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1. Uvod

Vzorky nukleovych kyselin fadime do skupiny vyso-
ce komplexnich analytl, které, podobné jako bilkoviny
nebo cukry, jsou schopné zaujimat rozmanité konformace
(strukturni stavy) v zavislosti na prostiedi, ve kterém se
vyskytuji. V souasné dobé je pro studium nukleovych
kyselin a dalSich biopolymert vyuzivano Siroké spektrum
modernich elektrochemickych metod a pfistupti, které
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umoznuji analyzovat jejich stopova mnozstvi ve velmi
malych objemech vzorku. Predkladany clanek se zabyva
aplikaci téchto modernich analytickych nastroji a kromé
historicky puvodnich objevil jsou zde shrnuty vybrané
recentni aplikace z oboru. Clinek je zaméfen na vyuziti
rtutovych a uhlikovych elektrod pro detekci DNA. Proble-
matika je popisovana a diskutovana pfedevSim z pohledu
vyuziti elektroanalytickych metod pro studium poskozeni,
hybridizace a interakci DNA s nizkomolekularnimi
(1é¢iva, ionty a komplexy kovll) a makromolekuldrnimi
latkami (jako jsou bilkoviny).

2. Objev elektroaktivity DNA

Elektrochemicky vyzkum biopolymerti byl v prvni
poloving 20. stoleti vice orientovan na problematiku bilko-
vin nez nukleovych kyselin. Jiz pocatkem 30. let byly pub-
likovany prvni polarografické studie bilkovin J. Heyrov-
skym' a R. Brdi¢kou®. Byly sledovany polarografické viny
odpovidajici katalytickym reakcim bilkovin na povrchu
rtutovych elektrod. Polarografické metody s kapajici rtu-
tovou elektrodou (DME) nalezly vyznamné uplatnéni
v analyze nizkych koncentraci bilkovin obsahujicich cys-
tein, a byly aplikovany i jako diagnostické néstroje
v 1ékatském vyzkumu. Detaily a historické souvislosti 1ze
nalézt v fadé prehlednych praci, napt.**.

V navaznosti na tato polarografickd meétfeni se
v 50. letech 20. stoleti pokusil H. Berg® analyzovat bilko-
viny v pfitomnosti DNA za podobnych experimentalnich
podminek, za jakych byly provadény experimenty R. Br-
digky®. Za téchto podminek viak nebyly pozorovany elek-
trochemické odezvy DNA a vysledky tedy nasv&dCovaly
tomu, ze DNA neni redukovatelna na rtutové elektrodeé.
Az v roce 1958 byla uvefejnéna prace E. Palecka, ktery
pomoci oscilografické polarografie se stiidavym proudem
prokazal elektroaktivitu DNA (ptivodni prace®’, piehledné
v cit®). V roce 1961 byla také publikovana prvni prace,
ktera se zabyvala adsorpci DNA na povrch rtutové elek-
trody’. Vysledky impedan&niho méfeni ukézaly, Ze kromé
elektrochemické aktivity je DNA povrchové aktivni latkou
schopnou adsorpce na rozhrani povrchu elektrody a vodné-
ho prostiedi a pti vkladani negativnich potenciali podléha
charakteristickym adsorp¢né/desorpénim déjim.

Uvedené objevy vedly k dal§Simu zkoumani elektrické
a povrchové aktivity nukleovych kyselin a v prib&hu dru-
hé poloviny minulého stoleti byly intenzivné zkoumdany
ruzné strukturni formy DNA. Ziskané poznatky jsou ve
struénosti nastinény v nasledujicich odstavcich 3 az 5, kde
jsou popsany zakladni mechanismy redukce a oxidace
DNA na rtutovych a uhlikovych elektrodach a vyuziti
elektroaktivnich markeri pro znaceni studované DNA.
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3. Rtut’'ové elektrody

Na povrchu rtuti dochdzi (v zavislosti na pH elektro-
lytu) k ireverzibilni redukci cytosinu a adeninu (v DNA
poskytuji jediny pik CA) pii potencidlech kolem —1,45 V proti
Ag/AgCl/3 M KCl referencni elektrodé, ke které jsou vzta-
zeny 1 vSechny dale uvadéné potencialy (obr. 1). Naproti
tomu elektrochemicky ireverzibilni redukce guaninu probi-
h4 az ve znacn¢ negativnich potencidlech (£ < —1,6 V)
a redukéni pik guaninu neni na elektrochemickych zazna-
mech pozorovatelny. Pfi téchto negativnich potencidlech
dochazi k intenzivnimu vyluovani vodiku na povrchu
elektrody a proudové piispévky spojené s touto reakci jsou
mnohonasobné vyssi nezli redukéni proudy guaninu. Pozo-
rovat lze az oxidaci vzniklého redukéniho produktu guani-
nu'’ (7,8-dihydrogenguanin), a to kolem potencialu —0,3 V,
viz pik G na obr. 1. Redukce thyminu, popf. uracilu
v ribonukleové kyseliné (RNA) na povrchu rtuti byla po-
zorovana pouze v nevodném prostiedi (dimethylsulfoxid)
pii velmi negativnich potencialech''. Tento piistup oviem
nenasel $irSi uplatnéni pro biochemické analyzy reélnych
vzorkii DNA.

Experimenty s rtutovymi elektrodami poskytuji velmi
reprodukovatelné vysledky a byly aplikovany pro stanove-
ni DNA riznymi elektrochemickymi metodami. Kromé
klasickych  polarografickych méfeni a voltametrie
s linearné rostoucim napétim byly pouZity pulzni voltamet-
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Obr. 1. Cyklicky voltamogram oligonukleotidu s redukénim
pikem cytosinu a adeninu (CA) a oxida¢nim pikem (G) re-
dukéniho produktu guaninu naméfeny na HMDE. Pouzita
metoda: AdT CV, koncentrace (CCG)7-Azp: 5 pg ml™!, zakladni
elektrolyt: 0,3 M mravenéan amonny/0,05 M fosforecnan sodny
(pH 6,95), adsorptivni pienos oligonukleotidu z prostiedi 0,2 M-
NaCl (z4: 1 min), métfeno od 0 do —1,8 V, potencialovy krok: 5
mV, rychlost polarizace: 1 V s', kyslik byl ze zakladniho elekt-
rolytu odstranén
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rické techniky. Diferenéni pulzni polarografie (DPP) byla
poprvé aplikovana pro analyzu DNA v roce 1965. DPP
byla s Uspéchem vyuzita pro analyzu denaturace DNA a
studium preddenaturaénich zmén'>. Vyiky redukénich
DPP pikid jednotetézcové (ss) DNA jsou vyznamné vyssi
nez v pripadé dvoufetézcové (ds) DNA, jelikoz v piipadé
dsDNA jsou redukovatelné skupiny bazi méné pristupné
povrchu elektrody a ssDNA se adsorbuje na povrch rtuti
siln€ji nezli dsDNA. Tyto jevy byly pozdéji detailn&ji
zkoumany a potvrzeny méfenim diferencialni kapacity
elektrodové dvojvrstvy impedanéni spektroskopii'’ a dali-
mi fazové citlivymi technikami, jako je voltametrie se
stfidavou slozkou napéti (ACV), shrnuto v cit.'*. Pro citli-
vou analyzu nukleovych kyselin na visici rtutové kapkové
elektrodé (HMDE) se ukéazala jako vhodnd voltametrie
s vkladanym pravouhlym napétim (SWV). Tato metoda
byla pouzita mimo jiné pro sledovani procesu poskozeni
ssDNA pusobenim dimethylsulfatu. K tomuto ucelu byl
sledovéan pokles piku G indikujici poSkozeni guaninovych
zbytka".

