VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE
BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

Y
W

. |
iz

/

FAKULTA ELEKTROTECHNlKY A KOMUNIKACNICH
8 TECHNOLOGII
L/ |/ . , , . , ,
USTAYV BIOMEDICINSKEHO INZENYRSTVI
AN,
FACULTY OF ELECTRICAL ENGINEERING AND
KK COMMUNICATION
\ DEPARTMENT OF BIOMEDICAL ENGINEERING

STUDIUM INTERKALACE A KOVALENTNI VAZBY
DOXORUBICINU DO DEOXYRIBONUKLEOVE
KYSELINY ZA VYUZITi VOLTAMETRIE A
IMPEDANCNI SPEKTROSKOPIE

STUDY OF INTERCALATION AND COVALENT BOND OF DOXORUBICIN INTO
DEOXYRIBONUCLEICACID USING VOLTAMMETRY AND IMPEDANCE
SPECTROSCOPY

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR’S THESIS

AUTOR PRACE Hana Kynclova
AUTHOR

VEDOUCI PRACE doc. Ing. Jaromir Hubalek, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO, 2010



VYSOKE UCENI
TECHNICKE V BRNE

1 ]
-/ Fakulta elektrotechniky
@ a komunikaénich technologii
K Ustav biomedicinského inzenyrstvi

Bakalarska prace

bakalarsky studijni obor
Biomedicinska technika a bioinformatika

Student: Hana Kynclova ID: 119724
Roénik: 3 Akademicky rok: 2009/10
NAZEV TEMATU:

Studium interkalace a kovalentni vazby doxorubicinu do
deoxyribonuklové
" kyseliny za vyuziti voltametrie a impedanéni spektroskopie

POKYNY PRO VYPRACOVANI:

Doxorubicin je protinadorové IéCivo vyuzivané pro 1ébu fady nadorovych onemocnéni pfevazné u
terapie zhoubnych nadorii mozku jako neuroblastom. Mechanizmus jeho Uginku je Uzce spojen se
vznikem kyslikovych radikall a interakci doxorubicinu s DNA. Vzniklé interakalaty a kovalentni addukty
vedou k ovlivnéni bunééného déleni.

Cilem préace je vyuzit cyklické voltametrie a impedanéni spektroskopie k charakterizaci a predevsim
rozpoznani zmeény ve struktufe DNA bez a s kovalentné vazanym doxorubicinem. Voltametricka méfeni
prob&hnou na rtutové pracovni elektrodé pfi riznych rychlostech polarizace. Kromé toho budou vzorky
DNA analyzovany na hfebinkovych mikroelektrodach pomoci impedanéni analyzy a vysledky budou
validovany. V experimentu bude vyuzita aplikace naprogramovana v prostiedi LabView ve spojeni s
analyzatorem Agilent 4284A. Na zakladé dalSiho bioinformatického vyhodnoceni dat bude mozné
sledovat zmény zplsobené vazbou doxorubicinu do DNA.

DOPORUCGENA LITERATURA:

[1] Diamond, D., Principles of Chemical and Biological Sensors. Chemical Analysis, Vol. 150, J. Wiley &
Sons, Inc. New York, 1998

Termin zadani: 8.2.2010 Termin odevzdani: 31.5.2010

Vedouci prace:  doc. Ing. Jaromir Hubalek, Ph.D.
Konzultanti bakalafské prace:

Fa% 7 Wy

prof. Ing. Ivo Provaznik, Ph.D.
predseda oborové rady

UPOZORNENI:

Autor bakalafské prace nesmi pfi vytvafeni bakalafské prace porusit autorska prava tietich osob, zejména nesmi

zasahovat nedovolenym zplsobem do cizich autorskych prav osobnostnich a musi si byt piné védom nésledk

poruseni ustanoveni § 11 a nasledujicich autorského zakona &. 121/2000 Sb., vietné moznych trestnépréavnich

dusledkd vyplyvajicich z ustanoveni &4sti druhé, hlavy VL. dil 4 Trestniho zakoniku &. 40/2009 Sb.

2



Prohlaseni

Prohlasuji, ze svou bakalafskou praci na téma Studium interkalace a
kovalentni vazby doxorubicinu do deoxyribonukleové kyseliny za vyuziti
voltametrie a impedancni spektroskopie jsem vypracovala samostatné pod
vedenim vedouciho bakalarské prace a s pouzitim odborné literatury a dalSich
informacnich zdroji, které jsou vSechny citovany v praci a uvedeny v seznamu
literatury na konci prace.

Jako autor uvedené bakaldiské prace dale prohlasuji, ze v souvislosti
S vytvofenim této prace jsem neporusila autorskd prava tretich osob, zejména
jsem nezasahla nedovolenym zptisobem do cizich autorskych prav osobnostnich
a jsem si pln¢ védoma nasledki poruseni ustanoveni § 11 a nésledujicich
autorského zakona ¢. 121/2000 Sb., v¢etné moznych trestnépravnich disledk
vyplyvajicich z ustanoveni § 152 trestniho zdkona ¢. 140/1961 Sb.

V Brné dne 31. kvétna 2010 e
podpis autora

Podékovani

D¢kuji vedoucimu bakalaiské prace doc. Ing. Jaromiru Hubalkovi, Ph. D.
a doc. Ing. Renému Kizekovi, Ph.D. za uc¢innou metodickou, pedagogickou a
odbornou pomoc a dalsi cenné rady pii zpracovani mé bakalaifské prace. Dale
bych velmi rada pod€kovala Daliboru Huskovi za ochotnou pomoc pii méfeni a
zpracovani dat a uzitecné rady pii zpracovani prace. Také bych chtéla podékovat
Dusanovi Pavlikovi za statistické zpracovani dat. Podékovat bych chtéla také
Prof. MUDr. Tomasi Eckschlagerovi, CSc., za experimenty s tkanovymi
kulturami a izolace genomové DNA. Velky dik patii i mé rodiné a blizkym za
vytvareni rodinn¢ho zdzemi a podporu ve studiu.

V Brn€ dne 31. kvétna 2010
podpis autora



Abstrakt:

Doxorubicin patii k jedném z nejvice vyuzivanych protinddorovych 1é¢iv soucasné
doby. Vyuzitim metod elektrochemické impedanéni spektroskopie a cyklické voltametrie byl
zkouman vliv doxorubicinu na bunky senzitivni k doxorubicinu a bunky rezistentni.

Abstract:

Doxorubicine is one of the most used anticancer medicaments nowadays.
Improvement of Electrochemical Impedance Spectroscopy and cyclic voltammetry was
investigated influence of doxorubicine to sensitive cells and resistibility cells.
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. Uvod

V posledni dob¢ stile vice roste zdjem o vyvoj biosenzorovych metod, které by
napomohly zkoumani a analyze vlatnosti molekuly deoxyribonuklové kyseliny (DNA).
Biosenzory vSeobecné jsou analyzacni zafizeni skladajici se z biorekogni¢niho prvku
(molekula slouzici k detekci jinych molekul se kterymi specificky reaguje — nukleova
kyselina, protilatka, receptor), prvku tvoficiho citlivou vrstvu na povrchu senzoru a
fyzikalniho pfevodniku signélu.

Pri¢inou velkého rozvoje DNA biosenzorii byl i celosvétovy projekt precteni lidského
genomu. Vime, Ze lidsky genom obsahuje 3 miliardy pard dusikatych bazi. Bylo tedy potieba
velkého rozvoje a usili v oblasti sekvenaénich metod. Cely lidsky genom byl poprvé piecten
roku 2000 za 3 miliardy americkych dolarti a ucasti stovek védeckych tyma. ,,Par bazi za
dolar®. S postupem rozvoje technologii v¢etné¢ novych senzorti se postupné snizovala i cena
preCteni celého lidského genomu. V roce 2003 se cena snizila na 300 milioni USD, v roce
2007 1 milion USD, roku 2008 cena velmi poskocila a cely genom byl piecten za 60 tisic
USD. V roce 2009 byl lidsky genom piecten za neuvétitelnych 5000 dolart. Nyni probiha
soutéz o to, kdo precte lidsky genom za 1000 USD. Jak je tedy vidét béhem poslednich deseti
let od prvniho piecteni genomu ¢loveéka do dnesnich dni se cena sekvenace snizila témet 600
tisickrat. Z tohoto mtizeme vidét, jak vyvoj technologii a predevsim senzorové techniky jde
rychle vpted.

Dalsim ucelem rozvoje biosensingu byla potieba ziskat citlivé, selektivni a levné
moznosti detekce DNA sekvenci nebo mutovanych genti zodpovédnych za nemoci, které jsou
podminéné geny. Jsou to praveé dusikaté baze DNA, které jsou siln¢ ovliviiovany vnéjSimi
Skodlivymi faktory jako jsou ioniza¢ni zafeni, interkala¢ni a kovalentné se véazajici molekuly.

Pro takové ucely se jako vhodné metody pro zkoumani DNA ukdzaly i metody
elektrochemické detekce. Poskytuji totiz pfimo elektricky signdl a neni proto potieba
ptevodniku, které by zvySovaly cenu senzort. [1]

1. Cile prace

a) Sumarizovat literarni data o impedanci nukleovych kyselin, impedan¢ni
spektroskopii a voltametrii

b) Ovéteni hiebinkovych elektrod a jejich charakterizace pro detekci DNA
C) Analyza genomové DNA na hiebinkovych elektrodach
d) Analyza genomové DNA vyuzitim voltametrie

e) Porovnani DNA s kovalentné vazanym protinadorovym lé¢ivem doxorubicinem a
DNA rezistentni k doxorubicinu



[1l. Teoreticka cast
1. Deoxyribonukleova kyselina - DNA

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) se fadi mezi nukleové kyseliny a je zakladni
nositelkou  genetické informace u vSech zndmych organismid (eukaryotickych,
prokaryotickych 1 virtt). Doposud se pouze nepodatilo odhalit nukleovou kyselinu u
onemocnéni vznikajici agregaci proteinii oznacenych jako priony. Jeji hlavni tlohou je
dlouhodobé uchovani genetické informace a predevsim jeji predani do dcefinych bunck.
Molekula DNA v organismu koduje vSechny instrukce pro kompletni vyvoj organismu (tvar
téla, organy) a vSechny jeho vlastnosti (kognitivni funkce, ale i chovani). [2] Molekula DNA
byla poprvé objevena v roce 1869, kdy ji Svycarsky lékai Mischer izoloval z bunék lidskych
bilych krvinek, ale nepfisuzoval ji Zadné vyznamné biologické vlastnosti. Teprve ve
dvacatych letech 20. stoleti pak byla prok4zana role DNA v oblasti dédi¢nosti.

