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1. Uvod

Vyzkum vzajemnych interakci malych molekul
s nukleovymi kyselinami se jiz pfed n€kolika desitkami let
dostal do poptedi z4jmu celosvétové védy. Studium téchto
supramolekuldrnich interakci v modu in vitro je klicové
pro jejich detailni pochopeni, predev§im pak z hlediska
mozného poSkozeni struktury deoxyribonukleové kyseliny
(DNA) — nositelky zakladni genetické informace u vétSiny
zivych organismi — zplsobeného riznymi cizorodymi
latkami'. Je znamo mnoho sloudenin schopnych reverzibil-
ni interakce s dvouvldknovou DNA (dsDNA) prostfednic-
tvim nasledujicich tii interakénich méda®™*: sterické inter-
akce molekuly v misté¢ malého ¢i velkého zlabku DNA,
interkalace (vmezefeni) molekuly mezi pary bazi DNA
nebo elektrostatické interakce kladné¢ nabité ¢asti molekuly
se zaporné nabitou cukr-fosfatovou kostrou DNA.

Analyza vzajemnych molekularnich interakci mezi
1éCivy cilenymi na DNA a samotnou DNA hraje dulezitou
roli pfi planovani vyvoje novych chemoterapeutik a testo-
vani jejich ucinkd. Interakce protinadorovych I1éCiv

s nukleovymi kyselinami byly studovéany fadou fyzikal-
nich a biochemickych technik. Pfi vyzkumu téchto inter-
akci (vySetfovani vazebnych modu, afinity a selektivity
studovaného 1é¢iva vici nukleovym kyselinam) byly pou-
zity napf. nukledrni magnetické rezonance, spektrofotome-
trie, vibracéni spektroskopie (infraervena a Ramanova
spektroskopie), studium rozptylu svétla, povrchova
plazmonova rezonance, méfeni viskozity, linedrni a cirku-
larni dichroismus ¢&i kapilarni elektroforéza’. Tyto techni-
ky lze UspéSn¢ vyuzit pfi vyzkumu vazebnych mechanis-
mu a analyze nové vznikajicich struktur po interakci 1é¢iva
S DNA6, avsak Casto se jednd o Casové i financné velmi
narocné studie, coz brani jejich pouziti pro rychlé testova-
ni velkého poctu novych potencidlnich léciv. Jedno
zteSeni tohoto problému predstavuji elektrochemické
DNA biosenzory vyuzivajici vrstvy nukleové kyseliny
navazané na elektrochemickém prevodniku elektrického
signalu (pracovni elektrod€). Tento typ afinitnich biosen-
zorl je schopen rychle rozpoznat a sledovat interakci stu-
dované molekuly s DNA (zména fyzikalnich, chemickych
a strukturnich vlastnosti DNA se odrazi v jejim redoxnim
chovani)'. Elektrochemické DNA biosenzory byly
v minulosti pouzity napf. pfi sledovani poskozeni DNA,
pfi studiu interakci DNA s riznymi genotoxickymi latka-
mi (karcinogeny, mutageny, toxiny, 1éCivy apod.) a také
pii detekei specifickych mutaci v sekvencich DNA’. Proto
také predstavuji rychlou a finan¢né nenaro¢nou alternativu
k vyse uvedenym technikam®'°.

Elektrochemické DNA biosenzory mohou byt pouzity
nejen k detekci poskozeni DNA, ale rovnéz k jeho vyvola-
ni a kontrole. Na povrchu biosenzoru lze elektrochemicky
generovat poskozujici (vétsinou radikalové) slouceniny'',
které okamzité interaguji s okolni DNA. Takto bylo studo-
vano poSkozeni DNA sekundarné vyvolané nékterymi
chemickymi karcinogeny a 1éCivy (nitroderivaty polycyk-
lickych aromatickych uhlovodikii'?, adriamycinem'’, nik-
losamidem' & nitrofurazonemls).

Problematika elektrochemickych DNA biosenzori je
i dnes velmi aktudlni téma, o ¢emZ vypovidaji neddvno
zvefejnéné prehledové referaty''*?°. Tento piispévek si
klade za cil predstavit nové elektrochemické DNA biosen-
zory, jez vyuzivaji netradi¢ni uhlikové elektrodové materi-
aly jako prevodniky elektrického signélu a substraty pro
navazani DNA, ashrnout wvysledky, jichz bylo
v poslednich péti letech dosaZeno s témito biosenzory
v nasi UNESCO laboratofi elektrochemie Zivotniho pro-
stfedi.

