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Uvod

Kyselina deoxyribonukleovd (DNA) a kyselina ribonukleova (RNA), st biologické
makromolekuly, ktorych ulohou je uchovéavanie a prendsanie genetickej informdcie. Ich
zloZenie je priamo spojené s genetickou informdciou v nich obsiahnutou, ktora je typicka a
jedine¢na pre kazdy organizmus a biologicky druh. Tvoria jednu z hlavnych zloziek buniek
a virusov, a vo vSetkych bunkéch jedného organizmu st (az na ndhodné mutécie a poruchy)
identické.

Problematike Studia DNA sa venuje v sucasnosti vel'a pozornosti, a jej vyskum sa stava
zélezitostou spoluprace odbornikov z viacerych oblasti, hlavne mediciny, biologie,
biochémie a biofyziky. Predpokladaju sa Siroké moZnosti vyuzitia poznatkov o DNA
v praxi. UZ v sucasnosti sa vyuZivaju napr. v kriminalistike — na identifikaciu osob,
v pol'nohospodarstve — na genetickil upravu potravin, alebo v bioldgii — na odhalenie

suvislosti v evolucii biologickych druhov.

Vyhodné vlastnosti molekul DNA a RNA ich umoziiuja pouzit’ ako jedine¢ny nastroj na
uréenie totoznosti, ¢i pritomnosti v prostredi, konkrétneho organizmu, ¢i biologického
druhu. V tejto suvislosti sa vel'a prac venuje problému detekcie pritomnosti konkrétnych
sekvencii nukleotidov v danom prostredi, v snahe o vyvoj vhodnej metddy pre SirSie
pouzitie v praxi.

Metoda hybridizacie DNA sa stdva najpouzivanejSou metddou na rieSenie tohto
problému. Je zaloZzend na schopnosti hybridizacie navzijom komplementarnych
monovlakien DNA — tzv. ssDNA pricom vznikd dvojita zavitnica DNA — tzv. dsDNA.
Vldkna ssDNA byvaji stcast'ou senzorickej Casti detek¢ného systému. Ak sa v skiimanej
vzorke nachadzaju k nim vlakna komplementarne, dochadza pri vhodnych podmienkach k
ich hybridizécii, ¢o spdsobuje zmenu meratelnych parametrov senzora. Sledované
parametre mézu byt rozne, napr. zmeny hmotnosti, optickych, ¢i elektrochemickych

vlastnosti senzora.

Elektrochemickd metéda, meranie zmien vodivosti, je spdsob na sledovanie

hybridizacie DNA pouzity aj v tejto praci.



1. Nukleové kyseliny

1.1 Zakladné zlozky nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny (NK) su polynukleotidy. Vznikaju dehydratacnou kondenzéciou
mononukleotidov, a to za aktivnej Gcasti prislusnych enzymov — polymerdz. Nukleotidy sa

skladaju z troch zloziek :

1. dusikatej heterocyklickej bazy 2. sacharidu —
pentozy 3. molekuly kyseliny
fosforecne;j.

Nukleotidy obsahujiuce ribézu, sa nazyvaji ribonukleotidmi a s monomérnymi
jednotkami RNA. Nukleotidy obsahujuce deoxyribozu, su deoxyribonukleotidy a tvori sa
znich DNA. V molekule DNA aj RNA sa nukleotidy spéjaju do retazca, pomocou
fosfodiesterickej vizby, ktora sa zvy&ajne vytvara medzi C’ jednej pentozy aC’
nasledujucej pentozy.

Dusikaté bazy su derivaty purinu alebo pirimidinu. V NK su pritomné zdsadne dva
purinové derivaty — adenin (A) a guanin (G), a tri pirimidinové derivaty — cytozin (C),
tymin (T) a wuracil (U). V ribonukleotidoch sa vyskytuji bazy A, G, C, U,
v deoxyribonukleotidoch bazy A, T, G, C. Bazy sa pripdjaju k sacharidu pomocou 5 — N —
glykozidovej vizby, spajajicej C' atom pentdzy s N' atomom pirimidinu, alebo N’

atbmom purinu.
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Obr.1.1 Ak R =H, ide o doeoxyribonukleotid, ak R = OH, ribonukleotid.



Okrem uvedenych typov baz, sa mozu vyskytovat' aj minoritné bazy (najma v RNA),
napr.: 5 — metylcytozin, hypoxantin, xantin, cytokininy a pod.. Tieto maji vyznam pri

interakciach NK s ligandami a bielkovinami.
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Obr.1.2 Purinové a pirimidinové bazy.

1.2 Primarna Struktura NK

RNA a DNA st konsStruované postupne z kovalentne spojenych ribonukleotidovych
a deoxyribonukleotidovych prvkov, vytvarajicich polynukleotidové retazce. Prvky sa
spajaju medzi sebou pomocou fosfodiesterickych mostikov, viazucich 5’ hydroxylova
skupinu jedného nukleotidu s 3’ hydroxylovou skupinou nasledujuceho. Vytvara sa tak
pravidelny zakladny retazec fosfat — sacharid — fosfat — sacharid. K sacharidu st pripojené
rozne bazy. Polynukleotidovy retazec mé polarne a nepoldrne Casti. Primarna Struktira NK
je tvorena postupnost'ou baz, ktora sa podl'a dohody ¢ita od 5° konca ku 3’ uhlikovému
atomu pentdzy. Postupnost’ baz sa urcuje metddami sekvenovania. V postupnosti baz je

obsiahnuta genetickd informacia.

Predmetom z&ujmu tejto prace bude d’alej molekula DNA.

1.3 Sekundarna Struktura DNA

Zakladna charakteristika

Sekundarna Struktara molekuly DNA sa sklada spravidla z dvoch jednotlivych ret'azcov,
ktoré vytvaraju pravotoCivil zavitnicu vo vztahu k jednej atej istej osi symetrie. Oba
retazce su navzajom protismerné. Sacharidovo - fosfatova kostra je ulozena na periférii
zavitnice, dusikaté bazy sa nachadzaji vo vnutri zavitnice a ich roviny su spravidla kolmé

k osi zavitnice.



Medzi bazami sa tvoria Specifické vodikové viazby. Adenin vzdy vytvara dve vodikové
vézby s tyminom a guanin tri vodikové vizby s cytozinom. Vzdialenosti medzi C' atomami

deoxyribdzy v dvoch ret'azcoch st rovnako velké pre AT a GC pary a rovné 1,085 nm.

Pod komplementaritou sa chape komplementarnost’ postupnosti baz v protilahlych
retazcoch DNA. Ak sa v jednom retazci na niektorom mieste nachadza A, potom
v druhom ret’azci sa na tom istom mieste nachadza T a naopak. Analogicky je to pre G a C.
V DNA je mnozstvo A totozné s mnozstvom T a to isté plati pre G a C.

Geometria dvojitej zavitnice je takd, ze susedné pary baz sa nachadzaji navzdjom vo

vzdialenosti 0,34 nm a st vzdjomne pootocené o 36° okolo osi zavitnice. Na jeden zavit

zavitnice potom pripada 10 parov baz a krok zavitnice sa rovna 3,4 nm. Priemer dvojitej

zavitnice je priblizne 2 nm.
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Obr.1.3 Model sekundarnej Struktiry DNA.