Charakteristickd struktura DNA byla objevena roku 1953 ameriCanem Jamesem
Watsonem a britem Francisem Crickem, ktefi vyuZili zmétfené difrakéni vzory DNA od
Rosalyn Franklinové ze kterych vyvodili helicitu molekuly, jejiz motiv se opakuje po 0,2 nm.
Watson a Crick sestavili model DNA, coz je dvojita Sroubovice s antiparalelni orientaci
fetézct, kde uvnitf molekuly se nachazi dusikaté baze. Dusikaté baze jsou spojeny
vodikovymi vazbami a paruji se adenin s thyminem a cytosin s guaninem. Roku 1962 obdrzeli
Crick, Watson a Wilkins Nobelovu cenu za fyziologii a lékafstvi. [3] Kostru DNA tvofi
cukerna slozka s navazanym zbytkem kyseliny fosfore¢né, pfipojenym esterovou vazbou na
5" konci molekuly. Blizko k sestaveni modelu DNA byl Linus Pauling, ktery sestrojil
trojsroubovicovy model DNA, aniz by znal difraktogramy Franklinové.

Primarni struktura

Primarni struktura je urcena pofadim nukleotidii v polynukleotidovém fetézci. Podle
konvence se pofadi nukleotidd zapisuje smérem 5' — 3'a 3' — 5'[2].

Nukleotidy obsahujici cukr deoxyribozu, se nazyvaji deoxyribonukleotidy. Nukleosid
je sloucenina vznikld spojenim dusikaté (purinové nebo pyrimidinové) baze N -
glykosidickou vazbou s deoxyribozou (ribozou v ptipadé RNA). Na Obr. 1 mizeme vidét
vzorce purinovych bazi adeninu a guaninu. Na Obr. 2 vzorce pyrimidinovych bazi cytosinu a
thyminu. Obr. 3 ukazuje cukernou slozku DNA 2 — deoxyribozu. Obr. 4 ukazuje ¢islovani
uhlikii u purinovych a pyrimidinovych bazi.

NH»

Obr. 1 Purinové baze, vlevo adenin, vpravo guanin


http://cs.wikipedia.org/wiki/DNA
http://cs.wikipedia.org/wiki/Linus_Pauling

OH H
Obr. 3 Deoxyriboza
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Obr.4 Cislovani purini (vlevo) a pyrimidini (vpravo)

V polynukleotidovém fetézci jsou nukleotidy spojeny 3°, 5'- fosfodiesterovou vazbou,
ktera je mezi C3’deoxyribozou a C5’deoxyribézou nasledujiciho nukleotidu. Jeden konec
fetézce je proto oznacovan jako 3’- konec a druhy 5°- konec. Druhy konec je tvoien
fosfatovou skupinou. Nukleotidy se vzajemné spojuji vodikovymi vazbami nebo se tyto vazby

tvofi uvnitt stejného nukleotidového fetézce a tak vznika sekundarni vazba.

Strukturni typy nukleovych kyselin

Parovani bazi umoziuje nékolik strukturnich typd. Prvnim typem jsou linearni
molekuly nukleovych kyselin, které mizeme dale rozd¢lit na jednotetézové molekuly DNA a
dvoutetézové molekuly DNA nebo RNA. Druhym typem jsou kruznicové molekuly
nukleovych kyselin a ty se opét déli na jednofetézové a dvoufetézové. Jednotetézove
molekuly se oznacuji zkratkou ss (single stranded) a dvoufetézové zkratkou ds (double

stranded). Potom zapisujeme ve form¢: ssDNA, dsDNA.
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Sekundarni struktura

Zakladnim pravidlem pro vytvofeni sekundarni vazby je Watsonovo—Crickovo
pravidlo parovani bazi. Podle tohoto pravidla se adenin paruje s thyminem a guanin se paruje
S cytosinem prostfednictvim vodikovych vazeb. Mezi adeninem a thyminem se tvoii dvé
vodikové vazby a mezi cytosinem a guaninem tfi vodikové vazby. Schéma sekundarni
struktury DNA ukazuje Obr. 5.

deoxyribosa — adenin  |ZZZZI1 thymin —— deoxyribosa

deoxyribosa — thymin — adenin —— deoxyribosa

deoxyribosa — guanin | " " cytosin — deoxyribosa

deoxyribosa — cytosin ToIIItio guanin —— deoxyribosa

deoxyribosa — thymin  |I1I2211: adenin —— deoxyribosa

\/@\/@\/@\ /@\/©
/
/\@ \@/\@/\@/\@

Obr. 5 Schéma sekundarni struktury DNA

Nejcast&jsi podobou sekundarni struktury DNA je dvousroubovice. Sklada se ze dvou
polydeoxyribonukleotidovych fetézcl, které se otaceji okolo spolecné osy. Oba fetézce jsou
vzajemn¢ komplementarni (fidi se pravidlem parovani bazi). Jeden zavit dvousroubovice tvori
10,5 part bazi (3,4 nm). Vzdalenost dvou part je 0,34 nm. Vzdalenost fosfoglycidové vrstvy
od osy Sroubovice je 1nm. Komplementarni fetézce jsou antiparalelni, coZ znamena, Ze na
jednom fetézci je smér fosfodiesterovych vazeb 3'—5" a na druhém fetézci 5'—3’. Na
jednom fetézci tedy smétuji vazby od C5” k C3” a na druhém naopak. Pro dvousroubovici
dale plati Chargaffovo pravidlo, které fika, Ze pocet bazi adeninu v molekule DNA je roven
poctu bazi thyminu a mnozstvi cytosinu je rovno mnozstvi guaninu. Zaroven mnozstvi purinil
je rovno mnozstvi pyrimidind. Vzdalenost mezi vSemi moznymi pary bazi (GC, CG, AT, TA)
mezi C1” atomem a atomem V protilehlém fetézci je ptiblizné stejna. U dvousroubovice také
oznacujeme uhel zkrutu, ktery udava, o jaky thel jsou baze daného paru pootoceny.

Vnéjsi vzhled Sroubovice neni hladky, ale jsou na ném zfetelné dva zlabky rozdilné
Sitky a hloubky. Divodem je, Ze spojnice Cl° atomii a komplementarnich nukleotid
nepronika osou dvousroubovice a neni na ni kolma. Mensi Zlabek obsahuje pyrimidinovou C2
a purinovou N3 stranu paru baze. Vétsi zlabek obsahuje C4 pyrimidinovou a C6 purinovou
stranu paru baze. Vétsi zlabek je hlubsi nez mensi a oba jsou schopné vytvaiet vodikoveé
vazby s proteiny v dusledku piitomnosti atomti schopnych tyto vazby tvofit. VEtsi zlabek
vodikové vazby vytvaii ve vétsi mife nez zlabek mensi.

Ve dvousroubovici se uplatiiuje tzv. dvousroubovicové vinuti, které délime na
levotoCivé a pravotocCivé. Pravotocivé vinuti se fidi pravidlem pravé ruky, které fika, ze
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umistime—li palec pravé ruky ve sméru osy dvousroubovice, pak prsty ukazuji smér jejiho
stoupani. Pravoto¢ivou Sroubovici ukazuje Obr. 6. [4]

cukerno-fosfatova vrstva

par bazi

adenin

dusikata baze

cytosin

Obr.6 Pravotoc¢iva dvousroubovice [4]

Konformace DNA

V raznych podminkach hydratace molekuly DNA vznikaji riznad uspotradéani
dvousroubovicovych molekul DNA. Pravoto¢ivé Sroubovice tvoii konformace A a B,
levotocivé konformace Z. Konformace B je stabilni pfi mnozstvi vody kolem 95 % a jedna se
o dvousroubovici, ktera byla popsana Watsonem a Crickem. Konformace A se vyskytuje pri
mnozstvi vody kolem 75 %. U B-DNA se vyskytuje vétsi zlabek hluboky a Siroky a mensi
zlabek je také hluboky, ale uzky. V A-DNA je vétsi zlabek uzky a hluboky, mensi je Siroky a
mélky. U Z-DNA je vétsi zlabek plochy a mensi izky a hluboky. Dale A-DNA tvoii dlouhou
a plochou molekulu, B-DNA je tenci a vyssi, Z-DNA je polodlouha.

Za zvySené teploty dochazi k rozvolnéni vodikovych vazeb a tak k rozpadu
dvousroubovice na dva polynukleotidové fetézce. Tento proces se nazyva denaturace DNA.
Teplota potiebna k denaturaci DNA roste s mnozstvim CG part bazi obsazenych v DNA.
Rozmezi denaturacnich teplot se pohybuje v rozmezi od 30°C do 100°C. Proces renaturace
znamena znovuobnoveni dvousroubovicové struktury a uskutecni se postupnym sniZzovanim
teploty. Hybridizace molekul DNA je proces, pii kterém dochazi k renaturaci fetézcl
zriznych molekul DNA. Jedna se o spojovani castecné nebo uplné komplementarnich
fetézcl, které pochdzi zriznych dvoufetézovych molekul DNA. Molekuly vzniklé timto
procesem nazyvame hybridni molekuly DNA [5].
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Analyza sekvenci DNA

Sekvenace DNA je termin pro metody, kterymi zjistujeme poradi nukleovych bazi v
sekvencich DNA. Sekvenovani je dulezité pro vyzkum biologickych procest, v diagnostice
nekterych nemoci. Dale se uplatnilo pii ¢teni lidského genomu a mnoha jinych organismt. K
sekvenovani se uziva dvou zakladnich sekvenasnich metod a to Maxam-Gilbertova
sekvenovani a Sangerova sekvenovani [6]. Cilem sekvenacnich metod je tedy stanoveni
primarni struktury DNA. Prvni metoda je zaloZzena na specifické degradaci fetézi nukleovych
kyselin pomoci chemickych sloucenin. Tuto metodu nazyvidme jako chemickou metodu.
Druha metoda vyuziva specifickou inhibici enzymové syntézy fetézci DNA a nazyvame ji
enzymovou metodou. Zakladem obou metod je piiprava molekul DNA s ptesné definovanymi
konci. Nejcastéji se uzivaji restrikéni fragmenty nebo fragmenty ziskané z PCR [7].

EXxprese genu

Exprese genu je proces, kdy je informace ulozena v genu pievadéna V realnou
bunécnou strukturu. Dochéazi k nékolikanasobné syntéze proteinu, ktery danému genu, nebo
useku odpovida, coz znamena, Ze je jim kodovan [8]. Funkéni jednotka DNA se nazyva gen.
Gen se v procesu transkripce prepiSe do molekuly mRNA a slouzi jako pfenase¢ informace od
DNA k ribozomim, kde probiha translace. Translace je tvorba primarni struktury bilkovin dle
MRNA.