Z galvanostatickych metod se osvédcila rozpoustéci
chronopotenciometrie s konstantnim proudem (CPSA)'®.
Tato metoda je svou podstatou podobna tzv. oscilografické
polarografii, kterou zavedl J. Heyrovsky v roce 1941
(cit.'), a pomoci které byly provadény prvni elektroche-
mické analyzy DNA®’. V ptipadé CPSA se sleduje Sasovy
prubc¢h zmény potencidlu pracovni elektrody za konstant-
niho proudu. Vyhodou této metody je moznost provadét
elektrochemicka méfeni v elektrolytech obsahujicich kys-
lik, coz je pfi voltametrickych méfenich obvykle kompliko-
vano katodickymi proudy souvisejicimi s redukei kysliku.

V poslednich letech jsou pro konstrukci novych
DNA-senzorti pouzivany syntetické analogy DNA (PNA:
peptidova nukleova kyselina, LNA: angl. ,,locked nucleic
acid). Na povrchu rtuti byly metodou cyklické voltamet-
rie (CV) a SWV studovany ridzné oligonukleotidy DNA
a PNA a jejich hybridy. PNA je schopna vytvaret stabilni
duplexy s DNA a je proto vyuZzivana v rlznych typech
DNA hybridiza¢nich senzorti. PNA nenese elektricky na-
boj, na rozdil od negativné nabité DNA, coz se odrazi
v jejim chovani na elektricky nabitém povrchu. PNA po-
skytuje na HMDE katodické a anodické piky podobné€ jako
DNA s tim rozdilem, Ze (v oblasti neutralniho pH) jsou
pozorovatelné pii negativnéjSich potencidlech a mohou byt
vy$§i nezli piky DNA'.

3.1. Adsorp¢né-desorpcni déje a strukturni zmény
DNA na rtutovych elektrodach

Féazoveé citlivé metody poskytuji cenné informace
o adsorpci studované DNA na povrchu rtutovych elektrod
v zavislosti na jeji struktue'. V katodickém AC voltamo-
gramu DNA lze pozorovat sérii tenzametrickych piku,
které souvisi s adsorpci/desorpci resp. reorientaci molekul
DNA na elektrodovém povrchu.

Pti potencialu kolem —1,2 V se projevuje segmentalni
desorpce cukr-fosfatové patete DNA v podobé voltamet-
rického piku (oznacovaného jako pik 1). K desorpci Casti
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Obr. 2. AdT AC voltamogramy denaturované ocDNA (plna
¢ara), ocDNA (¢arkované) a scDNA (teCkované/Sedé) na
HMDE. Parametry méfeni: frekvence: 230 Hz, amplituda:
10 mV, rychlost polarizace: 10 mV s™', adsorptivni pfenosovéa
technika (¢5: 60 s), elektrolyt: 0,3 M-NaCl + 0,05 M-Na,HPOy;
kyslik nebyl ze zékladniho elektrolytu odstranén; ssb: jednofetéz-
covy zlom

molekul DNA adsorbovanych na povrchu elektrody pro-
stiednictvim bazi dochazi az pfi negativnéjSich potencia-
lech kolem —1,4 V (pik 3, obr. 2). Tento tenzametricky pik
je pozorovan pouze v piipadé, Ze je na povrch elektrody
adsorbovana ssDNA nebo jednofetézcové Useky uvnitf
dsDNA. V pripadé dsDNA se v Sirokém rozmezi potencia-
It vyznamn€ neméni jeji struktura, ale pfi potencidlech
kolem —1,2 V (tzv. U-region) byl pozorovan jev, ktery je
oznalovan jako povrchova denaturace®. To znamena, Ze
pokud dsDNA obsahuje volné konce, dochéazi v jejich
okoli k odvijeni dvousroubovice DNA, které je fizeno
potencidlem elektrody. Kromé uvedenych pikt 1 a 3, byl
identifikovén pik 2 okolo —1,3 V (Casto se ¢astecné prekry-
va s pikem 1), ktery lze pozorovat pii konformaénich zmé-
nach (distorzi) v usecich dsDNA vyvolanych napt. jeji
interakci s interkalatorem?'. Uvedené adsorp&né/desorpéni
piky nejsou pozorovatelné u PNA, jelikoz jeji pseudopep-
tidova patef neni elektricky nabitd, a v disledku toho jeji
komponenty, na rozdil od negativné nabité DNA, nepodlé-
haji desorpci pii negativnich potencialech®.

Jako pracovni elektrody se daji pro ACV méfeni pou-
zit kromé¢ HMDE i pevné elektrody na bazi rtuti (napf.
amalgamové elektrody). Na povrchu elektrody ze stiibrné-
ho nebo platinového amalgamu nebo uhlikovych elektrod
potazenych vrstvou rtuti 1ze sledovat totozné tenzametric-
ké piky, jaké byly popsany vyse”. Amalgamové elektro-
dové materialy obvykle neposkytuji tak reprodukovatelné
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vysledky jako HMDE, avsak jsou vhodnéjsi pro konstrukei
DNA-senzoru.

4. Oxidace bazi a studium DNA interakci
na uhlikovych elektrodach

Uhlikové elektrody, na rozdil od rtutovych elektrod,
umoziiuji pozorovat oxidacni d&e, které probihaji
pfi pozitivnich potencialech. Pti potencidlech kolem
+0,1 V jiz dochazi k elektrolytickému rozpousténi rtuti,
a z tohoto divodu jsou rtutové elektrody preferovany pro
sledovani katodickych dé&ju (nebo anodickych reakci
pii potencialech nizsich nez 0 V). Prvni vysledky tykajici
se oxidace purinovych zbytkti v DNA na uhlikovych elek-
trodach publikoval V. Brabec koncem 70. let (cit.*). Na
povrchu uhlikovych elektrod probihé (v zavislosti na pH)
oxidace guaninu kolem potencialu +1,0 V a adeninu kolem
potencialu +1,2 V (obr. 3). Oxidace pyrimidinovych bazi,
thyminu a cytosinu je detegovatelnd pii jeS-
t¢ pozitivngjsich  potencidlech, kolem +1,2 az
+1,3 V, v zavislosti na experimentélnich podminkach®.
Oxidac¢ni piky pyrimidinovych bazi v polynukleotidovém
fetézci nejsou obvykle pozorovatelné. Z tohoto diivodu
jsou analyticky vyuzivané téméf vyhradné oxida¢ni piky
purinti. Detailni informace o mechanismu oxidace guaninu
a adeninu na povrchu uhliku je mozné nalézt v nedavno
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Obr. 3. Voltamogram oligonukleotidu s oxida¢nimi piky gua-
ninu (G*) a adeninu (A°) naméfeny na elektrodé
z pyrolytického grafitu. Pouzitd metoda: AdT SWV, koncentra-
ce (GTT)Ax: 5 ng ml™', zékladni elektrolyt: 0,2 M acetatovy
pufr (pH 5,0), AdT z prostiedi 0,2 M-NaCl (#,: 2 min), potencia-
lovy krok: 5 mV, amplituda: 25 mV, frekvence: 200 Hz, kyslik
nebyl ze zakladniho elektrolytu odstranén



Chem. Listy 105, 15-26 (2011)

zvefejnéné praci’.