Sily stabilizujuce dvojitu zavitnicu
Stabilita dvojitej zavitnice je zabezpeCena rdoznymi interakciami, ktoré st v zasade
dvoch typov :

1. horizontdlne interakcie uskutoéhované prostrednictvom vodikovych vizieb medzi bidzami leZiacimi
v jednej rovine,

2. vertikalne alebo poschodové interakcie medzi bazami leziacimi jedna nad druhou, ktoré s vyvolané
disperznymi londonovskymi silami a hydrofébnymi efektami. Pritom sa zabezpecujii Van der Waalsove

kontakty medzi atdbmami a vznikd aj doplnkova stabilita v dosledku prekryvania = - orbitdlov atomov



kontaktnych baz. Stabilizacii napomaha aj hydrofobny efekt, prejavujici sa v tom, Ze nepolarne bazy su
chranené od bezprostredného kontaktu s rozpustadlom, zatial ¢o sacharidovo - fosfatova kostra s jej

polarnymi skupinami a nabitymi atbmami je exponovana, ¢o stabilizuje Struktaru.
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Obr.1.4 Vodikové vdzby medzi bazami.

Vodikové vidzby medzi bazami sa dvoch typov (N-H...N)a(N-H...O).
Vodikové vézby sa 'ahko ohybaju a roztahuju, v dosledku ¢oho geometria systému nie je
stala. Sila a diZka vizby zavisi od nédboja na atdmoch, ktoré ju vytvérajd.

Vertikalne interakcie sa vytvaraju v dosledku ukladania baz nad sebou v tvare stipika
minci. Hlavna ulohu hrajt interakcie medzi stalymi a indukovanymi dipdlmi. Staly dipdl
tvoria skupiny (C=0) a( C - NH2 ). Najstabilnejsie st purin - purinové stipiky, potom

pyrimidin - purinové a najmenej pyrimidin - pyrimidinové stipiky.
1.4 Denaturacia a hybridizacia DNA

Denaturacia ( topenie ) DNA je proces, pri ktorom dochédza k separécii vlakien dvojitej
zavitnice DNA. Po denaturdcii vznik4ju z nukleotidovych retazcov nahodné klbka.
Hlavnymi pri¢inami denaturécie su:

vysoka teplota
nizka koncentracia stabilizanych i6nov s kladnym ndbojom
vysoké pH, kyseliny, zasady, alkoholy.

ZvySenie teploty vyvolava termicku denaturaciu DNA. Tento proces prebieha pri
zvySovani teploty dost’ prudko a je charakterizovany teplotou topenia Tm. Pri tejto teplote
je (podla jej definicie ) 50% molekuly DNA v rozpletenom stave. Hodnota Tm zavisi od
zlozenia molekuly DNA, jej dizky a od rozpustadla. Cim viac GC parov sa v molekule

DNA nachéadza, tym vysSia je teplota Tm. Je to spdsobené pevnejSou vizbou medzi G a C

(tri vodikové mostiky ), nez je vdzba medzi A a T ( dva vodikové mostiky ). Zo znamej



hodnoty Tm moZzno priblizne odhadntt’ zloZenie molekuly DNA ( pomer medzi GC a AT

parmi ) a naopak, zo znameho zlozenia mozno vypocitat’ hodnotu Tm podl'a vzt'ahov :
pre roztok DNA v 0,8 M NaCl: Tm = 81,5°C + 0,41.( %G + %C ) - 550/n
kde n je pocet nukleotidov v molekule DNA,
a pre vodny roztok bez soli : Tm = 69,3°C + 0,41.( %G + %C) .

Uplna denaturécia spdsobuje Giplné oddelenie komplementarnych vlékien. Ak sa roztok
denaturovanej DNA prudko schladi, vlakna ostant oddelené, ak sa teplota znizuje pomaly,
moZe opét’ vzniknut’ dvojitd zévitnica - dochadza k hybridizacii komplementarnych vldkien
DNA. Struktirnu zmenu sprevadza zniZenie viskozity, zvysenie hustoty, zmena optickej

aktivity a zvySuje sa absorpcia v UV oblasti (obr. 1.5).
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Obr. 1.5 Absorpcia svetla v UV oblasti (260nm), pri
termickej denaturacii DNA bakteriofaga.



2. Biosenzory

2.1 Definicia biosenzora

Biosenzory su citlivé snimace, vhodné na detekciu fyzikdlno — chemickych veli¢in
a latok v biologickych prostrediach. St to zariadenia, ktoré v sebe zahfiaju biologicky
rozpozndvaci ( senzitivny ) element, napojeny na fyzikdlno —chemicky prevodnik —
signalovy meni¢. V tejto kombinécii sa generuji a prendSaju elektrické signaly, ktoré
snimaju velkost” sledovanych veli¢in, napr. koncentracie latok. Cely systém je spracovany

tak, aby bol pouzitel'ny bez d’alSich elementov a Specificky k ciel'ove;j latke.

Signaly z menica sa dalej spractvaju elektronickymi obvodmi. Vysledkom takejto
kombinacie je schopnost’ biosenzorov Specificky a velmi citlivo urcit spektrum latok
v procesoch analyzy v klinickych laboratornych podmienkach, ale aj pri kvasnych
procesoch, kontrole znegistenia Zivotného prostredia a pod.. DalSou vyhodou biosenzorov
je, Zze malo ovplyviiuji biologické prostredie, v ktorom pracuji. V porovnani
s konvenénymi metédami na detekciu niektorych veli¢in méze byt ich pouzitie aj menej
casovo a finan¢ne naroc¢né. Ich nevyhodou je ale menSia Casova a mechanicka stabilita

a naroc¢na priprava.

V biosenzoroch sa vyuziva priame prepojenie maticovo viazanej bioaktivnej latky, tzv.
receptora s elektronickym zariadenim na prenos a d’alSie spracovanie signalu. Proces
merania — sledovanie pozadovanej reakcie receptora a analyzovanej latky, mozno na
molekularnej urovni porovnat s principom zadmok —kI'i¢. Zabudovana molekula
receptora —‘zamok™ vytvara s molekulami detekovanej latky —“klIa¢om”, komplex, ktoré¢ho
vznik vyvoldva zmenu sledovanych parametrov —signal. S inymi molekulami receptor
neinteraguje, alebo zmeny sledovanych parametrov maji iny charakter. Fyzikalno —
chemické premeny receptorov zapric¢inené interakciou so sledovanou latkou sa detekuju
potenciometrickymi alebo ampérometrickymi elektrodami, termistormi,
optoelektronickymi detektormi, polom riadenymi tranzistormi alebo inymi zariadeniami a
premienajii sa na vystupny signdl vo forme, ktord moze byt zosilnend, zobrazend a
ulozena.

Biologické rozpoznavacie elementy mozno rozdelit’ do dvoch skupin : katalitycké, ktoré
zahffiaji enzymy, mikroorganizmy a rastlinné alebo zivociSne tkaniva, a nekatalytické

(afinitné ), medzi ktoré patria protilatky, receptory a nukleové kyseliny.
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Obr. 2.1 Zakladna schéma prace biosenzora.