Genové mutace nukleovych kyselin

Mutace je dédi¢na zména genotypu, jejiz molekularni podstatou je nukleotidova
substituce, delece nebo inzerce. Genové mutace jsou také nazyvany bodovymi mutacemi
nebo-li SNP (single nucleotide polymorphism). Nukleotidova substituce je vyména
nukleotidii v jednotetézovych nukleovych kyselinach nebo vyména nukleotidovych part v
dvoufetézovych kyselinach. Nukleotidovou substituci d€lime na transici, kdy dochazi k
zameéné purinového nukleotidu za purinovy a pyrimidinového za pyrimidinovy, a na
transverzi. Pti transverzi dochazi k vyméné purinového nukleotidu za pyrimidonovy a naopak.
Nukleotidova substituce méni vyznam kodonu (triplet za sebou jdoucich bazi v mRNA).
Delece je ztrata jednoho nebo vice nukleotidii ze sekvence. Mutace zptisobené deleci nebo
inzerci jsou nazyvany jako posunové mutace. Inzerce je vlozeni nukleotidu nebo vice
nukleotidi do nukleotidové sekvence [9].

Repetice

DNA repetice jsou opakujici se sekvence v nukleotidové sekvenci DNA. Genom
takovych repetitivnich sekvenci obsahuje az 5 %. Repetice se 1isi po¢tem a svou velikosti a
rozliSujeme dva typy: tandemové repetice a roztrousené repetice. Prvni jsou spojeny s
dédicnymi onemocnénimi jako je napiiklad Huntingtonova nemoc, syndrom fragilniho X
chromozomu a svalové ataxie [10].

2. Metody analyzy DNA

Elektroforéza

Elektroforéza je jednou z nejbéznéjSich separacnich metod molekularni biologie.
Slouzi k izolaci a analyze nukleovych kyselin a bilkovin. Elektroforéza je zaloZena na pohybu
nabitych molekul v elektrickém poli. Nukleové kyseliny obsahuji negativné nabité fosfatové
skupiny a proto se molekuly nukleovych kyselin pohybuji smérem ke kladné elektrodé

12


http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Allan_Maxam&action=edit&redlink=1

(anod¢). Z praktickych divoda se elektroforéza provadi v gelovém nosici. Elektroforeticky
gel pouzivany pro separaci je polyakralamidovy nebo agardza. Tyto gely vytvareji slozZitou
sitovou strukturu polymernich molekul s pory. Agarozové gely jsou vhodnéjsi pro separaci
nukleovych kyselin od zhruba 100 bp (100 para bazi) do 50 kb. Polyakrylamidové gely jsou
pouzivany k separaci mens$ich molekul od 10 bp do 1000 bp. Rychlost pohybu molekul v gelu
se nazyva jako elektroforeticka pohyblivost [11].

RFLP — restrikéni Stépeni

Polymorfismus délky restrikénich fragment (restriction fragment length
polymorphism) je process, pii kterém se pomoci enzymu rozstiiha nékolik vzorkii DNA z
ruznych zdroji. Poté se projevi rozdily ve vzniklych restrikénich fragmentech. Tento
polymorfyzmus je zptisoben rozdily ve stavbé DNA a pravé na to reaguji restrikéni enzymy.
RFLP se vyuziva k urCeni genetickych rozdilti mezi jedinci. Dale pak k prenatdlnim testim na
srpkovou anémii [12].

Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR (Polymerase chain reaction) umoznuje ziskat specificky usek sekvence
genomové DNA. Princip je zalozen na replikaci nukleovych kyselin, ktera je zakladnim
molekularnim procesem zivych organismii. Pii PCR se cyklicky opakuje enzymova syntéza
novych fetézcli vybranych tsek dvoutetézové DNA a to smérem od 5°-3" prostiednictvim
DNA polymerazy. Studovany usek sekvence je vymezen pfipojenim dvou kratkych
oligonukleotidi (primert). Po pfidini DNA—polymerazy a nukleotidi pak probiha syntéza
primery uré¢ené sekvence DNA [13].

Elektrochemické vlastnosti nukleovych kyselin

Elektrochemie nukleovych kyselin byla objevena roku 1960 na rtutové pracovni
elektrodé Emilem Pale¢kem na Biofyzikdlnim ustavu AV CR. Od té doby je dané
problematice vénovana velka pozornost. Pro elektrochemické zkoumani nukleovych kyselin
vyuzil polarografickych metod a zjistil, ze velké polymerni molekuly (DNA, RNA) poskytuji
elektrochemické signaly. Dale bylo zjisténo, Ze elektrochemické signaly pfinaseji informaci o
typu molekuly (DNA, RNA), o jeji struktufe a zménach struktury. Také se takto daji urcit
interakce molekul, poskozeni a chemické modifikace [14].

Elektrochemické vlastnosti nukleovych kyselin jsou v tom, ze molekula je schopna
prijimat elektrony od elektrody a nebo je elektrodé odevzdavat, piipadné se adsorbovat na jeji
povrch.

Nukleové kyseliny mizeme polarograficky, voltametricky a chronopotenciometricky
analyzovat pomoci signall, které vznikaji pfi interakci s povrchem nabité pracovni elektrody.
Pro analyzu nukleovych kyselin jsou nejcastéji uzivany rtutové elektrody (kapajici elektroda
— DME dropping mercury electrode, stacionarni elektroda — HMDE hanging mercury drop
electrode) nebo uhlikové elektrody. Rtutové elektrody jsou schopné méfit pii negativnéjSim
potencidlu a uzivaji se k redukci nukleovych kyselin. Uhlikové elektrody méfi pri
pozitivnéjSich potencidlech a uzivaji se pfedevsim k oxidaci nukleovych kyselin. Pro méteni
na uhlikovych elektrodach je vSak potieba vice koncentrovanych roztokii nez u rtutovych
elektrod a proto se zacalo uzivat amalgdmovych elektrod, coz jsou pevné elektrody obsahujici
rtut’.[14,15,16]

Emil Palecek objevil, Ze signal poskytovany oscilografickou metodou zavisi na
struktufe DNA. Ukazal, Ze dusikaté baze cytosin a adenin poskytuji redukéni signal (CA pik)
na negativnim potencialu okolo -1,4V. Guanin poskytuje oxida¢ni signal redukéniho produktu
piiblizné pii potencialu -0,3V. [15]
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Dale byly zjistény rozdily mezi signaly ssDNA (jednoretézovd) a dsDNA
(dvoutetézova), které byly méfeny na rtutovych elektrodach. Jednoietézové molekuly DNA
poskytuji silné polarografické signaly, protoze baze nejsou parovany a proto jsou piistupné;jsi
povrchu elektrody. Dvoufetézové molekuly DNA poskytuji pouze malé signaly [14]. Rozdily
mohou byt zpisobené i vyssi flexibilitou ssDNA, ktera se tak 1épe adsorbuje na povrch
elektrody.

Rozdily jsou i v méfenich dlouhych nebo kratkych fetézcich DNA. U dlouhych
fetézcl nemusi dojit k adsorbci celého fetézce a mohou tam zlstat volné useky. Pokud jsou
tyto volné useky ve velké vzdalenosti od elektrody, neprojevi se v méfeni [16].

3. Doxorubicin

Doxorubicin je protinadorové 1é¢ivo vyuzivané pro chemoterapii a to piedevsim
v lécbe raznych druhd malignich tumorl jako je predev§im neuroblastom. Dale se vyuZiva
naptiklad v 1é¢bé akutni myeloidni leukemie, akutni lymfoidni leukemie, non - Hodkingského
a Hodkingského lymfomu a dalSich. Vyuziva se i v1éfeni nadordt mocového méchyte,
zaludku, §titné Zlazy, vaje¢nik®, prsu, plic a ke [17]. Radi se mezi antracyklinova
antibiotika a jeho strukturu mtizeme vidét na Obr. 7.

0]

Il
CCH,OH

0 OH
|l||l.|l|lii|l||ll OH
0 OH 0

CH;

CH30

NH,
OH
Obr. 7 Doxorubicin

Historie a vyvoj 1éku

Doxorubicin byl poprvé izolovan na pocatku roku 1960 z houby Streptomyces
peucetius ve Farmitalia Research Laboratories of Milane. Tento objev nastal ihned po objevu
prvniho antracyklinu, daunorubicinu, ktery se od doxorubicinu li§i pouze OH skupinou.
Daunorubicin je vSak oproti doxorubicinu vhodny pouze k 1é¢bé akutni leukémie. Na konci
roku 1960 byla v klinickych studiich prokazana protinadorova aktivita, ale také toxicita pro
dalsi zdravé buiiky. Roku 1974 byl schvélen pro 1é¢bu ve Spojenych statech a dale se vyzkum
zamétoval na vyvoj derivati doxorubicinu, které by mély stejné nebo lepsi protinadorové
ucinky a mens$i toxicitu pro jiné bunky, predevsim srde¢ni. Zékladni struktura dnes$nich 1¢ka
je stejna, mensi rozdily jsou pouze v antracyklinovém kruhu. V poslednich tficeti letech bylo
testovano vice nez dva tisice analogl, ale doxorubicin stale patfi mezi jedno
z nejpouzivanéjsich 1éciv. Dalsi vyzkumy mély za cil snizit toxicitu Iéku. Naptiklad podavat
neaktivni 1é¢ivo, které se aktivuje, kdyz dosahne cilovych bunék nebo zapouzdieni 1éku do
fosfolipidového transportniho systému. Dale se zkoumaly 1éky, které by mély snizit toxicitu
doxorubicinu [18].
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Mechanismus ucinku antracyklini

Mechanismus G¢inku doxorubicinu je navzdory velkému vyuziti stale jesté nejisty. Je
vsak jisté, ze primarnim cilem antracyklind je bunééna DNA. Jednou z moznosti Gc¢inku je
interkalace (vmezefeni) doxorubicinu do struktury DNA, coz vede k zastaveni syntézy
makromolekuly. Dochazi k inhibici enzymu topoisomerazy II, ktery odviji molekulu DNA
pro piepis. Dale mtize dojit ke vzniku volnych radikald, které vedou ke zni¢eni DNA nebo
peroxidaci lipidi. Maze dojit k tzv. ,,cross-linking* struktury DNA. Na Obr. 8 mizeme vidét
doxorubicin interkalovany mezi komlpementarni fetézce DNA. Antrachinonovy kruh vlozeny
mezi DNA stabilizuje komplex vodikou vazbou [19]. Vmezefenim struktury mezi fetézce
dvousroubovice dochazi i k zpevnéni, prodlouzeni, zméné stoupavosti zavitl a castecnému
odvinuti fetézce, coz pak vede k inhibici enzyml na molekulu piisobicich [20].