Bézn€ jsou na uhlikovych elektrodach detegovana
mikrogramova mnozstvi DNA. Pomoci adsorptivniho na-
hromadéni DNA (viz odst. 6) na povrchu uhlikové elektro-
dy a pti pouziti vhodné elektrochemické techniky lze vsak
stanovit i nanogramova mnozstvi DNA?’. Na rozdil od
redukénich nebo tenzametrickych piki DNA na HMDE
nejsou oxidacni signaly purind na uhlikovych elektrodach
prili§ citlivé ke strukturnim zméndm dsDNA (napf. nebyly
pozorovany vyrazné rozdily v elektrochemickych zazna-
mech mezi kovalentné uzavienou kruznicovou a linedrni
DNA?).

Znacné mnozstvi praci publikovanych v poslednich
letech je zaméfeno na sledovani zmén intenzity oxidacnich
piki purinovych bazi v DNA po jeji interakei s toxickymi
latkami (pfedevsim 1é¢ivy nebo kovy a jejich komplexy).
Tvorba reakéniho produktu mezi interagujici latkou a zbyt-
ky bazi v molekule DNA obvykle zplsobuje pokles inten-
zity vySe popsanych oxida¢nich pikl. Vzhledem k tomu,
ze guanin je reaktivnéjsi vaci fadé chemickych ¢inidel nez
ostatni baze, osvédcilo se sledovat zmény ve vysce jeho
oxida¢niho signalu (pik G**). Navic oxidace guaninu pied-
chazi na potencidlové $kale oxidaci adeninu (pik A°Y)
a ostatnich bazi, a tak neni vysledek méfeni zatizen pii-
tomnosti produktd ptedeslych reakci na povrchu elektrody.
Po interakci dané latky s DNA je pokles ve vySce piku G™
obvykle zpiisoben vytvarenim aduktd s guaninem, uvolné-
nim poskozeného guaninového zbytku z DNA nebo zablo-
kovanim pfistupu guaninovych zbytkl k povrchu elektro-
dy. Pokud je napt. studovana reakce DNA s oxidac¢nimi
¢inidly, mize byt pokles piku zptisoben konverzi guaninu
na 8-oxoguanin, ktery ma niz§i oxidacni potencial nez
guanin a pifi potencidlu piku G™ jiz Zadné elektrochemické
reakci nepodléha®.

K analyze DNA byly navrzeny rGzné konstrukéni
typy uhlikovych elektrod a rdzné strukturni formy
(modifikace) uhliku. DNA byla méfena také na uhlikovych
elektrodach, které byly chemicky modifikovany™®, napt.
byla na jejich povrchu vytvofena vrstva z vodivého poly-
meru — polypyrolovych nanovldken”. Velmi dobrych vy-
sledkd bylo dosazeno napt. pti detekci hybridizace DNA
na povrchu uhlikové pastové elektrody® nebo pii jeji apli-
kaci pro detekci telomerasové aktivity®'.

5. Elektroaktivni znacky nukleovych kyselin

Elektrochemicka analyza DNA muZze byt zaloZena na
sledovani jeji vlastni elektroaktivity, coz je obvykle nej-
jednodussi a finanén€ nejméné ndrocnd varianta (angl.
label-free detection®). Jinou moznosti, jak elektrochemic-
ky detegovat DNA, je provést jeji modifikaci elektroaktiv-
ni znackou. Ziskame tak DNA nesouci jiné elektroaktivni
redoxni skupiny nez elektrochemicky redukovatelné ci
oxidovatelné nukleobaze. Diky témto znackam lze snadno
elektrochemicky analyzovat pfitomnost a mnozstvi modifi-
kované DNA ve vzorku, a to i v nadbytku neznacené
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DNA. Tento pfistup je vhodny v situacich, kdy je napf.
studovana DNA (cilova DNA) ve zna¢ném nadbytku dalsi
(nespecifické) DNA. Znac¢ena DNA se proto da s vyhodou
vyuzit pro piipravu hybridiza¢nich sond, coz jsou useky
DNA (nebo jejich syntetickych analogt, viz vyse) o speci-
fické sekvenci, které mohou hybridizovat se sekvenci cilo-
vé DNA. Timto zptisobem miize byt identifikovana napf.
DNA patogenu v potravindich nebo pfitomnost mutaci
v urc¢itych tsecich DNA v klinickych vzorcich. Zna¢nou
vyhodou nékterych elektroaktivnich znacek jsou jejich
elektrokatalytické vlastnosti. Katalytické proudy jsou ob-
vykle diky velkému elektronovému vytézku vyrazné vyssi
nezli faradaické proudy, spojené s oxidaci nebo redukci
samotnych bazi.

Obecné rozliSujeme tfi rizné zpiisoby znaceni DNA.
Elektroaktivni znackou mohou byt znaeny konce DNA
nebo jednotlivé baze v celém fetézci. Jinou strategii je
inkorporovat elektroaktivni analogy nukleotidi nebo kova-
lentné znacené nukleotidy do deoxyribonukleotidového
fetézce pomoci DNA polymeras®”. Z praktického hlediska
se ukazuje jako vyhodné pouzivat elektroaktivni znacky,
které maji zaroven vlastnosti fluoroforti (tedy optickych
znacek). Je tak mozné provadét soubézné dvoji zplsob
detekce (opticky a elektrochemicky)®. Mezi osvédEené
elektroaktivni znacky patii ferocen a jeho analogy a kom-
plexy organickych ligandt s pfechodnymi kovy (nejcastéji
osmium, ruthenium nebo méd).

Pravdépodobné  nejrozsitenéjsi  elektrochemickou
znackou DNA je ferocen, ktery byl vyuzit pro pfipravu
hybridiza¢nich sond a k analyzam specifickych sekvenci
a bodovych mutaci (shrnuto v cit.**). Oligonukleotidy kon-
cové znacené ferocenem byly studovany na povrchu zla-
tych elektrod, na kterych se Fe ferocenu oxiduje na Fe'™
kolem potencialu +0,6 V (cit.*®).

Dobré vysledky byly dosazeny s komplexy OsOq
s bidentatnimi dusikatymi heterocyklickymi ligandy. Nej-
Zast&ji je pouzivan komplex Os''-bipy (bipy: 2,2’-bi-
pyridin), ktery se preferencné vaZe na tyminové zbytky
v DNA a produkt této reakce poskytuje dobie definované
voltametrické piky na povrchu rtutovych, uhlikovych
i zlatych elektrod®. V piipadé rtutovych elektrod je ko-
ne¢na redukce osmia v aduktu DNA-Os""-bipy spojena
s katalytickym vylu¢ovanim vodiku, diky ¢emuz Ize analy-
zovat velmi nizké koncentrace DNA*’. Vyhodou komple-
xu Os""bipy je to, e se vaze s vysokou selektivitou na
ssDNA, diky ¢emuz se d& vyuzit jako DNA strukturni
sonda (pfedevs§im pro studium otevienych lokalnich struk-
tur a obecné strukturnich zmén vedoucich k tvorbé jedno-
fetézcovych usekii v dsDNA)™*. Rozdily v elektro-
chemickych kiivkach ziskanych po modifikaci riznych
strukturnich forem DNA jsou ukézany na obr. 4. V pripadé
denaturovaného vzorku DNA, ktery byl modifikovan kom-
plexem Os"™-bipy, jsou dobie viditelné SWV piky o a B
(kolem potenciala —0,6 a —0,1 V), které jsou spojeny
s reverzibilni oxidaci osmia v aduktu s DNA. V piipadé
dsDNA, kterd s Os""-bipy za danych podminek téméi
nereaguje, nebyly tyto piky pozorovany™.
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Obr. 4. Voltametrické piky o a B denaturované ocDNA (plna
¢ara), ocDNA (¢arkované) a scDNA (teckované/Sedé€), po mo-
difikaci Os"™ bipy (2 mmol dm™, 2 h, 37 °C) m&feno na uhliko-
vé (PGE) elektrod¢. Parametry SWV méfeni: frekvence 200 Hz,
amplituda 25 mV, rychlost polarizace 1 V s™', adsorptivni pieno-
sova technika (z4: 60 s), elektrolyt 0,2 M acetatovy pufr (pH 5).
Piky LII — oxidace volného Os. Koncentrace DNA: 20 ug ml™

