3 0,8
Napéti [V]

——fosfatovy pufr 0,1 M
——ODN 40 ng/ml
——DOX0 3,125 ng/ml
—DOX06,25 ug/ml
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Obr. 45: SWYV na zlaté elektrodé s ODN a doxorubicinem
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Obr. 46: DPV na zlaté elektrodé s ODN a doxorubicinem
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Obr. 47: Zvétseny pik ODN

Obr. 47 znézoriiuje postupné klesajici ODN pik v zavislosti na rostouci koncentraci
doxorubicinu. Na nanostrukturovanych elektrodach jsme nedokazali Zadné vysledky naméfit,
protoze dochazelo k jejich poskozeni zplsobené Sirokym rozsahem potencialu, ktery byl

nezbytny pro detekci doxorubicinu a ODN.
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VI. Zaver

Pfed zahajenim impedanc¢nich méfeni s oligonukleotidy a doxorubicinem byla
provedena charakterizace zlatych elektrod bez nanocastic a elektrod s nanesenymi zlatymi
nanoc¢asticemi pro ruzn€ koncentrované roztoky siranu draselného. Z charakteristik
impedan¢ni spektroskopie zjiStujeme, ze srostouci koncentraci roztoku se zmenSovala
polokruhovita ¢ast impedance a rostla Cast linedarni. Z namétenych hodnot jsme sestrojili
grafy, které zndzoriiuji zavislost realné slozky impedance Vv bod¢ lokalniho maxima na
koncentraci. Podobnost jednotlivych priabéhti nam udava, jak podobné jsou si vlastnosti
zkoumanych elektrod. Podobné elektrody se pak mohou pouzit tak, abychom mezi nimi mohli
porovnavat namétené vysledky. Z naméfenych vysledki vyplyva, Ze nanostrukturované
citlivéjsi elektrodu. Dalsi méfeni probihala ve fosfatovém pufru o koncentraci 100 uM. Na
oba typy elektrod jsme nechali 20 hodin akumulovat oligonukleotidy. Z méfeni bylo
vypozorovano, ze naakumulované oligonukleotidy zvysi impedanci elektrody, coz je
v souladu s teorii. Po akumulaci ODN jsme na elektrody postupné nanaseli zvysujici se
koncentrace doxorubicinu a pozorovali zmensovani polokruhovité ¢asti impedance.

Pomoci voltametrickych metod jsme charakterizovali vlastnosti zlatych elektrod
a vlastnosti elektrod se zlatymi nanocasticemi bez navazaného a s navazanym doxorubicinem.
Na voltamogramech zméfenych pomoci square-wave voltametrie a diferenéné pulzni
voltametrie pozorujeme pik kolem -0,6 V, ktery signalizuje pfitomnost doxorubicinu. Na
zlatych elektrodach jsme detekovali oligonukleotidy kolem +0,2 V. Fosfatovy pufr vykazoval
charakteristicky pik kolem +1 V. Tento pik se zvysil po navazani ODN a poté se postupné
snizoval s kazdou aplikovanou davkou doxorubicinu. Pokles zna¢i navazani doxorubicinu
a jeho interakci s ODN. Detekce ODN na elektrodach s nanesenymi zlatymi nanoc¢asticemi
nebyla uskute¢néna z divodu rozpousSténi elektrod ve zvoleném potencidlovém okné.
V rozsazich -0,7V — 1,2 V bylo mozné detekovat ODN pouze na zlatych elektrodach bez
nanostruktur.
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