0
0 OH CH,O0H
(|:| _CH
H H
O/ \N/
\H |
CH50 0 OH

DNA fetézec |

N i oH [
74 /NN /cH2
G
R / i

DNA fetézec II

Obr.8 Doxorubicin interkalovany do DNA

Neziadouci ucinky

Mezi nezadouci ucinky doxorubicinu patii nevolnost, zvraceni, srde¢ni arytmie,
mozné snizeni poctu bilych krvinek (neuropenie), ztitu vlast (alopecie). Pii piekroceni
kumulativni davky latky (550 mg/m?) se zvySuje riziko srde¢nich onemocnéni jako je
napiiklad méstnavé srdecni selhani, dilatacni kardiomiopatie. Kardiotoxicita doxorubicinu je
charakterizovdna jako na davce zavisly pokles mitochondridlni oxidativni fosforylace.
Reaktivni formy kysliku vzniklé interakci doxorubicinu s zelezem mohou zpisobit poskozeni
srde¢nich bunék myocytd, coz zptisobuje snizeni poc¢tu myofibril. Dale se miize u nekterych
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pacientil vyskytnout plantarni erytrodysestézie projevujici se otokem dlani a chodidel,
bolestivosti a zarudnutim.[21]

Neuroblastom

Neuroblastom je nejCastéjsi extrakranidlni (mimolebni) nador détskych pacienti. V
padesati procentech piipadi se jedna o déti mladsi dvou let. Neuroblastom je neuroendokrinni
nador vznikajici ze sympatického nervového systému.[22] Nejcastéjsi je neuroblastom
pivodem z nadledvin, pak krku, hrudniku, michy nebo panve. Nemoc se vyznacuje velkou
rozmanitosti a podle zadvaznosti onemocnéni se déli do tfi skupin: nizké, stredni a vysoké
riziko. Onemocnéni s niz$imi riziky se fesi chirurgickou cestou a jsou dobife vylécitelné.
Stredné rizikové piipady se 1é¢i chirurgicky a chemoterapii (napiiklad doxorubicin). Vice
rizikové nemoci se 1é¢i vice zpusobovou lécbou (chemoterapie, chirurgie, radioterapie,
autologni transplantace kostni diené). Pfi¢iny vzniku neuroblastomu jsou stale nejisté, uvazuji
se faktory majici vliv na plod béhem t€hotenstvi a faktory dédi¢né [23].

Symptomy doprovazejici nador se lisi v zavislosti na umisténi primarniho nadoru a
metastaz. VSeobecné se projevuje unava, ztrata chuti k jidlu, horecka a bolest spojend s
mistem nadoru. Padesat az Sedesat procent neuroblastomi metastazuje do jinych ¢asti téla a to
vétsinou jeste pred pritomnosti piiznaku [24].

Diagnostika  probiha vyuzivanim metod chirurgické patologie, sérologie
(neuroblastomy byvaji doprovazeny zvySenou hladinou katecholamint a jejich metabolita v
krvi nebo moci), zobrazovacich metod (MRI, CT) a histologie (buiiky neuroblastomu pod
mikroskopem jsou popsany jako modré, malé, kulaté a obsahujici rizicovity vzor)[25].

4. Impedancni spektroskopie

Impedance

Pojem impedance popisuje zdanlivy odpor obvodu a fazovy posuv napéti oproti
proudu pii prichodu harmonického stfidavého proudu. Je dilezitym parametrem pro
charakteristiku elektrickych obvodi, soucastek a materidlli pro jejich vyrobu. Impedance je
definovana jako frekvencné zavisla a je urcena jako komplexni veli¢ina s realnou a imaginarni
slozkou. Jednotkou impedance je ohm (Q). V kartézském tvaru se zapisuje jako

Z =Re+ilm, 1)
R=(Z|.cos ¢, (2)
Im=|Z|.sin ¢, (3)

|Z| =JRe*+1m?, (4)

kde Z je oznaceni celkové impedance, Re je realna slozka impedance, Im imaginarni
slozka impedance a ¢ je thel, ktery svira Z s osou Re [26]

Vztah (1) miizeme zapsat i v polarnich soufadnicich

Z=2e", ()
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Imaginarni osa

Z(Re, Im)

Redlna osa

Obr.9 Komplexni rovina impedance

Impedancéni spektroskopie v elektrochemickém systému

Je znamo, ze méfeni elektrochemické impedancni spektroskopie je dilezité pro
studium d&ji na povrchové upravenych elektrodach. Je meéfena odpovéd’ proudu na
aplikovani sinusového napétového signdlu na elektrochemicky ¢lanek. Impedance je pocitdna

ze vztahu mezi napétim U(jo) a proudem I(jo), kde j=+/—-1 a o a f jsou budici frekvence

s jednotkami rad. s a Hz. Komplexni impedance je reprezentovana soudtem realné Zge(m) a
imaginarni slozky Zm().

2(j0) =202 7 (0)+ Z,,(0), 0=21.1. (6)
1(jo)

V piipadé nezavislosti Zge na frekvenci je vztah linearni, v opaéném piipadé je
nelinearni jako naptiklad v pfipadé elektrochemického ¢lanku. Elektrochemické pfemény na
rozhrani elektroda—elektrolyt mtize byt modelovana nahradnim elektrickym obvodem
odpovidajicim impedanci. Nahradni elektricky obvod (Obr. 10), ktery je uzivan k modelovani
mezifdzového jevu, obsahuje odpor elektrolytu Rs, ktery je dan Ohmovym zikonem,
Warburgovou impedanci Zw, danou difuzi ionti v elektrolytu K elektrodovému rozhrani a
tudiz i zavislou na koncentraci, kapacitu dvouvrstvy Cp,_ a odpor pfenosu naboje Rcr.

elektroda

Rs

Obr.10 Nahradni elektricky model impedance
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Paralelné zapojené soucastky jsou kapacita dvouvrstvy Cp_. a Vvdruhé vétvi
Warburgova impedance Z, a odpor pifenosu naboje Rcr. Tyto prvky jsou uvedené do
celkového proudu pfes pracovni rozhrani. Celkovy proud je souctem piispévkil
z Faradayovych dé&ii I a nabijeni dvouvrstvy Ic. Celkovy proud musi projit pfes odpor
roztoku Rs, ktery je vlozen jako sériovy prvek nahradniho obvodu. Odpor elektrolytu Rs a
Warburgova impedance Zw jsou prvky charakterizujici vlastnosti elektrolytického roztoku a
difuzni vlastnosti roztoku. Proto tyto prvky neovliviuji chemické pfemény na povrchu
elektrody. Kapacita dvouvrstvy Cp a odpor ptenosu naboje Rer se podili na dielektrickych a
izola¢nich vlastnostech na rozhrani elektroda—elektrolyt a jsou spole¢né v paralelnim
zapojeni. Kapacita dvouvrstvy zavisi na dielektrické permitivité predstavené do dvoj nabojové
vrstvy molekul. Pro mén¢ polarni molekuly je kapacita mensi. Odpor prenosu naboje popisuje
redoxni dé¢j probihajici pfi pfenosu elektronu na rozhrani elektrody. Na izolacné upravené
elektrodé¢ se o¢ekdva snizeny pfenos naboje pies rozhrani a odpor prenosu naboje poroste.

Charakteristicky tvar Faradaického impedanéniho spektra je uréen komplexni rovinou
impedance. Tento prubéh je také nazyvan Nyquistuv diagram (Obr.11). Toto zobrazeni
zahrnuje polokruhovity usek a pfimkovou ¢ast. Polokruhova ¢ast je pozorovana na rozsahu
vysokych frekvenci a je dana procesem pienosu naboje — linearni ¢ast impedance. Pfimkova
cast je charakteristicka pro rozsah nizkych frekvenci a dana difuzné limitujicim
elektrochemickym procesem — nelinearni ¢ast impedance. Pokud dochazi k velmi rychlému
prenosu naboje (siln€é koncentrované roztoky), impedancni spektrum obsahuje predevsim
difuzni ¢ast a minimalni polokruhovitou ¢ast. Naopak, v ptipadé¢ pomalého prenosu ndboje
pres rozhrani, obsahuje spektrum hlavné polokruhovitou ¢ast a mensi primkovy tsek (slabé
koncentrované roztoky).

Z Nyquistova grafu mizeme videdlnim piipadé wurcit pifenosové a difuzni
charakteristiky. Polomér piilkruhu je roven pfenosu ndboje Rcrt. Prisecik pulkruhu ve
vysokych frekvencich srealnou osou je roven odporu roztoku Rs. Dokreslenim kruhu do

nizkych frekvenci a jeho priniku s redlnou osou dostaneme hodnotu, kterd udava soucet Rs +
Rer. [27]

nizké w

Prenos naboje

Difuzni ¢ast

i\ X X -
Rs Rg+R0Cy R+ Rer

Obr.11 Frekven¢ni charakteristika v komplexni roviné
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Elektrodova dvouvrstva

Elektrodova dvouvrstva vznika na rozhrani pevné elektrody, vétsinou kovové, a na
rozhrani vhodného elektrolytického roztoku. Kapacita dvouvrstvy odrazi rozlozeni naboje na
rozhrani povrchu elektrody a elektrolytu. Kazdé elektrodové rozhrani je tvoifeno dvéma
¢astmi. Prvni ¢ast tvofi pevnd elektroda z kovu nebo jiného vodivého materidlu. Naboj na
povrchu elektrody je ur¢en mnozstvim elektronli nebo jejich nedostatkem (pozitivni naboj
elektrody). Vliv na hustotu naboje na elektrodé¢ maji i adsorbované ionty. Druhou casti
rozhrani je elektrolyt, ktery tvofi vrstvu iontl nebo dipéli hromadici naboje na elektrodé.
Vysledkem procesu oddélovani ndboje je vytvoreni elektrodové dvouvrstvy, kterd je
charakterizovana kapacitou dvouvrstvy [28]. Elektricky model kapacity dvouvrstvy je dan
vice vrstvovym elektrickym rozhranim. Prvni vrstva je dana pevnou elektrodou. Druhou ¢asti
je inertni vrstva mezi pevnou elektrodou a Helmholtzovou vrstvou. Tteti vngjs§i vrstva je
tvorena elektrolytem, ve kterém dochdzi k difuzi ionth k elektrodé. Rozhrani elektroda —
elektrolyt je ukdzano na Obr.12

V idedlnim ptipad€ je inertni Helholmtzova vrstva sloZzena z dip6li vody, mezi
Kterymi mohou vyjimeéné byt adsorbovany ionty roztoku. Solvatované ionty, které
elektrostaticky interaguji s kovovym povrchem elektrody zabiraji vnéj$i Helmholtzovu vrstvu.
Ve vétsich vzdalenostech od elektrody mame difuzni cast elektrické dvouvrstvy, ve které
klesa potencial postupné na nulu, coz zobrazuje Obr.13.

interni Helmholtzova vrstva vnéjsi Helmholtzova vrstva elektrolyt

solvatavany iont

molekuly vody 0 =

elektroda

Obr.12 Rozhrani elektroda - elektrolyt
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zaporné nabita difzni vrstva I

| elektrolyt I

kladné nabita cast / elektricky potencial

vzdalenost

vnéjéi Helmholtzova vrstva

vnitini
Helmoholtzova vrstva

Obr.13 Priibéh potencialu na dvouvrstvé

Vysledna kapacita dvouvrstvy je dana sériovym zapojenim kapacity spojité vrstvy
(Helmholtzovy) a kapacity difuzni vrstvy. Vysledna kapacita je pak dana vztahem

11,1 -
CDL CH CDif
Cy Coir

(8)

DL = :
Ch +Coit

Helmholtzova kapacitance je velkd pro vysoce koncentrované roztoky. Difuzni
kapacita vzrustd v nizSich koncentracich.