6. Ex situ elektrochemicka méreni
a magnetoseparacni techniky

V mnoha piipadech jsou studovany reakéni produkty
DNA v nadbytku reakénich Cinidel nebo je potieba analy-
zovat DNA v komplexnich (napf. biologickych) matricich.
V téchto situacich je vhodné pouzit pred elektrochemickou
detekci DNA piecistovaci (purifikacni) krok pro odstrané-
ni interferujicich latek ze vzorku. Nejjednodussi strategie
je zaloZena na vyuziti silné, prakticky ireverzibilni adsorp-
ce DNA na povrchu rtutovych nebo grafitovych elektrod
v tzv. adsorpcnich pienosovych (AdT, ex situ) elektroana-
lytickych technikach*' (obr. 5A). DNA lze na povrch elek-
trody adsorbovat ponofenim této elektrody do roztoku
obsahujictho DNA za Sirokého rozmezi podminek. Po
naadsorbovani DNA na jeji povrch je elektroda oplachnuta
destilovanou vodou nebo pufrem, ¢imZ se odstrani slab¢ se
adsorbujici latky. Vysledkem je elektroda modifikovana
adsorbovanou vrstvou DNA, ktera je pfenesena do zaklad-
niho elektrolytu, kde probéhne elektrochemické méfeni.
DNA je moZné adsorbovat na povrch elektrody z velmi
malého objemu vzorku (fadové jednotky mikrolitri)*.
AdT technika se osvédcila pfi studiu reaktivity a poskoze-
ni DNA. V tomto ptipad¢ je DNA inkubovana s ptislusnou
interagujici latkou v roztoku a adsorpce DNA na povrch je
provedena az po ukonceni inkubace. Jinou variantou této
techniky je sledovani interakce mezi DNA jiz adsorbované
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na povrchu elektrody a danou latkou v roztoku; DNA-
modifikovana elektroda tak ptedstavuje elektrochemicky
biosenzor pro latky poskozujici DNA. Oba uvedené postu-
py se osvédCily v pripad€, ze byla studovéana interakce
DNA s latkou, ktera nebyla piili§ pevné adsorbovéana
k povrchu elektrody. Pfitomnost reak¢nich ¢inidel, které se
siln¢ adsorbuji spolecné s DNA na povrch elektrody, mize
narusit nebo znemoznit elektrochemickou analyzu DNA.
Pro vyfeSeni problému koadsorpce DNA s dal§imi reak¢ni-
mi Cinidly je nutné adsorpci DNA na povrch elektrody
predradit dalsi purifikacni krok. V posledni dobé& se osvéd-
¢ily jednoduché precistovaci techniky zalozené na magne-
tické separaci.

Magnetoseparacni techniky vyuzivaji magneticky
nosi¢, na jehoZ povrch je DNA po inkubaci s intera-
gujicimi Cinidly navazana. Po odmyti nezreagovanych
¢inidel se DNA z nosi¢e uvolni a je elektrochemicky ana-
lyzovéna. Na magnetickém nosici (nejcastéji paramagne-
tickych mikrocasticich) lze studovanou DNA ukotvit po-
moci vhodného adaptoru, napf. systému (strept)avidin/
biotin, nebo pomoci hybridizace oligo(A) sekvence pripo-
jené ke studované DNA s oligo(T) sekvenci kovalentné
vazanou na povrchu nosi¢e™** (obr. 5B). Moznosti, jak
vazat cilové molekuly DNA na povrch téchto mikrocastic,
je mnoho a jejich aplikace zavisi na konkrétnim experi-
mentalnim uspofadani®. Na rozdil od instrumentaln& na-
roénych metod typu iontové vyménné chromatografie,
kapilarni elektroforézy nebo izotachoforézy, umoziuji tyto
metody rychlé precisténi studované DNA a jeji rozpusténi
v roztocich pufrt, které jsou vhodné pro elektrochemickou
analyzu. Kombinace magnetické separace a AdT voltamet-

A HMDE
Legenda:
interagujici
latka
— DNA
C
/ 6 —o produkty
_\ _ N ‘ reakce
O~ O~
B s
g g
g
2
» | —
W8 + & 1
a b ¢
1 2

Obr. 5. (A) Schéma ex situ (adsorpéni pienosové) techniky.
Vzorek (a) je adsorbovan na povrch pracovni elektrody, (b) od-
myti interferujicich latek, (c) elektrochemické méteni. (B) Apli-
kace paramagnetickych mikrocéastic s kovalentné vazanymi
T, Fetézei schopnymi (a) hybridizovat s analyzovanou DNA; (b)
po odmyti interferujicich latek lze (c) DNA uvolnit
z nosice tepelnou denaturaci a elektrochemicky analyzovat; 1 —
paramagneticka mikrocastice, 2 — magnet
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rie (nebo chronopotenciometrie) nabizi relativné jednodu-
chy a ucinny zplsob analyzy malych mnozstvi nukleovych
kyselin v nadbytku interferujicich latek nebo v realnych
vzorcich.

7. DNA-senzory a jejich aplikace

Senzor je =zafizeni, které snima danou veli¢inu
(fyzikalni nebo chemickou) a transformuje ji fyzikalnim
prevodem na veli¢inu vystupni*’. Elektrochemicky senzor
je tvoren elektrodou, ktera je napojena na elektricky zdroj
a vyhodnocovaci zafizeni. Pokud se jedna o biosenzory, je
soucasti elektrody biologicky material (tzv. biorekogni¢ni
prvek), coz mize byt DNA, enzym, buika, tkan, vzorek
rostlinného pletiva apod.*’. Prvni praci pojednavajici
o elektrochemickych biosenzorech publikoval® L. C. Clark
v roce 1962, ktery spole¢né se svym kolegou C. Lyonsem
imobilizoval enzym glukosaoxidasu na kyslikovou elektro-
du pomoci dialyza¢ni membrany. Enzym je schopny kata-
lyzovat oxidaci glukosy, coz je spojeno s ubytkem kysliku.
Ten byl méfen pomoci kyslikové elektrody a jeho koncent-
race odpovidala koncentraci glukosy ve vzorku. Clarkiv
vynalez byl zaveden do praxe a v roce 1973 firma Yellow
Springs Inst. Comp. uvedla na trh komercni zafizeni, které
se v riznych modifikacich dodnes pouziva pro kontrolu

koncentrace glukosy v krvi diabetiku.