Hlavné problémy v rozvoji biosenzorov vyplyvaji z obmedzenej funkénej stability
receptorovych komponentov. Dalej sa pozaduje mechanicka stalost, nizky difizny odpor
ako aj neskresleny signal. Na prekonanie tychto problémov sa vyvinuli viaceré metddy pre
vzajomne spolahlivi interakciu jednotlivych zloZiek v biosenzoroch. V poslednej dobe sa
ako jedno z perspektivnych rieSeni ukazuje pouzitie systémov vyuzivajlicich ako matricu

na zabudovanie receptorov lipidické vrstvy.

2.2 Biosenzory na baze lipidickych vrstiev

Biologické membrany

Lipidickd dvojvrstva ( BLM ) je zakladnd Stukturna zlozka plazmatickych membran
buniek. Polarne ¢asti molekul lipidov v nej smeruju von a nepoldrne dovnutra dvojvrstvy.
V bunkove] membrane si pritomné lipidy troch typov : fosfolipidy, cholesterol
a glykolipidy. Dvojvrstva lipidov nie je spojitd, pretoZze je preruSovana molekulami
bielkovin, ktoré mozno podla stupiia ponorenia do dvojvrstvy rozdelit na integralne
a periférne. Zabudované bielkoviny maju rdzne ulohy — transport, metabolizmus a pod..
Malu ¢ast’ membrany tvoria sacharidy, ktoré st umiestnené na vonkajsej strane membrany
ast naviazané bud na bielkoviny ( glykoproteiny) alebo lipidy ( glykolipidy ). Do
membrany su zabudované aj rozne Specializované makromolekulové koplexy, ktoré maju
ulohu receptorov — napr. termoreceptorov, chemoreceptorov, hormonalnych
a imunoreceptorov. Membrany su asymetrické, vrstvy v dvojvrstve sa odlisuju lipidickym

a bielkovinovym zloZenim, ¢o vyjadruje funkéné rozdiely ich povrchov aumoziuje



Viktor Gajdo$ — Diplomova praca, r. 2000, FMFI UK v Bratislave, zjednoduSena verzia pre internet

orientovany tok hmoty, energie a informacii cez membranu. Hribka membrany je obvykle

6 — 10 nm. ( Ottova — Leitmanova, 1993, Chorvat, 1998 )
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Obr. 2.2 Molekularne zloZenie biomembrany.

VyuZitie lipidickych vrstiev na tvorbu biosenzorov

Koncept lipidickej vrstvy ako zdkladnej zlozky biomembrany sa stal vS§eobecne znamy
v 50. rokoch 20. storo¢ia. Intenzivny rozvoj vyskumu tychto systémov sa zacal v 60.
rokoch, po tom, o sa Muelerovi a spol. vr. 1962 po prvy krat podarilo vytvorit’ stabilni
lipidicka dvojvrstvu ( BLM ) nanesenim lipidického roztoku na maly kruhovy otvor
v teflonovej priehradke ponorenej v elektrolyte. Ukdzalo sa, ze BLM je mozné
modifikovat’ — zabudovat’ do nich ro6zne makromolekuly — receptory, idnové kanaly
a pripravit BLM s vlastnostami podobnymi biologickej membréane. Zabudovanie r6znych
funkénych komplexov do lipidickej vrstvy umoziuje amfifilnd povaha molekul lipidov.
Rézne in¢ amfifilné molekuly sa do BLM ukotvuji na zdklade hydrofilnych a
hydrofébnych interakcii, svojimi nepolarnymi ¢ast'ami penikaji do vnutra a polarnymi do
povrchu BLM. Proces imobilizacie byva vicSinou samovolny a prebieha pri normalnych

podmienkach.

Daldi vyskum BLM zamerany na moznost' ich pouZitia na uréovanie rdznych
parametrov v biologickom prostredi ukazal, ze BLM st biokompatibilné Struktary vhodné
pre vyvoj novych typov elektrochemickych senzorov a biosenzorov . V roku 1989 Tien
a Salomon vynasli novy sposob pripravy lipidickych dvojvrstiev - na kovovom povrchu.

Dalej boli vyvinuté metédy na pripravu BLM na réznych pevnych povrchoch, napr. na



agare, alebo vodivych polyméroch a metédy na pripravu lipidickych vrstiev formovanych
na zlate ¢i platine pokrytej monovrstvou z alkanltiolu ¢i merkaptoundekanolu. Pre lipidické

membrany na pevhom povrchu sa pouziva oznacenie sBLM.

modifikovana sBLM lipidova vrstva na tiolovej
monovrsitve
mo difil ovand moleloila lipidu
zabudovana amfifilng
molekula
tiolova —
vratva
SSESSESSSSSSESSSSSSSK
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Obr. 2.3 Shématické znazornenie lipidickych vrstiev na pevnych povrchoch.

Organické vrstvy na pevnych podkladoch st relativne ¢asovo aj mechanicky stabilné
Struktury. Ich Zivotnost’ byva az niekol’ko dni ( v pripade klasickych BLM niekol’ko hodin )
a znaSaju elektrické napétie do 1,5V ( BLM stracaju stabilitu pri 100 - 300mV ). sBLM
boli skiimané v stvislosti sich pouzitim pre pripravu biosenzorov, ako napr. idnovy
enzymaticky senzor na detekciu glukozy, niektorych toxinov, imunosenzorov ( Hianik

a spol., 1999 ) a su v tomto smere predmetom intenzivneho vyskumu.

Vyhodné vlastnosti SBLM ich umoziiuju pouZit’ ako matricu na zabudovanie receptorov,
funkc¢né filtre ¢i sucast’ prevodnika na transformaciu signalu pri tvorbe biosenzora. ( Hianik

1998)



3. Metody detekcie DNA pomocou hybridizacie

Metody na detekciu konkrétnych sekvencii nukleotidov v DNA vyuzivajiuce
hybridizéciu, patria v si€¢asnosti medzi najviac skimané a rozvijané metddy na rieSenie
tohto problému. St zalozené na schopnosti hybridizacie navzdjom komplementarnych
jednonitovych vldkien DNA — jvDNA (jedno vldknovd DNA ), pricom znich vznikd
duplex — dvojita zavitnica DNA — dvDNA ( dvoj vldknova DNA ), pripadne moézu tvorit’

triplex.