Déleni proudii na dvouvrstvé

Mezi Faradayovym proudem I a ndbojovym proudem Ip_ na dvouvrstvé je blizka
vazba. Hodnota celkového proudu je dana vztahem

=1l +1¢ . )

Na rozhrani mizeme celkovy proud ukéazat v ndhradnim obvodu v pripadé¢ malé
zmeény proudu (Obr.14).
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Obr.14 Rozdéleni proudi na dvouvrstvé

Odvozeni impedancni funkce v elektrochemickém systému

Mezifazova impedance elektrochemického systému je frekvencné zavisla. Chovani
systému muzeme popsat rovnici odvozenou z Ohmova zakona

E(t)=2z(p)1(t), (10)

kde E(t) a I(t) jsou napéti a proud. Ob¢ jsou funkci ¢asu. Z(p) je impedanéni funkce a p je
impedanéni operator definovany vztahem

d
= 11

P=" (11)
Rovnice (10) maze byt vyjadiena algebraickou rovnici

E(s)=2(s)I(s), (12)
kde E(s) je Laplaceova transformace E(t), presnéji

E(s)= [ E(t)edt. (13)

0

Impedancni funkce Z(s) ma stejné algebraické vyjadieni jako odpovidajici Z(p). Operator p je
nahrazen Laplaceovou proménou s, ktera je vyjadiena ve formé

S=o+ jo, (14)

kde j=+/—1 a o je thlova frekvence. Realna ¢ast se znaci o a musi byt dostate¢né velka, aby
nasledujici integral mél feSeni

F(s)= T F(t)e“dt. (15)

Rovnice (14) ma dulezité dusledky v tom, ze dvé formy transformace F(t ) do Laplaceovy
roviny vyjadiuji transformaci realné osy — F(o) a transformaci imaginarni osy F(jo).

F(o)= [ F(t)edt, 0 =0. (16)

F(jo)= [F(e ™, 0 =0 a7)

Tyto dvé rovnice vedou k vyjadieni redlné a imaginarni osy impedance
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Z(0)=E(o)/1(0), (18)

Z(jo)=E(jo)/1(jo). (19)

Impedancni funkce je odvozena z Fickovych zakont. Prvni Fickiiv zakon je proudoveé zavisly
a druhy Ficklv zdkon je difizné€ zavisly. Jejich vyjadieni je nasledujici

| = D.n.F.A(BC, / &x) = n.F.Alk,Co —k,Cq ), (20)

D(6C, /6x)+ Dg(6C,/0x) =0, (21)

kde D je difuzni konstanta, Co je koncentrace oxidované formy, Cgr je koncentrace
redukované formy, kf a Ky jsou rychlostni (rate) konstanty, F Farydayova konstanta, n pocet
elektroni a X je definovdno jako soucet koncentrace redukované formy a koncentrace
oxidované formy.

Proud prochazejici rozhranim elektroda — elektrolyt je dan reakci
R O+ne’, (22)

kde R je redukovana ¢ast, O je oxidovana cast. Rychlost pribéhu reakce je dana rychlostnimi
konstantami. Proud je dan rovnici

| =n.F.Alk,Cq(x=0)-k,Co(x=0)|. (23)

Faradaycky proud je funkci tii proménnych a to zméné potencialu AE, Co(x=0) a Cr(x=0).
Zmény vjedné nebo ve vSech téchto veli¢inach vyvolaji zménu proudu, kterd je dana
celkovym diferencialem

o] :(a—lj dE+[ o ] dCO+(iJ dC;. (24)
OE Je,c. 0Co Je c. Cr Je e,

Postupnymi tpravami a pomoci Laplaceovy transformace dosp&jeme ke vztahu impedance ve
frekvencni zavislosti (s=jw)
1 (al/aco )E C (al/aCO )E C

Z, = + Cs N G | )5
" (01/6E), .. ~nFADS?w"*(0l/GE), . j'* nFAD’w"*(0l/0E). . " (25)

vvvvv

Zi(jo)=Rer +ow ™~ jo ™2 (26)
Takto jsme ziskali vyraz pro Faradayovu impedanci. Faradayova impedance se sklada z
odporu pienosu naboje Rcr a Warburgovy impedance (Zy= ow 2 — jow %) zapojené v sérii.

Faradayova impedance je zapojena paralelné s kapacitou dvouvrstvy a sériové s odporem
roztoku. Celkova impedance je pak dana vztahem

1
(RCT + Zw)_l + jaCp .

Z =R+ @27)

5. Voltametrie

Voltametrie je elektroanalyticki metoda odvozend =z polarografie a vyuZzivana
analytickou chemii. Jednd se o techniku zalozenou na méfeni proudu protékajiciho pies
elektrodu ponotenou v elektroaktivnim roztoku v zavislosti na pfilozeném napéti. Pro méfeni
je zapotfebi minimalné dvou elektrod, ale dne$ni moderni pfistroje jiz vyuZzivaji tii
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elektrodovy systém. Prvni elektrodou je elektroda pracovni. Mtize byt pevna (zlata, platinova,
sklo-uhlikova) nebo rtutova, formovana do tvaru kapky povésené na tenké sklenéné kapilaie.
Druhd je elektroda referentni, nejcastéji kalomelova nebo argentchloridova, se stalou
hodnotou potencialu. Posledni elektrodou je pomocna elektroda z platiny. Potenciostat
zajistuje, aby mezi pracovni a pomocnou elektrodou protékal takovy proud, aby mezi
pracovni a referenéni elektrodou byl dodrzen pozadovany napét'ovy pribéeh. [30]

Voltametrie nachdzi vyuziti v nékterych oblastech primyslu. Naptiklad v korozni
védé, zkoumani novych elektrodovych vlastnosti v chemickém priimyslu a ve vyvoji novych
typu baterii, které jsou schopné rychle akumulovat velké mnozstvi elektrické energie, ve
vyzkumu. Nejdulezitéjsi aplikaci je vSak kvantitativni analyza kovi vyskytujicich se ve
stopovém mnozstvi. Napfiklad analyza tézkych kovi nebo organickych sloucenin v roztoku.

Proces na pracovni elektrodé

Predpokladame, ze pracovni elektroda je ponofena do roztoku obsahujiciho
elektroaktivni slouceniny Aox, které se mohou redukovat (prijmout elektron od elektrody), jak
je ukazané rovnici (28).

A,+ne—A.,,. (28)

Elektroda je zaporné nabitd a elektrony teCou smérem k Aoy, které se redukuje a
elektroda se tak vybiji. Tento proces ukazuje Obr. 15.

.\

sklenéna
kapilara

rtutova
kapka

Aox — Ared
Obr.15 Proces vybijeni rtut’ové kapkové elektrody

Aby doslo k vybijeni elektrody, je nezbytné, aby Ayx obsazené v roztoku dosahlo
elektrody a prtijalo elektron. Na to maji vliv dva kinetické faktory. Prvnim je rychlost vy,
kterou sloucenina zroztoku dosdhne elektrody. Druhym faktorem je rychlost ve, coz je
rychlost vymény naboje mezi elektrodou a roztokem. Je dileZité zajistit, aby prvni rychlost
byla daleko vys$si nez rychlost druhd nebo aby vymeéna néboje probihala okamzité¢ a vybijeni
by zaviselo pouze na rychlosti vg a na zptusobu jakym Ayx dosdahne elektrody (vedeni,
migrace, diftze).

Faradaicky a kapacitni proud

Proud protékajici pies pracovni elektrodu méa dve slozky. Faradaicky proud je dan dé&ji
na elektrod¢ pfi vybijeni. Kapacitni proud je dan rastem elektrodové dvouvrstvy na rozhrani
elektrody a roztoku. Pti vysoké koncentraci roztoku se dvouvrstva chova jako kondensator

s vysokou kapacitou. Vysledny proud tekouci ptes pracovni elektrodu je dan souctem téchto
dvou slozek. [30]
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Voltamogram

Vystupem voltametrického méfeni je voltamogram nebo-li graf zavislosti proudu na
napéti. Voltametrii miZeme podle druhu pfiloZeného napéti délit naptiklad na cyklickou
voltametrii, pulzni, diferen¢né pulzni a podobné.

Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie patii mezi bézn¢€ uzivanou elektrochemickou metodu. Jeji hlavni
prednosti je schopnost charakterizovat elektrochemicky systém. Méné¢ vhodnd je pro
kvantitativni analyzu a to pro jeji nizkou senzitivitu. Metoda spociva v tom, ze na pracovni
elektrodu je pfilozeno postupné stoupajici napéti (forward scan), které po dosazeni tzv.
zlomového potencialu (vertex) zac¢ne klesat k pocatecni hodnoté (reverse scan).[31] Prubéh
ptilozeného napéti v ¢ase je na Obr.16.

potenciélT

tas —Pp
Obr.16 K¥ivka prFilozeného napéti pracovni elektrody
Béhem prubéhu napéti se potenciostatem méii vysledny proud. Namérené hodnoty se
zpracovavaji do grafu, ktery vyjadfuje zavislost proudu na napéti. Piiklad cyklického
voltamogramu je na Obr.17.

proud,ud g ] «—

-5,0 4

-10,0 -

-15,0

08 06 04 02 0,0 02  -04
napéti, V
Obr.17 Cyklicky voltamogram

Graf se skladd zuzaviené kiivky, na které miizeme pozorovat katodicky a anodicky
pik. Oba piky mizeme vidét pouze pii reverzibilni reakci (dochazi nejdiive k oxidaci
redoxniho paru a pak redukci nebo naopak). Mizeme hodnotit vysku piku (velikost proudu) a
polohu piku (velikost napéti v misté vrcholu). Katodicky pik (redukéni) ma kladnou hodnotu
proudu a anodicky pik (oxida¢ni) ma hodnotu proudu zapornou.[30]
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Pro vypocet standardniho klidového napéti mizeme vyuzit vztah (29).

Epat Epe
E,2E,,=> P "B (29)
2
kde Epa je hodnota napéti pro anodicky pik a Epc je hodnota napéti pro katodicky pik.
[30] Podle potieby se méfi jeden nebo vice cykli. Cyklicka voltametrie se vyuziva ke studiu
elektrochemickych vlastnosti roztokl, zjistovani kinetiky pfenosu ndboje a reakci které
prenos naboje nasleduji a nebo jej predchazeji.