° BIO'—/J
BIO’JJ

Obr. 6. Riizné typy imobilizace studované DNA na povrch
elektrody (ele). Elektroda mtze byt modifikovana pomoci fyzi-
kalni sorpce (adsorpce) DNA na jeji povrch, v tomto piipadé
obvykle dochazi k tvorbé zna¢né heterogenni vrstvy (A). Studo-
vana DNA koncové znacena —SH skupinami muze vytvafet na
povrchu kovovych materialti (chemisorpce) monovrstvu: SAM —
self-assembled monolayer (B). DNA mize reagovat s elektrodou
prostfednictvim vodivého polymeru nebo jiné struktury (mikro,
nano-¢astice) schopné prenaset elektrony (C). DNA koncové
znacena biotinem se muze vazat na streptavidin, ktery je soucasti
uhlikové pastové elektrody (D)
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Obecné muze byt DNA imobilizovana na Siroké spek-
trum kovovych (Au, Ag, Pt) i nekovovych (uhlik, vodivé
polymery) elektrodovych materiali. Pocatek vyvoje elek-
trochemickych DNA-senzortl je spojen s prvnim pouziva-
nim rtutovych elektrod modifikovanych molekulami
DNA, kde byla DNA imobilizovdna na povrch rtutové
kapky prostou fyzikalni adsorpci. V pripadé fyzikalni ad-
sorpce dochazi k tvorbé znacné heterogenni vrstvy na po-
vrchu elektrody (obr. 6A). Jinou variantou je vyuzit
k imobilizaci chemické afinity mezi skupinami SH konco-
vé znaCené DNA a povrchem kovové elektrody. Za vhod-
né zvolenych experimentalnich podminek lze na povrchu
elektrody pfipravit vysoce organizovanou monovrstvu,
kterd byva v anglické literatuie oznaCovana jako SAM
(,,self-assembled monolayer). Proces vedouci k tomuto
typu imobilizace zalozeny na reakci SH skupin, pfipoje-
nych na konce syntetickych oligonukleotidd, s povrchem
zlata je oznaCovan jako chemisorpce (obr. 6B). Ackoli je
tento pfistup nejcastéji vyuzivan pravé ve spojeni se zlaty-
mi elektrodami®’, existuje i moznost docilit tvorby SAM
thiolovanych oligonukleotidéi na povrchu rtutové kapky™
nebo dal§ich materiald. Povrch elektrody mize byt pred
samotnou imobilizaci DNA modifikovéan rliznymi vodivy-
mi elementy (membranou, hydrofilnim/hydrofobnim poly-
merem, mikrovlakny, mikro- nebo nanocasticemi), a az na
takto pfipravenou vrstvu je imobilizovana DNA (obr. 6C).
Zajimavou alternativou je také imobilizace DNA koncové
znacené vhodnym adaptorem (napf. biotinem) na elektrodu
modifikovanou afinitnim partnerem k danému adaptoru
(napf. streptavidinem). Elektroda mize byt modifikovana
pfimo na povrchu nebo uvnité elektrodového materidlu
(obr. 6D). Prikladem je modifikovana uhlikova pasta, pii-
pravend smichanim syntetického oleje, uhlikového prasku
a streptavidinu. Dalsi informace o DNA senzorech, nejriiz-
n¢jSich aplikacich a moznostech jejich uplatnéni jsou uvede-
ny v recentni praci’ a dalsich piehlednych &lancich®!*™.

7.1. Hybridiza¢ni DNA-senzory

DNA-senzory slouzici k detekci hybridizace mezi
dvéma vlakny DNA (nebo RNA, pfip. PNA), mohou byt
zaloZeny na sledovani elektroaktivity bazi DNA nebo elek-
troaktivni znacky, kterou je hybridizacni sonda znacena.
Elektroaktivni znac¢ka miize byt v takovém ptipadé schop-
na selektivni vazby na duplex (kdyz k hybridizaci dojde),
nebo naopak na ssDNA (kdyZz k hybridizaci nedojde). De-
tekce hybridizace DNA miZze probihat pfimo na povrchu
elektrody nebo mize byt elektrochemické méfeni oddéle-
no od procesu hybridizace, kterd probéhne napf. na po-
vrchu paramagnetickych mikrocéstic nebo na jiném pev-
ném nosi¢i. Z recentni literatury je patrno, ze k elektro-
chemické detekcei hybridizace DNA byvaji upfednostiiova-
ny pristupy vyuzivajici elektroaktivnich znaéek pied tech-
nikami zalozenymi na elektroaktivit¢ samotné DNA.
V nékterych piipadech se vyuziva redoxnich mediatori
k zesileni elektrochemickych signali samotné DNA. Napf.
H. Thorp zavedl zajimavy pfistup zalozeny na vyuZiti re-
doxniho mediatoru [Ru(bipy)s]*", ktery poskytuje kataly-
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tickou reakci na povrchu elektrody pouze v ptipadée, ze
DNA v blizkosti elektrody obsahuje guaninové zbytky.
Hybridiza¢ni sonda tak mize napf. obsahovat oligo(G)
koncovou sekvenci, pomoci které mize byt analyzovana
hybridizace sondy ke komplementarnimu tseku v cilové
DNA.

Z elektroaktivnich znacek byl pro detekci hybridizace
DNA nejéast&ji vyuzit ferocen®, kterym byla koncové
znacena hybridiza¢ni sonda. Pokud dojde k tvorbé duplexu
s cilovou DNA (ktera byla imobilizovana na povrch elek-
trody), 1ze pozorovat oxidacni pik ferocenylové jednotky,
¢ehoz lze vyuzit nejen ke studiu hybridizace DNA, ale
i pro analyzu specifickych tseki v cilové DNA™. Podobné
1ze detegovat hybridizaci DNA i v pfipad¢, ze hybridizacni
sonda obsahuje koncovou oligo(T) sekvenci, kterou lze
modifikovat komplexem Os""-bipy. Kromé znatek kova-
lentné navédzanych na jednotfetézcové useky nebo konce
hybridiza¢ni sondy byly aplikovany elektroaktivni kom-
plexy, které se selektivn€ vdzou na jiz vznikly duplex.
Uvedenym zptusobem byla studovana hybridizace cilové
DNA nesouci sekvenci HIV viru s komplementarnimi tseky
imobilizovanymi na povrch elektrody. Vznikly duplex byl
identifikovan pomoci komplexu [Cu(H,O)(phen),]*" (phen:
1,10-fenantrolin), ktery poskytuje Castecné reverzibilni
signal kolem potencialu +0,2 V na elektrod¢ z pyrolytic-
kého grafitu®’. Komplexy kovii s fenantrolinem nachazeji
obecné uplatnéni v riznych experimentalnich postupech
slouzicich k analyze DNA. Také komplex fenantrolinu
s kobaltem [Co(phen);]3+ byl naptiklad s uspéchem apliko-
véan pii detekci DNA/DNA a DNA/PNA duplext®. Ob-
vykle jsou presné¢ komplementarni duplexy obsahujici
PNA stabilngjsi nezli DNA duplexy o stejné nukleotidové
sekvenci. Z tohoto diivodu byly PNA navrzeny nejen ke
konstrukci hybridizacnich senzort, ale i jako terapeutické
nastroje k zablokovéani transkripce vybranych gend. Pii
této aplikaci je jejich dalsi dilezitou vlastnosti to, Ze ne-
podléhaji degradaci nukleasami (podobné je tomu
i v pripadé LNA)”.