Ide tu teda o princip zdmok — kI'ai¢. Vldkna jvDNA byvaji stcastou senzorickej Casti
detek¢éného systému, ktory sa dostava do kontaktu so skimanou vzorkou. Ak sa vo vzorke
nachadzaji k nim vldkna komplementdrne, dochadza za vhodnych podmienok k ich
hybridizacii — vznika dvDNA. Tento proces spdsobuje zmeny meratelnych parametrov

senzora ( vznik signalu ).
Metddy na sledovanie hybridizacie DNA sa daju rozdelit’ na dve skupiny :
e metddy vyuzivajuce rozne znacky — radioaktivne, fluorescencéné ¢i enzymové
e metddy bez pouZitia znaciek.
Pri metddach pouzivajucich znacky, sa takouto znackou oznacia jvDNA vldkna
v skimanej vzorke. Po interakcii senzora so skiimanou vzorkou, je mozné, ak doSlo
k hybridizécii, pozorovat’ pritomnost’ pouZzitej znacky. Ich nevyhodou je vSak casova
naro¢nost’ a obmedzenost’ pouZitia na Specializované laboratoria.
Predmetom dalSiecho zaujmu v tejto praci budi d’alej metdody bez pouzitia znaciek.
Patria medzi ne hlavne metddy vyuzivajice elektrochemické, optické, a nanogravimetrické

techniky.

3.1 Sposoby pripravy DNA senzorov, imobiliziacia jyDNA na pevny
povrch

Délezitym krokom pri vyvoji biosenzora na detekciu sekvencii DNA pomocou
hybridizécie, je vyrieSenie problému naviazania vladkien jvDNA na aktivny povrch senzora.
Pouzity spdsob imobilizacie jJvDNA musi zabezpecit' dostatoc¢ne stabilnu vdzbu, umoznit’
kontakt medzi imobilizovanymi ak nim komplementdrnymi vldknami v analyzovanej
vzorke a musi umoznovat vznik a prenos signalu v suvislosti s pouzitou detekénou

technikou.



Vyhodné a v sti€asnosti vo viacerych pracach s obl'ubou pouzivané st hladké povrchy
uslachtilych kovov, hlavne zlata a platiny. Takyto povrch byva dalej modifikovany

a naviazanie jvDNA moze byt realizované vo v§eobecnosti tymito sposobmi :

e priamou kovalentnou vizbou modifikovanej jvDNA na kovovy povrch  (pouziva

sa napr. sirou zakon¢ené vlakno jvDNA, kovalentna védzba S - Au )
¢ ukotvenie modifikovanej jJvDNA do lipidickej vrstvy ( Nikolelis, 1997 )

e ukotvenie pomocou modifikacie jJvDNA molekulou s vel'kou afinitou k molekule

imobilizovanej na povrchu ( pouziva sa napr. systém avidin — biotin ).

Modifikacia jvDNA alebo dvDNA vldkien tiolovou skupinou (SH) patri medzi
najpouzivanejSie spdsoby na naviazanie tychto vldkien na kovovy povrch. Medzi
niektorymi kovmi ( asto sa pouziva zlato ) asirou vznika pevna a stabilnd kovalentna
vizba. Naviazanie sirou modifikovanej DNA (S — DNA ) na kovovy povrch prebieha
samovolne, po ponoreni povrchu do roztoku S —DNA alebo kvapnuti jeho malého

mnozstva na povrch ( Yang a spol., 1998 ).

Mnozstvo naviazanych molekul jvDNA alebo dvDNA na povrch a hustotu jeho pokrytia
je mozné sledovat’ napr. pomocou nanogravimetrickych metod ( Yang a spol., 1998, Caruso

a spol., 1997 ), alebo cyklickej voltametrie ( Steel a spol., 1998 )

3.2 Techniky na sledovanie imobilizacie na pevny povrch
a hybridizacie DNA

Nanogravimetrické metody - QCM

Senzorické zariadenia pracujice na principe QCM ( Quartz Crystal Microbalance ),
vyuzivaju piezoelektricky kremenny kryStdl s aktivhym povrchom a sledovanym
parametrom je frekvencia kmitania kryStdlu. Povrch kryStalu slizi ako aktivny povrch
biosenzora, a dostdva sa do kontaktu so skimanou vzorkou. Je upraveny tak, aby
dochadzalo k afinitnym interakciam s analyzovanou latkou, ¢o sposobuje zmenu hmotnosti
krystalu. ZvySenie resp. zniZenie hmotnosti kryStalu sa prejavi zniZzenim resp. zvySenim
frekvencie kmitania piezoelektrického krystalu. Metéda QCM umoznuje sledovat’ kinetiku
afinitnych reakcii a ur€ovat’ hmotnost’ a po€et naviazanych molekul. Pracovné frekvencie
v bezne pouzivanych QCM zariadeniach su radovo v MHz a sledované zmeny st rddovo

od jednotiek Hz. Detek¢éné limity mozu byt’ az pikogramy.
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Obr. 3.1 Schéma QCM aparattry a typicky vystupny signal — zmena frekvencie po
interakcii s analyzovanou latky ( ktorej dodanie je zndzornené Sipkou ).

V praci Carusa a spol.( 1997a ) bol pouzity sposob imobilizacie jvDNA na zlaty povrch
QCM krystalu pomocou afinitnej interakcie medzi avidinom a biotinom. Zlaty povrch
krystalu bol modifikovany avidinom (na Au bola najprv naviazana kyselina 3,3'-
ditiodipropidénova, na ktortt bol d’alej naviazany avidin) avldkno jvDNA s dI'Zkou
30 nukleotidov bolo na jednom konci modifikované biotinom. Po naviazani biotin -
JvDNA vldkna na povrch bola sledovana reakcia na dodanie komplementarneho resp.
nekomplementarneho retazca. Po dodani komplementarneho vlakna do roztoku s QCM
kryStalom nasledovala vyraznad odozva ( zmena frekvencie ), ktora sa ustélila do 5 min..
Odozva po dodani nekomplementdrneho vldkna pri rovnakych podmienkach, bola

nepatrna.

Imobilizacia sirou modifikovanych oligonukleotidov na zlaty povrch arozdiely
v hybridizécii kratkych a dlhych vldkien DNA na zlatom povrchu boli Studované v d’alSej
préci z toho istého laboratoria ( Caruso a spol. zr. 1997b). KratSie jvDNA vldkna mali
dI'zku 21 nukleotidov a na jednom konci boli modifikované tiolovou ( SH ) skupinou. Po
ich naviazani na povrch QCM krystalu bola pozorovana vyrazna odozva pri interakcii
s komplementarnym vlaknom ( koncentracia 0,5ug/ml), ktord sa ustélila v priebehu
30 min., v protiklade s nulovou odozvou pri interakcii s nekomplementarnym vlaknom.
Dalej bola §tudovana imobilizicia dvDNA vlakna dizky 7200 nukleotidov ktoré bolo
modifikované dvomi sposobmi — Styrmi alebo pat'desiatimi koncovymi
o — fosfotionukleotidmi. Pri QCM merani sa ukéazalo, Ze mnozstvo imobilizovanych
dvDNA vlékien na povrchu krystalu ( po jeho ponoreni v dvDNA roztoku ) bolo podobné
pri oboch typoch modifikécie a hustota pokrytia zodpovedala horizontdlnemu usporiadaniu
dvDNA vlakien na povrchu. Po ponoreni kryStilu s naviazanou dvDNA na 10 min. do

vody s teplotou 65°C s naslednym prudkym ochladenim sa predpokladala denaturacia



dvDNA vlakien. Mald zmena frekvencie pri QCM merani tento predpoklad nepotvrdila
aani interakcia s komplementarnym jvDNA vldknom nevyvolala ocakavani odozvu.
Problém hybridizacie dlhych jvDNA vlékien sa nepodarilo vyriesit ani pomocou pouZitia
JvDNA vlékna ziskaného samostatnou denaturdciou povodnej dvDNA. Po jeho naviazani
na povrch sice bola pozorovana polovi¢na zmena hmotnosti v porovnani s dvDNA, ale pri
interakcii s komplementarnym jvDNA vldknom neboli pozorované zmeny zodpovedajice
hybridizécii, co mdze byt vysvetlené vzajomnymi prekrytiami a slu¢kovitym usporiadanim
dlhych jvDNA vlékien na povrchu krystalu, ¢o zabranuje hybridizécii.