6. Fyzikalné chemicka charakteristika pouzitych
pracovnich elektrod

Konstrukce elektrody

Megfeni bylo provadéno na planarni formé elektrod a to na htebinkovych elektrodach. Planarni
forma elektrod ma tu vyhodu, Ze pti zachovani malé vzdalenosti elektrod a velké plochy
elektrod je celkova plocha Cipu malé a proto je citlivost elektrodového prevodniku dostatecna.
Rozlozeni hustoty proudu je vsak jin€, nez u standardnich elektrod. Rozlozeni hustoty prouda
probiha sféricky a hemisféricky a se vzdalenosti od elektrody se snizuje (Obr.18). Pak se
jednd o pomérnych proudech, kdy 90% proudu probihd ve velkych vzdéalenostech od
elektrody. To zavisi na vodivosti roztoku, poméru vzdalenosti elektrod a Sifky hiebinku. [32]

Obr.18 Priibéh proudii na hiebinkovych elektrodach
Pro nase méfeni DNA bylo vyuzito senzorového pole s 12 x 8§ elektrodami. Jedna se o
zlaté elektrody usporadané do hiebinkt. Jednotlivé hiebinky maji tvar ,,kulicek navlecenych
na nit“. Foto senzorového pole a detailu elektrod je na Obr. 19.

, i , '
i i it

Obr.19 Zlaté elektrody, vlevo senzorové pole elektrod, vpravo detail hiebinki elektrod
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Charakterizace elektrod pomoci EIS
Clankova konstanta je u idealnich elektrod uréena z rozmérti chemického &lanku

d (30)

KCELL =0

A

K:G%:G.KCELL, (31)
kde KcevL je ¢lankova konstanta, d [cm] je vzdalenost mezi elektrodami a A [cm?] je

povrch elektrody, k [S/cm] je mérna vodivost a G [1/Q, S] vodivost.

Ze zméfené vodivosti ¢i odporu ¢lanku, se za pomoci této konstanty vypocita hledana
mérna vodivost elektrolytu. U béznych piistrojii pro Sirsi rozsahy mérnych vodivosti je nutné
zvolit elektrody s vhodnou ¢lankovou konstantou. Obecné plati, ze pro velké vodivosti se
uzivaji velké Clankové konstanty a naopak pro nizké vodivosti, malé hodnoty clankové
konstanty. Kazdé elektrody s danou c¢lankovou konstantou méfi tedy piesné pouze
Vv omezeném rozsahu vodivosti, a proto se vyuziva vice elektrod podle méteného elektrolytu.
Pii Spatné zvolenych elektrodach dochazi k velké chybé méfeni. Po urcitém case je nutné
elektrody kalibrovat, protoze jejich piesnost klesd. To se provadi stanovenim korekce

¢lankové konstanty.

Krea = @-Keg, (32)
a= Kreal , (33)
KCELL

U planarniho integrovaného systému nelze elektrody ménit podle potieby, proto je
nutné stanovit korekci c¢lankové konstanty, respektive zavislost ¢lankové konstanty na
koncentraci. Je ziejmé, ze Clankova konstanta v realnych podminkach neni konstantou
v celém rozsahu meétfenych vodivosti. Obzvlasté u planarnich elektrod byla zjiSténa silna
zavislost clankové konstanty na méfené vodivosti pii konstantni méficim kmitoctu.
Charakterizaci téchto elektrod Elektrochemickou impedanc¢ni spektroskopii se ukazalo, Ze je
mozné najit frekvenci, pro kterou chyba, zpiisobena ¢lankovou konstantou, je pomérné mala.

Frekvenéni charakteristika senzoru zavisi na vodivosti a na koncentraci roztoku.
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Obr.20 Frekvenéni charakteristiky na celém rozsahu mérnych vodivosti

Pro charakterizaci planarnich elektrod byla vyuzita metodika zpracovana v [33,34].
Pro zpracovani pouzijeme pouze hodnoty frekvenci, které odpovidaji lokalnim maximim na
imaginarni ose komplexni roviné impedance. K odpovidajici frekvenci byly odeéteny
ptislusné hodnoty impedanci. V dal§im grafu jsou vykreslena lokdlni maxima v celé Sifce
rozsahu vodivosti.

10000

1000

-Im (£

100 4

1

10 100 1000 10000 100000 1000000
Re(0)

Obr.21 Vrcholy frekvenénich charakteristik v celém rozsahu mérnych vodivosti

Hodnoty vrcholi frekvencni charakteristiky elektrod lze vynést do zavislosti, coz
miize byt vyjadieno vzorcem
Im=c,.Re’, (34)

r~r

kde ¢y je konstanta a exponent 6 se blizi jedné.
Reédlnd c¢ast rozhrani impedance ma obdobny vztah s vodivosti. Tato zavislost je
vyjadiena jako
Re=c.x", (35)
kde c; je konstanta.
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Obr. 22 Realna ¢ast vrcholu frekvenéni charakteristiky v zavislosti na frekvenci

Zavislost je také ve vztahu mezi frekvenci v maximech a realnou ¢asti impedance a je
popsana vztahem

Re=c,f ™", (36)

kde c; je konstanta.
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Obr.23 Zavislost realné ¢asti impedance na vodivosti

Z rovnice (34) vyplyva, Ze realna ¢ast impedance zavisi na vodivosti, coz je uréeno
vrcholem frekvence. Z toho mtizeme odvodit vztah pro obé proménné porovnanim rovnic (36)
a (35)

c,f " =c.k”, 37)
f= c& KT = Ck + Copp - (38)
2

Exponent v/t je ptiblizné roven 1.
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Obr.24 Zavislost frekvence na vodivosti

Konstanta musi byt experimentaln¢ uréena pro kazdy typ senzoru. Konstanta core
urcuje malou kompenzaci charakteristiky. Prib¢h je linedrni a je velmi jednoduché jeji uziti
pro zptesnéni méfeni vybérem vhodné méfici frekvence.

Vyjadiime-li frekvenci, vodivost a realnou ¢lankovou konstantu do 3D grafu (Obr.25),
muzeme najit frekvenci pii které se Clankova konstanta pfiliS neméni. Muzeme fici, ze
spojenim dvou bodii mezi levym a pravym rohem roviny v tomto grafu nalezneme piimku
zObr. 24. Clankova konstanta byla vypodtena zrovnice (31) za pomoci pouZitého
vodivostniho standardu a zmétené odporu.

Keg, = Re K. (39)

100

10

¢lankova
konstanta
(1/em) 1
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% - mérna vodivost
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Obr.25 3D graf — charakteristika ¢lankové konstanty
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V. Material a metody

Pouzivané chemikalie byly ACS Cistoty a spole¢né s parafilmem zakoupeny od firmy
(Sigma-Aldrich, USA). Koncentrace zasobnich roztokt byla stanovena spektrofotometricky
pti vinové délce 260 nm na pfistroji Spectronic Unicam (Anglie). Deionizovand voda byla
demineralizovand pomoci reversni osmosy za pouziti pfistroje Aqua Osmotic 02 (Aqua
Osmotic, Tisnov, Ceskd Republika) a nasledné purifikovana za pouziti Millipore RG
(Millipore Corp., USA, 18 MQ) — MiliQ voda. Méteni pH bylo provedeno na pfistroji WTW
inoLab (Weilheim, Germany).

1. Pufr
Acetatovy pufi: 0,2 M CH3COOH + 0,2 M CH3COONa. Ostatni pouzité chemikalie v
Cistoté ACS byly ziskany od spole¢nosti Sigma- Aldrich.

2. Elektrochemicka detekce na rtut'ové elektrodé

Elektrochemické stanoveni s visici rtutovou kapkovou elektrodou (HMDE; s plochou
kapky 0,4 mm?) jako pracovni elektrodou bylo provedeno pomoci piistroje AUTOLAB analyzator
(EcoChemie, Holandsko), ve spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm, Svycarsko). Byla pouZivana
pracovni cela s tiielektrodovym zapojenim. Referen¢ni elektroda byla Ag/AgCl/3M KCI a
pomocna elektroda byla uhlikova ty¢inka. Zakladni elektrolyt acetatovy pufr (pH 4,6 - 5,0). LSV
parametry: pocatek a konec potencidlového okna: 0 V, a -1,65 V, potencidlovy krok: 5 mV,
rychlost polarizace: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 160, 320, 400, 640, 800, 1280, 2560
mV/s.

3. Bunécné kultury

Bunééné linie IMR-32 byly ziskdny zizolaci ztkanovych bunéénych kultur
neuroblastomu. Pro méfeni byla pouzita DNA izolovana z bunék senzitivnich k doxorubicinu
a bun¢k rezistentnich k doxorubicinu.

4. Elektrody a pristroj pro spektroskopicka méreni
Impedanc¢ni spektroskopie byla méfena pomoci impedancniho analyzatoru Agilent
4284A mericiho na frekvencich od 20 Hz do 1 MHz. K charakterizaci elektrod byly pouzity
standardni roztoky KCL s ptesné danou vodivosti (od 1,3 uS/cm do 445,477 uS/cm) od firmy
Chromservis s.r.o.. Pouzité elektrody byly od firmy Roche. Pro ptepinani mezi jednotlivymi

policky senzorového pole bylo vyuzZito piepinae vyrobeného na Ustavu mikroelektroniky,
FEKT.
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V. Vysledky a diskuse

1. Charakterizace ¢idel pomoci EIS

Pro kazdé cidlo pouzivané k méfeni byla uréena hodnota frekvence, pro kterou je
¢lankova konstanta pfiblizné neménna. Méfila se impedance postupné pro rizné koncentrace
roztokd.