Kromeé elektroaktivnich znacek nebo elektrokatalytic-
kych mediatorli miize byt na sondu koncov€ vazan enzym,
katalyzujici tvorbu elektroaktivniho produktu; jeho pfitom-
nost indikuje prob¢hnuvsi hybridizaci. Uvedend strategie
byla pouzita pfi analyze hybridizace se sondou, ktera byla
modifikovana komplexem Os''"-bipy. Na DNA/Os""-
-bipy adukty byla navazdna monoklonalni protilatka
a konjugat sekundéarni protilatky s alkalickou fosfatasou,
ktera dokaze preménit 1-naftylfosfat na elektroaktivni
1-naftol, ktery byl detegovan na zaklad¢ jeho elektrooxida-
ce na uhlikové elektrod*. Uvedeny systém je nejen znaé-
né specificky, ale diky vyuziti enzymové znacky, katalyzu-
jici tvorbu mnoha molekul elektroaktivniho indikatoru,
dochézi také k vyznamné amplifikaci signalu. Vysledky
méfeni se sondou nesouci alkalickou fosfatasu jsou ukaza-
ny na obr. 7. V piipad¢, Ze neprobéhne hybridizace sondy
s ssDNA imobilizovanou na paramagnetickych mikroc¢asti-
cich, neni pozorovan pik 1-naftolu. Hybridizacni DNA
sonda mtize byt kromé enzymu také koncové znacena na-
nocastici (napf. ZnS, CdS), kterd nese zna¢né mnozstvi
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Obr. 7. Voltamogramy naftolu méiené na uhlikové elektrodé.
Oligonukleotid (GTT);-A, (koncentrace v roztoku 5 pg ml™) byl
navazan na oligo(T) sekvenci ukotvenou na povrchu paramagne-
tickych mikrocastic (a). K sekvenci (GTT);-A, byla hybridizova-
na biotinylovana sonda (CAA);-BIO. Na biotin byl navazan kon-
jugat avidin-alkalickéa fosfataza (b), katalyzujici reakei naftylfos-
fatu (NF) na naftol, ktery byl elektrochemicky detegovan. Para-
metry SWV méfeni: zakladni elektrolyt: 0,2 M acetatovy pufr
(pH 5), adsorptivni pienosova technika (GTT);-Ay z prostiedi
0,2 M-NaCl (za: 2 min), potencidlovy krok: 5 mV, amplituda:
25 mV, frekvence: 200 Hz, kyslik nebyl ze zakladniho elektrolytu
odstranén; detaily viz text

redox-aktivnich atomd. Uvedeny zpiisob byl napiiklad
aplikovan pii detekci hybridizace DNA pomoci potencio-
metrického méfeni sondy s CdS nanocésticemi, které byly
navazany na jejim konci®.

7.2. Elektrochemické senzory pro poskozeni
a interakce DNA

Elektrochemicka analyza poSkozeni nebo interakci
DNA s kovy, 1éCivy nebo jinymi latkami mtiZze byt prove-
dena v zasadé¢ dvéma zplsoby. Interakce mezi DNA
a danou latkou mize probihat pfimo na povrchu pracovni
elektrody (DNA modifikovana elektroda) nebo mize in-
terakce prob&hnout v roztoku a po jejim ukonceni nasledu-
je AdT procedura a elektrochemické meéteni. At jiz je
DNA ptedem adsorbovana na povrch elektrody, nebo vy-
stavena pusobeni genotoxickych latek v roztoku, dochdzi
v ni ke strukturnim zménam, které se mohou projevit zmé-
nou v meéfenych elektrochemickych signalech. Urcitou
alternativou k tomuto uspotadani je adsorpce interagujici
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latky na povrch elektrody s naslednou inkubaci takto pfi-
pravené elektrody ve vzorku DNA, tento postup vSak na-

A TSR . . 61
chazi vyrazné méné aplikaci neZ vyse uvedené strategie’ .

7.2.1. Poskozeni DNA

Mezi velmi efektivni postupy, které naSly uplatnéni
ve studiu posSkozeni DNA, patii ACV méfeni na rtutovych
elektrodach. Metoda byla pro tyto Gcely poprvé aplikovana
v roce 1997 M. Fojtou a E. Paletkem', pii¢emz Siroké
mnozstvi riznych aplikaci této metody nasvédcuji tomu,
ze fazoveé citlivé ACV méfeni na rtutovych elektrodach
mize byt vyuzivano pro detekci strukturnich zmén DNA
vyvolanych toxickou latkou nebo fyzikalnimi vlivy'*.

Prvni aplikace této metody byly zaméfeny na studium
poskozeni cccDNA (kovalentné uzaviend kruznicova
DNA) vyvolané y-zafenim nebo hydroxylovymi radikaly
produkovanymi Fentonovou reakci”™®. Rtutova elektroda
modifikovana DNA byla pouzita jako biosenzor pro analy-
zu toxickych (DNA-poskozujicich) latek, kdy po adsorpci
DNA na povrch rtutové kapky byla elektroda ponotena do
zkoumaného vzorku (napi. vzorek odpadni vody) a po
uplynuti inkubacni doby probéhlo voltametrické méfeni.
Bylo prokézano, Ze ACV poskytuje po strance kvalitativni
i kvantitativni analyzy z voltametrickych metod nejlépe
vyvinuté piky, mozné je viak pouzit i SWV®.

Metoda se uplatnila pfi studiu $t€peni DNA enzymy,
napf. pfi sledovani tvorby jednofetézcovych zlomi deoxy-
ribonukleasou I v cccDNA. ACV méfeni DNA na HMDE
bylo téz vyuZzito pro sledovani tvorby pyrimidinovych
dimerti nebo modifikaci cccDNA dimethylsulfatem, ktera
vede k tvorbé abazickych mist v disledku uvolnéni N7-
-methylguaninu z N-glykosidové vazby. Uvedené modifi-
kace jsou rozpoznavany opravnymi enzymy, jako je T4
endonukleasa V nebo E. coli exonukleasa III, které DNA
v mistech poSkozeni $tépi, coz se da pozorovat pomoci
tenzametrické¢ho piku 3. Tento pfistup byl Gspésné vyuzit
nejen pro detekci poskozeni DNA in vitro, ale 1 v ptipadé
DNA izolované z bunék E. coli ozatenych UV svétlem.
Kromé HMDE byla pro tyto ucely aplikovana i stiibrna
amalgamova elektroda®. Amalgamy stiibra byly téZ pou-
zity ke sledovani tenzametrickych ACV pikd a poskozeni
DNA ptimo na povrchu elektrody, kde byla adsorbovana
superhelikalni DNA vystavena komplexu médi s 1,10-
-fenantrolinem v pfitomnosti kyseliny L-askorbové a mole-
kularniho kysliku. Za téchto podminek jsou generovany
volné radikly zptisobujici tvorbu zlomi v DNA®, Kromé
amalgamovych elektrod®* byly takto vyuzity i rtufové
filmové elektrody vytvorené elektrolytickym vyloucenim
vrstvy rtuti na povrchu elektrody ze skelného uhliku®.