Vysledky ziskané v nasledujucej praci poukazuju na to, Ze problém denaturacie 7200
nukleotidov dlhého dvDNA vlékna naviazaného na pevny povrch mohol byt v jeho diZke,
alebo nedostatocnych podmienkach pre denaturdci. V praci Yanga a spol, (1998 ), bolo
pouzit¢ 718 nukleotidov dlhé dvDNA vldkno, na jednom konci modifikované SH
skupinou. Zmeny frekvencie po jeho naviazani na Au povrch QCM krystalu zodpovedali
povrchovej hustote 4,6x10" molekil/cm?. Zmeny po denaturacii ( ponorenie do NaOH
alebo 90°C teplej vody ) zodpovedali strate 50% povrchovej hmotnosti krystalu, teda 100%
denaturacii dvDNA vldkien na povrchu QCM krystalu.

Elektrochemické metody

Podobny spdsob imobilizacie jJvDNA na zlaty povrch — priprava DNA senzora, ako v
mojej praci, bol pouZzity aj v praci Steela a spol, ( 1998 ). Ako jvDNA vlakno bol pouzity
oligonukleotid obsahujuci 25 réznych nukleotidov, na jednom konci modifikovany SH
skupinou. Pomocou chronocoulometrie bola Studovana zavislost' povrchovej hustoty
naviazanych S - jyDNA vlakien od Casu deponacie v ich 1uM roztoku a néasledne uroven
hybridizéacie v zavislosti od tejto hustoty. Na vyplnenie medzier medzi naviazanymi S -
JvDNA vlaknami na Au povrchu bol pouzZity 6 - mercapto 1 - hexanol (1 hod v ImM
roztoku ). Pomocou chronocoulometrie s pouzitim ruténium hexaaminu ( 3+/2+) ako
redoxnej znacky sa zistilo, ze povrchova hustota S — jvDNA prudko rastie pocas prvych 40
min. deponécie, d’alej narastd pomaly a po niekol’kych hodindch sa uZ prakticky nemeni.

Prehl’ad tycto zmien je v tabul'ke 3.1.



Tabulka 3.1 Zavislost povrchovej hustoty naviazanych S —jvDNA

molekul na zlatom povrchu senzora od €asu deponécie.

Cas deponacie / min. 1 10 40 | 240

hustota / molekalx10”/cm? | 2.2 4 5 6

(' hodnoty st priblizné, od¢itané z grafu v Steel 1998)

Pri sledovani hybridizdcie bol senzor ponoreny na 1hod. do 1uM roztoku
komplementarneho oligonukleotidu pri teplote 35°C a d’alej bola sledovana povrchova
hustota naviazaného komplementarneho vldkna v zavislosti od hustoty S —jvDNA.
Ku 100%  hybridizacii  dochédzalo pri  povrchovej hustote S—jvDNA do
4x10" molekul / cm?, pri vy$Sej hustote efektivnost’ hybridizacie klesa. Tieto vysledky,
ziskané pomocou chronocoulometrie su v stlade sudajmi zinych préac, s pouzitim

povrchovej plazmovej rezonancie alebo metdd vyuzivajicich radioaktivne znacenie.

Medzi prvé prace, vyuzivajlce naviazanie jvDNA na povrch lipidickej vrstvy na
pevnom podklade ( SBLM ) a sledovanie hybridizacie pomocou merania zmien vodivosti
jednosmerného elektrického pradu, patri praca Nikolelisa a spol, (1997 ). Lipidicka
dvojvrstva ( sSBLM ) bola v tomto pripade vytvorena na povrchu strieborného drétika, ktory
bol ponoreny do elektrolytu a pouzity ako pracovna elektroda. Dalej bol sledovany proces
imobilizécie oligonukleotidu dT20 - Cie (dT20 vldkno na jednom konci modifikované
uhl'ovodikovym retazcom Cis ) na povrch sBLM. Tento proces ( po vstreknuti dT2o0 - Ci6
do elektrolytu ) bol sprevadzany narastom vodivosti sSBLM, v zavislosti od koncentracie
dT20 - Ci6 (0 az 25 ng/ml ). Podobny narast vodivosti nasledoval aj po d’alSom dodani
komplementarneho vldkna dA20 (0 az 15 ng/ml), priCom systém sa po 10 az 20 min.
dostal do povodného stavu, ako pred dodanim dT2o - Ci6. Uroveti odozvy na dodanie dT2o -
Cis aj dA20 bola zavisld od ich koncentracie a nebola pozorovand odozva pri interakcii

s nekomplementarnym vldknom.



Ciel’ prace

Cielom tejto prace, je pomocou sledovania zmien vodivosti preStudovat’ moznost’
pozorovania hybridizacie kratkych oligonukleotidov, imobilizovanych na povrch zlatej

elektrédy tymito sposobmi:

¢ ukotvenim cholesterolom modifikovanych oligonukleotidov do lipid — alkantiolove;j

vrstvy, vytvorenej na povrchu zlatej elektrody

e priamym naviazanim oligonukleotidov na povrch zlatej elektrody pomocou ich

modifikacie:
¢ SH skupinou na jednom konci
¢ SH skupinou na oboch koncoch retazca

a zhodnotit moZnost' pouzitia tejto metddy a Studovanych Struktir pre detekciu

Specifickych sekvencii nukleotidov v DNA.



5. Vysledky a diskusia

Predmetom zaujmu pri tvorbe DNA senzora, bola charakteristika jednotlivych trovni
modifikacie zlatého povrchu, teda hodnoty elektrického odporu R pracovnej elektrody pri
jednosmernom prude, elektroédového potencialu Uv pracovnej elektrody ( PE) voci
referencnej Ag/AgCl elektrode ( RE ), a schopnost’ Specifickej odozvy vytvoreného senzora
na pritomnost roznych koncentracii komplementarneho resp. nekomplementarneho

oligonukleotidu v elektrolyte.

Dalej uvadzané hodnoty merného odporu Rm zodpovedajii nameranym hodnotam pridu
I pri napdti Uk =100mV (na PE voc¢i RE ), prepocitanym na jednotku plochy (cm?2 ),
podla vztahu : Rm = ( Uk /1) . S, kde S je plocha pracovnej elektrody, S = 0,0043 cm?2.

Uv predstavuje hodnotu napitia na PE voci RE, po jeho ustdleni, behom 5 - 7 minut po

spusteni merania.