Charakterizace byla provedena pro jednu fadu senzorového pole (8 poli). Jednotlivé
fady pole by se od sebe nemély lisit.
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Obr.26 Frekven¢ni zavislost v celém rozsahu mérnych vodivosti standardi KCl (logaritmické osy)

Obr.26 ukazuje prubéhy impedanci pro jednotlivé mérné vodivosti. Pro dalsi
zpracovani byly pouzity hodnoty frekvenci a realnych slozek impedance v lokélnich
maximech impedancnich funkci. Na Obr.27 jsou vykresleny body lokalnich maxim a
prolozeny mocninnou zavislosti dle (34), ktera je dana rovnici

y =0,0739x%%°", (40)
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Obr.27 Vrcholy frekvenénich charakteristik v celém rozsahu mérnych vodivosti standardi KCl

Obr.28 vyjadiuje zavislost realné slozky impedance a frekvence. Body byly prolozeny
dle (36) mocninnou funkci danou rovnici
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y=6.10"x".
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500 5000 50000 500000
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Obr.28 Realna ¢ast vrchold frekvenéni charakteristiky v zavislosti na frekvenci

(41)

Zavislost z Obr.29 mezi mérnou vodivosti a redlnou slozkou impedance byla obdobné

proloZena dle (35):

y =83356.x "

32

(42)



30000 +

Re {Ohm)

3000 -

y = 83356x09%8
R?=0,9947

300 T T 1
1 10 100 1000

Vodivost {uS/cm)

Obr.29 Zavislost realné ¢asti impedance na vodivosti standardia KCl
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Obr.30 Zavislost frekvence na vodivosti standardi KCI

Zavislost mérné vodivosti na frekvenci (Obr. 30) byla opét prolozena dle (36) rovnici
y = 747,84.X%%°%, (43)

Vyjadiime-li frekvenci, vodivost a realnou ¢lankovou konstantu do 3D grafu (Obr.
31), mizeme najit frekvenci pii které se ¢lankova konstanta ptilis neméni. Mizeme fici, ze
spojenim dvou bodii mezi levym a pravym rohem roviny v tomto grafu nalezneme piimku
zObr. 24. Clankova konstanta byla vypodtena zrovnice (31) za pomoci pouZitého
vodivostniho standardu a zmétené odporu.
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Obr.31 3D graf — charakteristika ¢lankové konstanty pouZzitych elektrod

2. Cyklicka voltametrie

Voltamogram

Metodou cyklické voltametrie s visici rtutovou elektrodou byly zméteny signaly DNA
z bunéénych tkanovych kultur neuroblastomu. Mg¢fili jsme DNA z bunék senzitivnich a
rezistentnich. Senzitivni buiiky jsou citlivé k cytostatikim, protoze jejich obranné
mechanismy nejsou vyselektovany k u¢inkim doxorubicinu. Resistentni buiiky jsou schopny
dlouhodobé ptezivat ve zvysSené koncentraci doxorubicinu .

Charakteristicky voltamogram DNA izolované z buné¢nych kultur je ukazan na Obr.
32. Na pribéhu zdznamu muiZeme pozorovat dva piky. Prvni pik (1) odpovida redukénimu
signalu cytosinu a adeninu (kolem potencialu -1.5 V), druhy pik (2) odpovida oxida¢nimu
signalu guaninu (kolem potencialu -0.2 V). Na signalu DNA s navazanym doxorubicinem
mizeme pozorovat jesté pik doxorubicinu (kolem potencialu -0.3 V).
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Kazdy vzorek DNA byl méfen pti riznych rychlostech polarizace (10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 160, 320, 400, 640, 800, 1280, 2560 mV/s). Pro dalsi zpracovani dat se
vyhodnocovaly vysky piku v zavislosti na téchto rychlostech. Voltamogram na Obr. 33
ukazuje vliv polarizace na signal méfeny na tomtéz vzorku. Tato zavislost je priblizné
linearni, jak miZzeme vidét na Obr. 34. Pro tyto linearni zavislosti jsme urcili rovnice pfimek a
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Obr.32 CyKklicky voltamogram, 1-CA pik, 2-G pik

z nich smérnice zavislosti, které jsme dale statisticky porovnavali.
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Obr.33 Vliv rychlost polarizace na pribéh signalu.
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Obr. 34 Zavislost vy$ky CA piku na rychlosti polarizace

Vliv cytostatik

Na Obr. 35 mizeme vidét rozdil signalu mezi koncentraci 0,1 — 1uM doxorubicinu.
Oba signaly jsou méteny pii rychlosti polarizace 1280 mV/s.
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Obr. 35 Rozdil signalu mezi 0,1 pM a 1 pM koncentraci doxorubicinu p¥i rychlosti polarizace
1280 mV/s.

Déle jsme pozorovali zmény signdlit DNA izolovanych z rezistentnich a senzitivnich
bunék pii stejné koncentraci doxorubicinu. Porovnani pribe&ht pii koncentraci doxorubicinu
0,25 uM a rychlosti polarizace 1280 mV/s, je na Obr. 36.
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Obr. 36 Zmény signalu senzitivnich a rezistentnich bunék p¥i koncentraci doxorubicinu 0,25 pM
a rychlosti polarizace 1280 mV/s.

Na Obr. 35 a 36 miizeme vidét, Ze se pii vyssi koncentraci doxorubicinu dochazi ke
snizovani signalu CA piku i G piku a nérustu piku doxorubicinu. Stejné tak mizeme vidét, ze
senzitivni buniky jsou citlivéj$i k uéinkim doxorubicinu nez bunky rezistentni. Signal
resistentnich bunék dava vyrazné vétsi CA i G pik a nizsi pik doxorubicinu. Naopak signal
senzitivnich bunék poskytuje oproti rezistentnim buiitkdm mensi CA a G pik a vyrazné vyssi
pik doxorubicinu.

Statistické vyhodnoceni

Pomoci statistického vyhodnocovani jsme porovnavali rozdily mezi signaly DNA z
bunék senzitivnich a rezistentnich. Ze zavislosti vySek CA pikd na rychlostech polarizace
jsme uréili smérnice ptimek, které jsme porovnavali se smérnicemi kontrolniho vzorku (bez
ptidaného doxorubicinu). Na Obr. 37 jsou vyneseny pramérné hodnoty smérnic, které byly
S kontrolnim vzorkem porovndvany statistickym Turkeyho testem. Vystupem testu je p-
hodnota, ktera vypovida o podobnosti mezi primérnymi smérnicemi jednotlivych koncentraci
doxorubicinu a primérnou smérnici kontrolniho vzorku. Je-li p-hodnota mensi nez 0,05,
muizeme rozdily povazovat za statisticky vyznamné. Daéle je v grafu vyznacen 95% interval
spolehlivosti (interval, ve kterém lezi 95% porovnavanych hodnot a ktery nesmi piesdhnout
nulovou hodnotu smérnice-k, abychom mohli rozdily povazovat za statisticky vyznamné).

Obr. 37, 38 wukazuje primérné hodnoty smérnic v zavislosti na koncentraci
doxorubicinu pro senzitivni, respektive resistentni bunky. Na svislé ose jsou vyneseny
hodnoty smérnic (k), jednotlivé sloupce odpovidaji danym koncentracim. Prvni sloupec
odpovida kontrolnimu vzorku (bez doxorubicinu).
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Obr.37 Porovnani prumérnych hodnot smérnic s kontrolnim vzorkem pro DNA ze senzitivnich
bunék

Stejny test se aplikoval i u DNA izolované z bunék rezistentnich k doxorubicinu-Obr.
38.

koncentrace doxorubicinu (uM)
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Obr.38 Porovnani primérnych hodnot smérnic s kontrolnim vzorkem pro rezistentni vzorky

Na Obr. 38 muZzeme pozorovat statisticky rozdil mezi vzorkem s koncentraci
doxorubicinu 0,05 a kontrolnim vzorkem. Pro ostatni koncentrace neni rozdil smérnic
statisticky vyznamny. Tim se potvrdila rezistence bunék, protoze zména hodnoty primérnych
smérnic se neméni v zavislosti na koncentraci doxorubicinu.
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Dale jsme porovnavali statistické rozdily mezi senzitivnimi bunkami a rezistentnimi.
Porovnani mizeme vidét na Obr. 39.

koncentrace doxorubicinu (LM)

8T 000 o005 o010 o025 100
0.6-

0.4-

0.0 —

0.2 __

(primér a 95% interval spolehlivosti; Oboustranny neparovy t-test, n = 3)

Obr. 39 Statistické porovnani resistentnich a senzitivnich bunék

ZObr. 39 mluZzeme pozorovat, ze prumérné hodnoty smeérnic senzitivnich a
rezistentnich bun¢k se statisticky lisi (p-hodnota je mensi nez 0,05). Primérny rozdil hodnot
smérnic mezi senzitivnimi a rezistentnimi buiikami je Ak= 0,167 + 0,083. Mtzeme tedy fict,
ze senzitivni buniky se od rezistentnich statisticky 1i$i. To ukazuje obdobn¢ i Obr. 40, kde je
vynesena hodnota smérnice v zavislosti na koncentraci doxorubicinu. Jedina koncentrace, pro
kterou neni rozdil statisticky vyznamny je koncentrace doxorubicinu 1,00uM. Interval
spolehlivosti (95%) tam ptesahuje nulovou linii, coz znamena, Ze rozptyl hodnot ziskanych
smérnic by byl vétsi, nez jejich rozdil. Proto je nemiZeme povaZovat za statisticky vyznamné.
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Obr. 40 Zavislost hodnot smérnic na koncentraci doxorubicinu

39



3. Elektrochemicka impedanc¢ni spektroskopie

Pro méfeni elektrochemické impedancni spektroskopie bylo vyuzito naprogramované
aplikace v prostiedi LabView [autor Dr. Jifi Stehlik]. Celni panel aplikace je na Obr. 41.
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Obr.41 Aplikace prostiedi LabView pro méreni EIS

EIS-zavislost na koncentraci

Na Obr.42 je prabéh impedanci v celém frekvenénim rozsahu pro rostouci koncentrace
DNA vacetaitovém pufru. Méfili jsme koncentrace DNA:10, 20, 30, 40, 50 pg/ml
VvV acetatovém pufru. Pro vysokou vodivost acetdtového pufru jsme vSechny roztoky museli
100x ztedit, pfistrojem by nebylo mozno spravné vyhodnotit tak vysoké naméfené vodivosti.
Na grafu mizeme vidét, ze se vzristajici koncentraci klesa realny odpor Re i imaginarni ¢ast
impedance.

Pro dalsi vyhodnocovani byly vzaty dva body jako vyznamné: lokalni maximum
prib¢hu impedance a posledni bod, méteny pii nejvyssi frekvenci (10MHz, méfeni probiha
zprava doleva-v Obr.42). V lokalnim maximu jsme pro dals$i vyhodnocovani dat vybrali
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zavislosti realnych odpord Re na frekvenci a koncentrace na Re v maximu. V poslednim bodé
pak predevsim zavislost realného odporu na koncentraci.
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Obr. 42 Pribéhy impedanci v celém frekvenénim rozsahu v zavislosti na klesajici koncentraci

Impedance DNA senzitivnich a rezistentnich bunék

Za vyuziti metody elektrochemické impedancni spektroskopie jsme meéfili pribchy
impedanci DNA senzitivnich a rezistentnich bun€k o stejnych koncentracich DNA a to 100
png/ml. Vzorky se dale lisili koncentraci doxorubicinu (0 - kontrolni vzorek, 0.05,0.5 a 5 uM).
Na Obr.43 jsou pribéhy impedanci vSech senzitivnich (S) a rezistentnich (R) vzorki 0
riznych koncentracich.
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Obr. 43 Priibéhy impedanci DNA senzitivnich (S) a rezistentnich (R) bunék
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Na Obr.43 muZeme pozorovat, Ze se snizujici se koncentraci doxorubicinu, klesa na
dané frekvenci i realny odpor Re. Mizeme si také vSimnout, Ze senzitivni vzorky vykazuji pfi
stejné koncentraci vyssi redlny odpor. Vzorek R 0.5 povazujeme za Spatny, nebo chybné
zméfeny a pro dals$i métfeni ho neuvazujeme.