7.2.2. Interakce DNA s kovy a jejich komplexy

Ke studiu interakci mezi DNA izolovanou z teleciho
brzliku (nebo syntetickym oligonukleotidem obsahujicim
guanin) a oxidem arsenitym pouzil M. Ozsoz a spol.”’
DPV a potenciometrickou rozpoustéci analyzu. Po interak-
ci DNA s ionty arsenu (v roztoku nebo na povrchu uhliko-
vé pastové elektrody (CPE)) byl pozorovan pokles piku
G* DNA. Uvedena interakce probihala odlisné v piipadé
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ss a dsDNA, coz bylo pozorovano pomoci zavislosti po-
klesu piku G™ na koncentraci As,O;. CPE a HMDE pouzi-
1i jini autofi pro sledovani interakce médi (Cu') s DNA®.
Purinové baze tvoii s ionty médi (Cu') stabilni komplexy.
Ty byly vyuzity pro citlivé stanoveni jak A a G, tak
1 DNA po kyselé hydrolyze na lesténé stfibrné pevné amal-
gamové elektrods®. Kromé toho, Ze byl sledovan pik G™
a A”, byl sledovan také pik kolem potencialu +1,35 V,
ktery pravdépodobné souvisi s oxidaci vzniklého komple-
xu kovu a DNA®. Zmény oxidaénich piki G™ a A™ byly
pozorovany po interakci dsDNA s ionty kadmia, niklu
a olova”. Nejprve byl povrch uhlikové elektrody modifi-
kovan DNA, ktera vytvofila na jejim povrchu heterogenni
vrstvu (obr. 6A). Posléze byla takto modifikovana elektro-
da ponofena do roztoku obsahujiciho ionty uvedenych
kovi a po AdT bylo provedeno DPV méfeni a byly sledo-
véany poklesy oxida¢nich pikti DNA. Déle byla zkouména
interakce mezi ionty kovl a homopurinovymi polynukleo-
tidy, u kterych byly identifikovany produkty oxidativniho
poskozeni. V pfipadé¢ inkubace poly(A) s olovnatymi kati-
onty byl pozorovan oxidacni pik kolem potencialu
+0,45 V, ktery indikoval pfitomnost oxida¢niho produktu
adeninu. Ukazuje se, Zze pro studium interakce kovil
a DNA je vhodné pouzit i zlaté elektrody’' s imobilizovou
ssDNA. Timto zpusobem byly pomoci cyklické voltamet-
rie sledovany redoxni piky kadmia. Metoda mize byt pou-
zita nejen k analyze interakci DNA s ionty kovu, ale také
jako citlivy analyticky nastroj pro stanoveni pikomolarnich
koncentraci kadmia.

Z hlediska 1ékatské chemie a biochemie nachazeji
nékteré komplexy kovi, které se vazou na DNA, uplatnéni
jako léc¢iva nadorovych onemocnéni. Asi nejznaméjsi,
klinicky vyuzivana, jsou platinova cytostatika, jako je
cisplatina, karboplatina a oxaliplatina. Tyto platinové
komplexy jsou schopny tvofit intra- nebo intermolekularni
bifunkéni adukty s DNA, které blokuji proces transkripce,
coz vede k potladeni rlstu nadorovych bunék. Vzniklé
adukty mohou byt studovany elektrochemicky na povrchu
pracovnich elektrod ze rtuti nebo uhliku>*. Ukazuje se,
ze velmi efektivnim néstrojem pro studium interakci toho-
to typu jsou rizné konstrukéni typy uhlikovych elektrod
(véetnd uhlikovych tisténych elektrod™). Problematika
komplexut platiny a titanu, jejichz interakce s DNA se daji
studovat pomoci elektrochemickych DNA-biosenzort,
byla shrnuta v publikacich M. Masciniho a spol.”>7¢.

7.2.3. Interakce DNA s lécivy a jinymi interkalatory
Podobné jako v pifipad¢ interakci DNA s kovy a jejich
komplexy je i v pfipad¢ interakci DNA s 1éCivy Casto vyu-
Zivano méfeni oxidaéniho piku G™ na uhlikovych nebo
piku G na rtutovych elektrodach® (studium t&chto interak-
ci je mozné provadét i na elektrodach zlatych, kde se vyu-
ziva spise vlastnich elektrochemickych signalt interkalato-
rt’”’). V piipadé analyzy interkalace latek s planarni struk-
turou do dvousroubovice 1ze méfit samotny ubytek inter-
kala¢niho ¢inidla, ke kterému dochazi se zvysujici se kon-
centraci dsDNA v reakéni smési (shrnuto v cit.®!).
Daunomycin je antracyklinové protinddorové 1éc¢ivo
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s cukernou slozkou nesouci aminoskupinu. Diky planarni-
mu uspofadani antracyklinové ¢asti se molekula daunomy-
cinu interkaluje mezi pary bazi dvousroubovice, coZ je
mozné pozorovat pomoci piku G™ a redoxniho signalu
daunomycinu metodou CPSA v kombinaci s CPE”®. Velmi
podobnym zpisobem byly zkoumany interkalace nebo jiny
typ interakci 1é¢iv (mitomycinu C, doxorubicinu, mitoxan-
tronu, prometazinu, anthramycinu nebo epirubicinu)
s DNA®"% Mezi nejnovéjsi aplikace patii analyza in-
terakce berberinu®' nebo imidazoakridinového derivatu®
s DNA na povrchu elektrod ze skelného uhliku. Také umé-
le syntetizované tetracyklinové heterocyklické slouceniny
(benzothienoindol a benzofuroindol) byly zkoumény elek-
trochemicky v pfitomnosti DNA pomoci DPV a uhlikové
tuzkové elektrody. Po interakci uvedenych sloucenin
s DNA byly pozorovany poklesy jejich oxidacnich pikda.
Vazebnd afinita mezi 1é€ivem a DNA je ovlivnéna piede-
v§im jeho strukturou, pficemz bylo prokazano, ze i malé
zmény v chemické struktufe (rozmisténi funkénich skupin
apod.) 1éCiva mohou vyrazné ovliviiovat jeho vazbu
s DNA. Pomoci voltametrickych metod bylo provedeno
srovnani vazebnych konstant u vybranych antracyklino-
vych 1é¢iv (daunomycin a adriamycin s jeho 4-deoxy deri-
vatem) s nogalamycinem®. K urdeni vazebnych konstant
mezi 1é¢ivem a DNA byla pouzita také potenciometricka
méfeni. Nawaz a spol.** aplikovali CPSA pro studium
interakce ciprofloxacinu s DNA, k ¢emuz pouzili méfeni
poklesu piku G*, ktery indikoval interakci. Navic byl tou-
to metodou sledovan vliv sodnych a vapenatych iontd na
pribéh interakce.

7.2.4. Interakce DNA s bilkovinami

Elektrochemické metody jsou v poslednich letech
s uspéchem vyuzivany pii studiu interakci DNA s bilkovi-
nami. Pozornost je vénovana napf. konstrukei elektroche-
mickych ¢ipti a biosenzort pro detekci bilkovin a studium
jejich interakci®.