Vysledky st uvddzané v tvare : X =x £sd kde x je priemernd hodnota veli¢iny X a sd
je $tandardna odchylka. V tabulkach je v stipci n uvadzany pocet merani, z ktorych boli

tieto hodnoty vypocitané.

Zlaty povrch, nemodifikovana elektroda.

Cyklicka voltametria bola sucastou Cistenia a prindSala tieZ prvu informaciu o zlatej
elektrode. Typicky voltamogram pouzivanych Au elektrdd je na obr. 5.1. Pri zvySovani

napditia na zlatej elektrode, je zlaty povrch oxidovany, o sa na voltamograme prejavuje

1/10°5A
o

0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4
U (voé&i SCE) / V

Obr. 5.1 Typicky voltamogram zlatej elektrody v 0,2 M H2SO4,
pri 100 mV/s.



pritomnost'ou oxida¢ného piku pri napéti okolo 1.1V, pri naslednom znizovani napitia
dochadza k jeho redukcii, Comu zodpoveda reudukény pik v oblasti okolo 0.9V. Takyto

tvar voltamogramu bol podmienkou pre d’alSe pouzitie zlatej vrstvy.

Merny  odpor  zlatych  vrstiev  pri  napdti  100mV, v elektrolyte E2
( 0,1M NaF + 10mM Tris-HCIl + ImM EDTA, pH = 7,6 ) bol :
Rm=(10,7£1,9)kQ.cm?.
Potencidlovy rozdiel medzi zlatou a referencou Ag/AgCl elektrodou v elektrolyte E2 bol
Uv=(51£18)mV.

Aj napriek rovnakym podmienkam pri priprave a cisteni Au vrstiev dochadza
k odchylkam Rm a Uv medzi jednotlivymi Au vrstvami. Pri¢inou je pravdepodobne
znelistenie niektorych vrstiev, asi prachovymi Casticami, vo faze medzi ich o€istenim
uvedenym postupom a d’alSim pouzitim pri experimentoch. Pri manipulacii mézu byt
vrstvy tieZ mechanicky poskodené. Tieto chyby nie sit voInym okom vidite'né a nemusia
sa prejavit pri cyklickej voltametrii, maju vSak vacsi vplyv pri vytvarani statického

potencidlového rozdielu medzi PE a RE.

5.1 Imobilizacia jvDNA priamou vazbou na zlaty povrch

Sytém Au + HS - N+ MUA
Au+HS -N

Naviazanie oligonukleotidu HS - N na zlaty povrch, sa prejavuje posunom Uv do

zapornych hodndt. Pre takto modifikovanu zlatu elektrodu je :
Uv=(-70£57)mV.

Cukor - fosfatova kostra molekuly DNA ( aj jvDNA ) byva v roztoku pri neutrdlnom pH
nabitd zaporne ( O ). Naviazanie zaporne nabitého oligonukleotidu na povrch zlatej vrstvy

tak pravdepodobne vysvetluje zdporné Uv takto modifikovanej elektrody.

Vytvorenim jvDNA monovrstvy na Au povrchu dochadza ku zvySeniu jeho odporu

o dvarady : Rm = (520 £390 ) kQ.cm?.

Au+ HS - N + MUA.

Po vyplneni medzier medzi molekulami HS - N naviazanymi na Au povrchu

molekulami MUA je, usporiadanie molektl na povrchu hustejSie a dochadza ku zvysSeniu



odporu: Rm=(5,2%52)MQ.cm?. Naviazanie MUA tiez spdsobuje, Ze pracovna
elektréda sa stdva oproti referencnej eSte viac zapornejSou : Uv =(-208 £85)mV.
Molekulu MUA mozno povazovat za elektricky dipdl : HS™ — R, kde zapornym pélom je
molekula siry S” akladnym zvySok uhlovodikového retazca R’ zakonteny COOH
skupinou. Vytvorenie dipdlovej vrstvy so zapornym polom na zlatom povrchu sa prejavuje
dalsim posunom Uv do zapornych hodnét. Zmeny Uv pri jednotlivych drovniach
modifikacie zlatej elektrody je vidno v obr. 5.2. Porovnanie zmien Rm a Uv je v tabulke

5.1.

100 +
50 Au
0
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Obr. 5.2 Zmeny napidtia Uv na pracovnej elektrdde, pri jednotlivych trovniach jej
modifikacie.

Tabul’ka 5.1 Zmeny Rm a Uv pri modifikécii zlatej elektrody.

vrstva Rm/kQ.cm 2 n Uv/imV n
Au 10,7+ 1,9 4 51+18 6
Au+HS-N 520 + 390 9 -70 + 57 11

Au+HS -N+MUA 5200 £ 5200 9 -208 + 85 15




Hybridizacia

Uvedeny systém Au + HS - N + MUA reaguje na dodanie komplementarneho vlakna do
elektrolytu narastom vodivosti. Odozvu je mozné pozorovat’ uz pri koncentracii ONc od
40nM, pri¢om troven odozvy ( vel'kost’ zmeny pradu ) je tym vécsia, ¢im je vdcSia zmena
koncentracie ONc po jeho dodani do elektrolytu. K zvySeniu vodivosti dochadza uz po
priblizne desiatich sekundach po dodani roztoku ONc do elektrolytu a k narastu prudu na
maximalnu hodnotu dochadza behom 1 - 3 min. Pri nizkych koncentraciach, Po dosiahnuti
maximalnej odozvy va¢Sinou nastava proces relaxacie — systém sa pomaly vracia skoro do
povodného stavu. Tento proces je vyrazny hlavne v oblasti nizkych koncentracii ONc,
okolo 40nM a vysokych, nad 400nM. Priklady reakcie na dodanie komplementarneho
oligonukleotidu ONc do elektrolytu predstavuju obr 5.3 a 5.4.

Vyrazné, niekolko sekund trvajuce zmeny prudu ( viditelné v predchadzajicich aj
niektorych nasledujucich obr. ), st sposobené poruSenim rovnovahy systému otvorenim

faradayovej klietky a dodanim roztoku oligonukleotidu do elektrolytu.
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Obr. 5.3 Priklad odozvy systému Au + HS - N + MUA na zvySovanie koncentracie
komplementarneho vlakna ONc v elektrolyte.
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Obr. 5.4 Priklad odozvy systému Au + HS - N + MUA na vysSie koncentracie
komplementarneho vldkna ONc v elektrolyte.