Pro porovnavani rozdili DNA senzitivnich a rezistentnich bun¢k jsme zvolili oba
vyznamné body. Hodnoty jsou v Tab. 1.

maximum posledni bod
vzorek konc. (uM) |frekv. (Hz) |Re (Ohm) |Im (Ohm)|frekv. (Hz) | Re (Ohm) |Im (Ohm)
SO 0| 50118.723 782.948 | -49.772 1000000 633.815 -291.72
S0,05 0.05| 63095.734 8.131| -51.523 1000000 594.487| -239.248
S0,5 0.5| 63095.734 610.834| -40.078 1000000 547.274| -164.469
S5 5 100000 506.607| -32.395 1000000 473.493| -103.282
RO 0| 50118.723 1003.24| -72.374 1000000 755.389| -393.778
RO,05 0.05| 50118.723 733.938| -51.644 1000000 626.711 -232.07
R5 5| 79432.823 562.515 -39.604 1000000 500.235| -163.608

Tab. 1 Hodnoty pro bod maxima a posledni bod

V bod¢ maxima jsme dali do zavislosti hodnoty realnych odpori a frekvenci (Obr. 44,
45) a zavislost realnych odpord na koncentracich (Obr. 46, 47). Zavislost realnych odporti na
frekvenci jsme prolozili mocninnou zavislosti. Druha zavislost (Realnych odpori na
koncentraci) je pfiblizné linearni, urcili jsme tedy rovnice zavislosti, které jsme dale
porovnavali. V poslednim bod€¢ byla nejvyznamnéjsi zavislost redlnych odpord na
koncentracich (Obr. 48, 49), ktera je pfiblizné linearni.
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Obr.44 Zavislost Re na frekvenci v bodé maxima, senzitivni vzorky
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Obr.45 Zavislost Re na frekvenci v bodé maxima, rezistentni vzorky
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Obr.46 Zavislost Re na koncentraci v bodé maxima, senzitivni vzorky
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Obr. 47 Zavislost Re na koncentraci v bodé maxima, rezistentni vzorky
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Obr. 48 Zavislost Re na koncentraci doxorubicinu v poslednim bodé, senzitivni vzorky
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Obr. 49 Zavislost Re na koncentraci doxorubicinu v poslednim bodé, rezistentni vzorky

Porovnavali jsme 1 zdvislost redlnych odporti na imaginarnich slozkach impedance.
Zavislosti vSak pro vyhodnocovani nebyly pfili§ vhodné (Pfiloha A). Pro porovnani jsou
ziskané smérnice uvedené v Tab. 2.

Senzitivni Rezistentni
Re-frekv. | y=609370x"°" y = 2E+07x*%
Maximum | Re-Im y =-0,0702x + 2,3267 | y =-0,0746x + 2,6359
konc-Re |y=-42,472x+ 711,06 | y=-61,926x + 870,81
, Re-Im y=-1,1881x + 468,35 | y=-0,9031x + 303,5
Posledni bod
konc-Re |y=-25,624x+ 597,82 | y=-38,547x + 692,33

Tab.2 Rovnice pro zavislosti senzitivnich a rezistentnich linii k doxorubicinu

Dalsi moznosti vyhodnoceni je davat do zavislosti hodnoty rozdilii (diferenci) mezi
obéma vyznamnymi body neboli rozdil frekvence v poslednim bodé¢ a frekvence v maximu.
Obdobné pak pro redlné odpory a imagindrni slozky impedance. Toto vyhodnoceni v§ak nema
takovy vyznam jako jiné vySe zminéné zavislosti a navic je zatiZeno velkou chybou
Vv disledku malého poctu vzorki (viz. Priloha B).

Pro ur€eni druhu zavislosti (linearni, mocninnd, jind) jsme vyuzili hodnot z méteni
s acetatem z diivodu vétsiho poctu vzorkl a tim presnéjSiho urceni zévislosti. Grafy z méteni
s acetatem (viz. Ptiloha C).
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VI. Zavér

Doxorubicin patii mezi n€kolik nejpouzivanéjsich protirakovinych 1é¢iv dnesni doby.
Vyuziti nachazi ptedevS§im v 1é¢bé neuroblastomu, akutni myeloidni leukémie, akutni
lymfoidni leukémie, Hodkingského a non- Hodkingského lymfomu, 1é€bé nadorli mocového
méchyie, prsu, kiize vajeCnikii a podobné. Vzhledem k Cetnosti jeho vyuziti je dalezité
zkoumat jeho ucinky a chovani vzhledem k molekule DNA.

Pro méfeni jsme vyuzivali metod cyklické voltametrie a elektrochemické impedancni
spektroskopie. Bylo méfeno DNA ze senzitivnich a rezistentnich bunék k doxorubicinu.
Senzitivni buniky jsou k Gc¢inkim 1é€iva citlivéjsi. Na voltamogramech zméfenych metodou
cyklické voltametrie jsme pozorovali snizovani CA (cytosin, adenin) i G (guanin) piku
v zavislosti na koncentraci doxorubicinu u senzitivnich bunék. Na resistentni bunky pfidana
koncentrace doxorubicinu neméla vliv. Pribéhy signala také zavisi na rychlostech polarizace.
Zavislost vysky piku (CA nebo G) je zavisla na rychlosti polarizace linearné. Z takto
sestrojenych piimek jsme urcili smérnice, které jsme dale pro CA pik statisticky zpracovavali
a porovnavali senzitivni vzorky DNA a rezistentni vzorky DNA. Primérné hodnoty smérnic
vzorkill o riznych koncentracich doxorubicinu jsme porovnavali statistickym Turkeyho testem
S primérnou smérnici kontrolniho vzorku. To bylo provedeno pro senzitivni i rezistentni
vzorky. U DNA senzitivnich bun¢k. U senzitivnich vzorkt jsou rozdily statisticky vyznamné.
U rezistentnich vzorkl rozdily statisticky vyznamné nejsou. Dale jsme porovnavali statistické
rozdily mezi senzitivnimi a rezistentnimi vzorky. Primérny rozdil smérnic je
Ak = 0,167 = 0,083. Miizeme tedy fici, ze G¢inky doxorubicinu na senzitivni a rezistentni
vzorky se lisi.

Pifed zacatkem méfeni metodou elektrochemické impedanéni spektroskopie byla
provedena charakterizace zlatych elektrod méfenim prubéhti impedanci pro rtizné vodivé
stantardy KCI. Dale byly méfeny vzorky DNA rezistentnich a senzitivnich bunék. Pro
vyhodnoceni dat jsme vyuzili dva vyznamné body a to bod lokalniho maxima a posledni bod
prub&hu impedance, ktery je zméten pii nejvyssi frekvenci. Pro bod lokalniho maxima jsme
davali do zavislosti hodnoty redlnych odport na frekvenci (pfiblizné mocninna zavislost) a
zavislost realnych odporti na koncentraci (pfiblizn€ linearni zavislost). V poslednim bodé
jsme vzali zavislost realnych odporti na koncentraci (piiblizn€ linearni zavislost). Rovnice
kiivek pro DNA senzitivnich a rezistentnich bunék se 1isi. Méfeni je ovSem zatizeno velkou
chybou v disledku malého poctu vzorkii. Vzhledem Kk niz§imu pocétu vzorkd byly druhy
zavislosti uréovany z méfeni DNA v acetatovém pufru, kde bylo zméteno vice vzorku. Dalsi
moznosti vyhodnoceni vysledkli by mohlo byt uréeni hodnot Cp. (kapacita dvouvrstvy
vznikajici na rozhrani elektroda-elektrolyt) a Rt (odpor pienosu naboje pies dvouvrstvu)
Z prub¢hu impedance.
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VIIl. Priloha A

senzitivni rezistentni
maximum Re-Im y =-0.0702x + 2.3267 y =-0.0746x + 2.6359
y =-0.0033x" + 2.4152x - y =-0.0028x" + 2.6183x -
posledni bod | Re-Im 513.4 771.81

Tab.3 Rovnice pro zavislosti senzitivnich a rezistentnich linii k doxorubicinu
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Obr. 50 Zavislost realnych odporii na imaginarni sloZce v bodé maxima, senzitivni vzorky,
linearni proloZeni

_104 0] 500 600 700 800 900 1000 1100

-20

-30

-40 4

Im{Ohm)

-50

-60

y=-0.0746x+ 2.6359

R?=0.9994
70 ~$

-80

Re {Ohm)

Obr. 51 Zavislost realnych odporii na imaginarni sloZce v bodé maxima, rezistentni vzorky,
linearni proloZeni
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Obr. 52 Zavislost realnych odpori na imaginarni sloZce v poslednim bodé, senzitivni vzorky,
polynomické proloZeni
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Obr. 53 Zavislost realnych odpora na imaginarni sloZce v poslednim bodé, rezistentni vzorky,
polynomické proloZeni
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|X. Priloha B

senzitivni rezistentni
dif.Re-dif.Im y =1.4404x + 26.797 | y=1.0491x + 62.662
dif.Re-dif .frekv. y = 2E-10e>%% y = 5E-12e%%%

Tab. 4 Rovnice pro zavislosti senzitivnich a rezistentnich linii k doxorubicinu
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Obr. 54 Zavislost diference realnych odpori na diferencich frekvenci, senzitivni vzorky,
exponencialni proloZeni
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Obr. 55 Zavislost diference realnych odpori na diferencich frekvenci, rezistentni vzorky,
exponencialni proloZeni
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Obr. 56 Zavislost diference realnych odpori na diferencich impedanénich sloZek, senzitivni
vzorky, linearni proloZeni
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Obr. 57 Zavislost diference realnych odpori na diferencich impedanénich slozek, rezistentni
vzorky, linearni proloZeni
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X. Priloha C
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Obr. 58 Zavislost realnych odpori na frekvenci v bodé maxima, DNA v acetatovém pufru,
exponencialni proloZeni
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Obr. 59 Zavislost realnych odpori na koncentraci v bodé maxima, DNA v acetatovém pufru,
linearni zavislost
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Obr. 60 Zavislost realnych odport na koncentraci v poslednim bodé, DNA v acetatovém pufru,
linearni proloZeni
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Obr. 61 Zavislost realnych odpora na impedanénich slozkach v bodé maxima, DNA v acetatovém
pufru, linearni zavislost
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Obr. 62 Zavislost realnych odporit na impedanénich slozkach v poslednim bodé, DNA
V acetatovém pufru, polynomicka zavislost
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Obr. 63 Zavislost diferenci realnych odpori na diferencich frekvenci, DNA v acetatovém pufru,
exponencialni zavislost
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Obr. 64 Zavislost diferenci realnych odporii na diferencich impedan¢nich slozek, DNA
V acetatovém pufru, linearni zavislost
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