V roce 2002 byla uvetejnéna prace popisujici aplikaci
zlaté elektrody pro sledovani vazby mezi DNA a protei-
nem. DNA-duplexy koncové zna¢ené SH skupinami byly
imobilizovany na povrch zlaté elektrody. Vytvorend SAM
byla stabilizovana ionty Mg”", které jsou schopny elimino-
vat odpuzovani mezi duplexy DNA ukotvenymi na po-
vrchu elektrody. Imobilizovand DNA byla na konci sméfu-
jicim do roztoku modifikovana daunomycinem, ktery pod-
1éha reverzibilni redukci, kterd je detegovatelna chrono-
coulometrii pfi potencialu —0,57 V. V daném systému byl
pfenos elektrondi mezi molekulou daunomycinu a elektro-
dou zprostiedkovan presné komplementarni dvousroubovi-
ci DNA. Vazba proteinti (Hhal methylasa, uracil DNA
glykosylasa a TATA-vézajici protein) na DNA narusovala
stohové (,,stacking®) interakce mezi pary bazi a tim inhi-
bovala pienos elektront, coz vedlo k poklesu chronocoulo-
metrickych kiivek®. Podobného principu vyuzili i jini
autofi, naptf. na povrch elektrody ze skelného uhliku
(GCE) Ize navazat poly(TTCA) nukleotidovy fetézec
ssDNA nebo dsDNA a pomoci impedan¢niho méfeni
a kfemennych mikrovazek sledovat vazbu proteinu. Touto
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metodou byla sledovana vazba proteinu MutH s dsDNA,
a proteinu mPurp, ktery se vaze na ssDNA*. Ve vétsing
pfipadi byl povrch elektrod modifikovan oligonukleoti-
dem, obvykle obsahujicim 20 az 30 bazi***. Hianik
a spol.*® pouzili ve své praci 19-ti mer koncové znageny
SH skupinou, imobilizovany na povrch zlaté elektrody.

DNA duplex jako substrat pro vazbu bilkoviny muize
byt nahrazen funkéni nukleovou kyselinou, kterd je ozna-
covana jako aptamer. Aptamery mohou zaujimat riznou
terciarni strukturu, ¢ehoz se da vyuzit nejen pro vysoce
specifickou vazbu bilkovin, ale i polysacharidi a dalSich
biopolymert. Aptamer afinitni k lysozymu byl imobilizo-
van na povrch zlaté elektrody™. Po vazbé lysozymu byly
imobilizované aptamery modifikovany redoxni znackou
[Ru(NH3)e]*", pfi¢emz interakce mezi lysozymem a DNA
se projevila poklesem piku této znacky. Kromé vyse po-
psanych pfistupii se jako velmi efektivni ukazalo sledovat
elektroaktivitu samotné bilkoviny, kterd se na DNA vaze.
Tento pristup byl aplikovan pii studiu vazby proteinu
MutS”*®' na dsDNA, ktery je schopen rozpoznavat chybné
parované baze ve studovaném duplexu. K tomuto studiu
byla pouzita jiz zminéna magnetoseparacni technika
v kombinaci s elektrochemickou detekci proteinu na rtut'o-
vych nebo uhlikovych elektrodach.

8. Zavér

DNA senzory jsou v soucasné dobé jednim
z aktudlnich témat moderni analytické chemie a bioche-
mie. Elektrochemické metody a techniky jsou diky svému
jednoduchému experimentalnimu uspofadani (potencio-
stat/galvanostat, vodi¢e a elektrody) Casto aplikovany pfi
konstrukei DNA senzord.

Mezi nejcastéji pouzivané elektrodové materialy patii
rtut’ a uhlik. Kovova rtut’ je idealnim elektrodovym materi-
alem, nicméné€ v soucasné dob€ jsou pro ucely konstrukce
DNA senzori upiednostiiovany uhlikové elektrody
z pyrolytického grafitu, skelného uhliku, uhlikové pasty
nebo elektrody tisténé. Zajimavou alternativou ke kla-
sickym rtutovym elektrodam jsou elektrody amalgamové,
v nékterych ptipadech modifikované rtutovym meniskem,
popftipadé rtutové filmové elektrody. Pracovni elektrody
vyrobené z grafitu nemaji, na rozdil od rtuti, tak dokonale
obnovitelny povrch, zato jsou vhodné pro vyuziti
v pratokovych systémech. Pomoci méfeni DNA na uhliko-
vych elektrodach lze ziskat pouze castecné informace
o strukturnim stavu studované DNA. Z tohoto pohledu
predstavuji rtutové elektrody v soucasnosti velmi efektivni
nastroj pro sledovani strukturnich zm&n DNA, které mo-
hou byt vyvolany jeji interakci s jinou latkou nebo jejim
pfimym poskozenim.

To, ze elektrochemické metody nachazeji uplatnéni
v biochemickém a molekuldrné biologickém vyzkumu,
potvrzuji nejen vysledky ziskané na nasem pracovisti, ale
také publikacni vystupy fady svétoveé uznavanych labora-
tofi>>">?2. Na zakladg vyse uvedeného lze predpokladat, ze
elektrochemickd analyza bude schopnd i v budoucnosti
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konkurovat konvenénim metodam optické detekce. Kromé
toho, elektrochemické méteni DNA je zalozené na jiném
fyzikalné-chemickém principu, nez bézné pouzivané spek-
trometrické metody. Vysledky elektrochemickych analyz
tak mohou poskytnout odlisny pohled na studovanou pro-
blematiku a odhalit tak zadkonitosti, které ostatni experi-
mentalni postupy nedokazi rozpoznat.

Tato prace byla financovina podporou MSMT centra
zakladniho vyzkumu LC06035, védeckovyzkumnym zame-
rem MSM 6198959216 a zaméry AV0Z50040507

a AV0Z50040702.

Seznam zkratek

ACV voltametrie se stfidavou slozkou napéti

AdT technika adsorpéni pfenosova technika

cccDNA kovalentné¢ uzaviena kruznicovda DNA

CPE uhlikové pastové elektroda

CPSA chronopotenciometicka rozpoustéci analyza

DME rtutova kapkové elektroda

DNA (ss,ds) deoxyribonukleova kyselina
(jednotetézcova, dvoutetézcova)

DPP diferen¢ni pulzni polarografie

DPV diferen¢ni pulzni voltametrie

HMDE visici rtutova kapkova elektroda

LNA angl. ,,locked nucleic acid*

ocDNA oteviena kruznicova forma DNA

PGE uhlikova elektroda z pyrolytického grafitu

PNA peptidova nukleova kyselina

pik CA reduk¢ni pik cytosinu a adeninu

pik G elektrochemicky pik oxidace redukéniho
produktu guaninu

pik G™ (A®)  elektrochemicky oxida¢ni pik guaninu
(adeninu)

RNA ribonukleova kyselina

scDNA superhelikalni DNA

SWV voltametrie s vkladdanym pravothlym
napétim

ta doba akumulace
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of Medicinal Chemistry and Biochemistry, Faculty of
Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc,
Czech Republic): Electrochemical Analysis of DNA
Damage, Hybridization and Interactions

Modern trends in electrochemical sensing deoxyribo-
nucleic acids (DNA), particularly the use of electrochemi-
cal sensors for detection of DNA damage or hybridization,
are discussed. Applications of electrochemical methods
such as AC voltammetry, square-wave voltammetry and
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constant current chronopotentiometry as well as use of
mercury and carbon electrodes are presented. Special at-
tention is paid to application of Hg amalgams and carbon
(pyrolytic graphite, C paste or glassy C) electrodes for
monitoring reduction and oxidation processes (label-free
detection). Techniques and procedures used for DNA la-
beling with electroactive tags such as transition-metal (Os,
Ru, Cu) complexes or redox mediators are described.
DNA interactions with heavy metal ions, drugs, and pro-
teins are also mentioned. The review does not intend to
give a complete overview of the topics considered but,
rather, to present some historic consequences and modern
electrochemical methods used in DNA research.
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