Mechanizmus interakcie komplementarnych oligonukleotidov na povrchu senzora tohto
typu a s nim spojeny narast vodivosti tohto systému zatial’ nie je dostato¢ne preskimany.
Narast vodivosti senzora pri hybridizacii si vysvetlujem nasledujucim spdsobom. JVYDNA
vldkno je v porovnani s dvDNA vldknom ovela ohybnejSie. Takéto vlakna, naviazané na
povrchu senzora pravdepodobne z neho netréia kolmo, ale tvoria Statistické klbka, ktoré
pokryvaji povrch senzora. Pri hybridizacii vznikaji dvojité zavitnice dvDNA, ktoré st
rovné, kolmé na povrch senzora a zaberaji tak na povrchu menej miesta. Je tomu tak
v dosledku znaénej perzistentnej dizky dvojitej zavitnice DNA, priblizne 50 nm ( Mag
a spol., 2000). V doésledku elektrostatickych interakcii medzi molekulou dvDNA
a okolitymi molekulami MUA tieZ moéZe dochadzat’ k ich odpudzovaniu a rozSirovaniu
medzery medzi nimi. Takto vznikaji podmienky pre I'ahSiu vymenu elektrického néboja
medzi zlatym povrchom a elektrolytom. Tuato hypotézu zndzorfiuje obr. 5.5. Pokles
vodivosti senzora pri vysokej koncentracii ONc (obr. 5.4 ) je pravdepodobne spdsobeny
nespecifickymi interakciami medzi vlaknom ONc a povrchom senzora. Pri jeho vysokej
koncentracii mozno tiez dochadza k tvorbe zlozZitejSich komplexov ( napr. triplexov DNA )

na povrchu senzora a zablokovaniu vodivych miest.
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Obr. 5.5 Predstava o usporiadani molekul jvDNA a dvDNA na povrchu senzora,
ktora vysvetluje zvysSenie vodivosti po hybridizécii.

Ay

Pri interakcii s nekomplementdrnym vldknom dA15 senzor na dodanie dA15 bud
nereagoval, alebo dochadzalo ku kratkodobému narastu alebo poklesu vodivosti a zvySeniu
Sumov. Tieto zmeny mali nepravidelny anestadly charakter. Prikladom takejto reakcie

senzora na dodanie nekomplementarneho vlakna dA15 do elektrolytu je na obr. 5.6.

0,08 -
0,06 +
ié 0,04
0,02 +
c(dA15):  39nM 75nM 110nM
0 | | | | | |
0 10 20 30 t/min. 40 50 60

Obr. 5.6 Priklad odozvy systému Au + HS - N + MUA na zvySovanie koncentracie
nekomplementarneho vlakna dA 15 v elektrolyte.



Odozva senzora na zmenu koncentracie komplementdrneho vlakna sa dé vyjadrit’
pomocou relativnej zmeny vodivosti : (g - go )/ go , kde hodnota gy je vodivost’ senzora pri
nulovej koncentracii komplementarneho vlakna v elektrolyte, g je vodivost’ po zvyseni jeho
koncentracie. Zavislost’ relativnej zmeny vodivosti senzora Au + HS — N + MUA od

koncentracie ONc znazornuje obr. 5.7.

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

¢(ONc)/inM
Obr. 5.7 Zavislost' relativnej zmeny vodivosti senzora Au + HS—-N + MUA od

koncentracie komplementarneho vlakna ONc. Stredné hodnoty a ich Standardné
odchylky boli urcené z 3 - 4 merani.

Sytém Au + HS — N — SH + MUA.

Pri vytvérani tohto typu senzora, dochadza pri modifikacii zlatej elektrody k podobne;j
zmene parametrov Uv a Rm ako pri systéme Au + HS — N + MUA. Prehl'ad tychto zmien
je v tabulke 5.2 a zmeny potencialového rozdielu medzi pracovnou a Ag/AgCl elektrodou

pri modifikacii Au elektrédy je vidno na obr. 5.8.
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Obr. 5.8 Zmeny napitia na pracovnej elektrode, pri jednotlivych trovniach jej

modifikacie.
Tabul'ka 5.2.
vrstva Rm/kQ.cm? n Uv/mV n
Au 10,7+ 1,9 4 51+£18 6
Au+HS -N-SH 1550 + 560 6 -98 + 49 9
Au+HS -N-SH+MUA 3870 + 3600 6 | -215+57 9

Trojndsobne vyssi odpor zlatej elektrody po naviazani oligonukleotidu HS — N —
SH modifikovaného na oboch koncoch SH skupinou, v porovnani s oligonukleotidom
HS — N, naznacuje, Ze sa tu vytvara pravdepodobne hustejSia vrstva s vacSim poctom
naviazanych molekul jvDNA na povrchu. Obojstranne naviazané jvDNA vldkno ma tiez
mens$i stupeit volnosti v porovnani s jednostranne naviazanym vlaknom. Usporiadanie
takejto monovrstvy vSak moze byt komplikovanejsie, pretoZe jednotlivé vlakna HS — N —
SH sa mdzu navzajom prekryvat’ (ako vlakna siete ). Vytvara sa tak viac prekazok pre

naviazanie molekil MUA, ktoré nevytvaraji taku savisli vrstvu na Au povrchu ako



v pripade systétmu Au+HS - N+ MUA, ¢o moze vysvetlit niz§i odpor systému

Au+ HS — N - SH + MUA oproti Au + HS — N + MUA.

Hybridizécia.

Syst¢tm  Au+ HS - N - SH + MUA reaguje na  zvySenie koncentrécie
komplementarneho vldkna ONc poklesom vodivosti.. K zniZzeniu vodivosti dochddza po
1 — 3 min. od dodania roztoku ONc do elektrolytu a nova arovenl prudu sa ustali priblizne
po 15 min.. Tieto zmeny maju trvaly charakter, nedochddza k navratu do povodného stavu.
Velkost odozvy (narast g) je umernd koncentracii ONc v elektrolyte. Detekény limit je
30nM. V tomto pripade som robil merania, pri ktorych bol potencial pracovnej elektrody
oproti referencnej kladny aj merania so zdpornym polom na PE (£ 100mV ). V oboch
pripadoch vsSak po dodani ONc dochadzalo k podobnej relativnej zmene vodivosti.

Reprodukovatelnost’ tohto typu odozvy je viac ako 60%, podobne reagovali 4 senzory zo 6.

Priklad odozvy senzora Au+ HS-N-SH+MUA na zvySovanie koncentracie

komplementarneho oligonukleotidu ONc v elektrolyte je obr.5.9.

01+

I/nA

c(ON\e):

0 : : : :
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Obr. 5.9 Priklad odozvy senzora Au + HS — N — SH + MUA na zvySovanie koncentracie
komplementarneho oligonukleotidu ONc v elektrolyte.



Znizenie vodivosti tohto systému po dodani komplementdrneho vldkna ONc do
elektrolytu je pravdepodobne spdsobené zvySenim povrchového pokrytia senzora
vznikajucimi molekulami dvDNA, ktoré zaberaju viac miesta ako jednonitové molekuly
jvDNA. Dochadza tak ku tahSej vymene elektrického naboja medzi Au povrchom

a elektrolytom.

Zavislost’ relativnej zmeny vodivosti senzora Au+HS-N-SH+ MUA od

koncentracie komplementarneho vlakna ONc znazoriuje obr. 5.10.
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Obr.5.10 Zavislost’ relativnej zmeny vodivosti senzora Au + HS — N — SH + MUA od
koncentracie komplementdrneho vldkna ONc. Stredné hodnoty aich
Standardné odchylky boli uréené zo 4 merani.

Na pritomnost’ nekomplementarneho vlakna dA 15 jednotlivé senzory reagovali podobne
ako senzory typu Au+ HS —-N+ MUA. Po dodani dA15 do elektrolytu v niektorych
pripadoch vodivost’ klesla, nedochddzalo vsak ku trvalym a jednoznacnym zmenam.
Priklad reakcie tohto senzora na zvySovanie koncentracie dA15 v elektrolyte je na obr.

5.11.
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Obr. 5.11 Priklad odozvy senzora Au+HS-N-SH+MUA na zvySovanie
koncentracie nekomplementarneho oligonukleotidu dA15 v elektrolyte.

5.2 Imobilizacia jvDNA na povrch lipidickej vrstvy

Pri vytvéarani systému Au+ T + L + Ch — dT15 som postupne premeral odpor vsetkych

urovni tohto typu modifikacie zlatej elektrody.

Po vytvoreni monovrstvy z 1 — dodekantiolu na povrchu zlatej elektrody vyrazne vzrasta

jej odpor : Rm =(20,2+ 11,6 ) MQ.

Fuziou lipozémov sa vytvara na hydrofébnom povrchu dodekantiolovej monovrstvy
lipidicka vrstva. Dochadza tak ku d’alSiemu zvySeniu odporu takto modifikovanej Au
elektrédy : Rm = (30,1 £ 19 ) MQ. Velké odchylky v odpore jednotlivych vrstiev svedcia
otom, Ze na dodekantiolovom povrchu sa nevytvara vo vSetkych pripadoch suvisla
lipidickd monovrstva. Samotné dodekantiolové vrstvy su navzajom odlisné, a pri vytvarani
lipidickych vrstiev sa tieto odchylky esSte zvyraziuju. Pri¢inou tychto odliSnosti su
pravdepodobne drobné znecistenia, ktorym sa da tazko zabranit’ aj pri snahe o dodrZanie
maximalnej Cistoty pri manipulacii. Okolo takychto znecisteni alebo Struktarnych defektov
v monovrstve z dodekantiolu sa lipidickd vrstva nevytvara, pripadne nie je dostatocne

stabilnd a pri manipulécii odpadava.



Elektrodu s vytvorenou lipidickou vrstvou som po premerani ponoril na 20 hod. do
roztoku Ch — dT15. Po tejto procedure sa odpor takto modifikovanej elektrody vo vacsSine
pripadov znizuje, na hodnotu: Rm= (21,0 £ 10,3 ) MQ. Pri¢inou zniZenia odporu je
pravdepodobne poruSenie Struktiry lipidickej monovrstvy pocas jej 20 hodinovej inkubacii
v roztoku Ch — dT15, pripadne jej poskodenie pri manipulécii.

Zmeny odporu pri jednotlivych urovniach modifikacie zlatej vrstvy st v tabul’ke 5.3.

Tabulka 5.3 Zmeny Rm pri modifikécii zlatej elektrody.

Systém Rm/MQ.cm? n
1 — dodekantiol 20,2+ 11,6 25
1 — dodekantiol + lipid 30,119 20
1 — dodekantiol + lipid + Ch — dT15 21,0+ 10,3 19

Hybridizacia.

Pri vécSine experimentov na sledovanie hybridizacie nedochadzalo pri zvySovani
koncentracie komplementarneho vldkna dA15 kjednoznacnym zmendm vodivosti
pracovnej elektrody. Polovicu merani som robil pri potencidlovom rozdiele medzi
pracovnou a referencnou elektrodou -50 mV apolovicu pri +100 mV ( napétie na PE
z externého zdroja ). Pri devitnastich experimentoch boli iba Styri pripady, pri ktorych
reagoval systétm na dodanie dA15 do elektrolytu jednoznacnym a trvalym narastom
vodivosti ato aj pri -50 mV aj pri +100mV potencidlovom rozdiele medzi PE a RE.
Priklady dvoch takychto reakcii st uvedené na obr. 5.12 a 5.13. V tychto pripadoch vSak
doSlo po dodani dA15 do elektrolytu k vyraznému a jednoznacnému nérastu vodivosti
senzora a to uz pri koncentracii dA15 10nM. Problém necitlivosti ostatnych senzorov bol
pravdepodobne v tom, Ze na ich povrchu pravdpodobne neboli naviazané vldkna Ch —
dT15 astruktara ich povrchu nezodpovedala uvedenej predstave. Kvoli nedostatku

informacii o tychto systémoch som nevedel tieto chyby pouzivanou metdédou odhalit’.

Vysvetlenie narastu vodivosti, ku ktorému doslo pri hybridizacii v spominanych
pripadoch je podobné ako v pripade syst¢ému Au + HS — N + MUA. Molekuly jvDNA

tvoria na povrchu lipidickej vrstvy Statistické klbka, ktoré sa pri hybridizacii vznikom



dvDNA vyrovnavaju, ¢im dochddza k uvolneniu miesta na povrchu senzora a lepsej

vymene nabojov medzi elektrodou a elektrolytom.

Ked’Ze nedochadzalo k pravidelnej odozve na komplementarne vlakno, nerobil som
experimenty s vlaknom nekomplementarnym. Koéli malému poctu pozitivnych vysledkov

neuvadzam ani zavislost’ relativnej zmeny vodivosti od koncentracie dA15.
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Obr. 11 Priklad odozvy systému Au + T + L + Ch — dT15 na dodanie komplementarneho
vlakna do elektrolytu, pri Uk =+100 mV (na PE voci RE).
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Obr. 12 Priklad odozvy systému Au + T + L + Ch — dT15 na dodanie komplementarneho
vlakna do elektrolytu, pri Uk =-50 mV (na PE voci RE).



Z.aver

V predlozenej praci bola pomocou sledovania zmien vodivosti Studovana hybridizacia
kratkych oligonukleotidov na povrchu tenkych organickych filmov, scielom vyvoja

biosenzora na detekciu Specifickych sekvencii DNA.

Modelovy systém pripraveny pomocou ukotvenia cholesterolom modifikovaného
oligonukleotidu, obsahujuceho 15 tyminov, do lipid — alkantiolovej vrstvy na povrchu
zlatej elektrody reaguje na interakciu s komplementarnym vladknom narastom vodivosti uz
pri jeho koncentracii od 10nM. Problémom vsak bola nizka reprodukovatel'nost’ vysledkov,
pravdepodobne suvisiaca s pomerne zlozitou Srukturou a nizkou funk¢énou stabilitou tohto

systému.

Sytém vyuzivajuci priame naviazanie SH skupinou modifikovaného oligonukleotidu na
zlaty povrch reaguje na koncentracie komplementarneho vlakna od 30nM, pricom pri
pouziti oligonukleotidu modifikovaného SH skupinou na jednom konci dochddza k narastu
vodivosti, v pripade oligonukleotidu s SH skupinou na oboch koncoch vldkna dochadza pri

interakcii s komplementarnym vldknom k poklesu vodivosti.

Metdda sledovania zmien vodivosti a Studované spdsoby pripravy DNA senzora by
mohli byt v budlcnosti pouZité na realizdciu biosenzora pre detekciu Specifickych
sekvencii DNA. Predpokladom je vsSak dokladnejSie preskimanie a zvySenie funkcnej

stability tychto Struktur.
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