* Vlastimil Vyskocil je laureatem Ceny Metrohm za nejlepsi publikaci mladého elektroanalytického chemika do 35 let

v roce 2014.
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2. Elektrochemické DNA biosenzory
pro detekci poskozeni DNA

DNA patii mezi dtlezité biologické makromolekuly,
jimz hrozi vazné strukturni zmény (oxidace nukleovych
bazi a deoxyribosovych zbytkl, uvolnovani nukleovych
bazi ¢i vznik zlomd na polynukleotidovych vlaknech)
v disledku interakce s radikdlovymi slouc¢eninami (napf.
reaktivnimi formami kysliku (ROS), dusiku ¢&i siry)*?’
nebo jinymi druhy genotoxickych sloucenin (napf. chemic-
kymi karcinogeny &i protinadorovymi 1é¢ivy)™. Zivocisna
burika je denné¢ vystavovana zhruba desitkam tisic az mili-
oniim poskozujicich atakii viiéi DNA*. Hromadéni nasled-
kt oxidativniho poskozeni DNA je jednou z pficin starnuti
a vzniku riznych onemocnéni (napt. nddorovych ¢i neuro-
degenerativnich). Proto je detekce poskozeni DNA jednou
z hlavnich aplikaci elektrochemickych DNA biosenzoru.

2.1. Konstrukce biosenzoru

DNA biosenzory jsou integrovana zafizeni tvorend
rozhranim bioreceptor-pfevodnik signalu (pfevodniky
pracuji vétSinou na bazi elektrického, teplotniho ¢i optic-
kého pienosu signalu), ve kterych figuruje DNA jako bio-
molekuldrni rozpoznavaci prvek pro meéteni specifickych
vazebnych procestt viici DNA'®. Ve srovnani s ostatnimi
pfevodniky se ty elektrochemické te€§i znacné oblibé, pre-
devs§im diky skutecnosti, Ze umoznuji rychlou detekci
a vykazuji vysokou citlivost’**°. Mezi elektrochemickymi
pfevodniky pak zaujimaji vyznamnou pozici prevodniky
(pracovni elektrody) na bézi riznych uhlikovych materia-
1a4'¢ (napt. elektrody ze skelného uhliku (GCE), pyrolytic-
kého grafitu ¢i psaci tuhy, uhlikové kompozitni, pastové ¢i
filmové elektrody, sitotiskové uhlikové elektrody (SPCE),
borem dopované diamantové elektrody®'*?, chemicky mo-
difikované uhlikové elektrody nebo uhlikové elektrody
modifikované réiznymi nanoéasticemi). Siroké elektroche-
mické potencidlové okno, pfedev§im pak v kladnych hod-
notach potencial, umoznuje citlivou elektrochemickou
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detekci poskozeni DNA sledovanim oxidacnich signala
bazi DNA™.

V poslednich péti letech byla nase pozornost vénova-
na vyvoji novych elektrochemickych DNA biosenzort
zalozenych na uhlikovych prevodnicich jako substratech
pro navazani DNA. Pro tyto ucely se ndm osv&d¢ily piede-
v§im nasledujici ¢tyfi druhy pracovnich elektrod: GCE
(dodavana firmou Metrohm, Herisau, Svycarsko), filmova
elektroda tvofena kompozitem z mikrokrystalického pii-
rodniho grafitu a polystyrenu (CFE), SPCE (doddvana
Vyzkumnym tGstavem potravinaiskym, Bratislava, Sloven-
ské republika) a SPCE modifikovand jednosténnymi uhli-
kovymi nanotrubickami (SWCNT).

Nové vyvinuta CFE** (obr. 1A), pfipravena pokrytim
bézné pevné pracovni elektrody vodivym uhlikovym fil-
mem, pfedstavuje velmi slibnou alternativu k elektroddm
modifikovanym rliznymi uhlikovymi nanoc¢asticemi
s uzite¢nymi elektrokatalytickymi vlastnostmi
(nanotrubitky, nanovlédkna, grafen apod.) ™. Nejmensi
castice mikromletého pfirodniho grafitu (typ CR 2 995,
Graphite Tyn, Tyn nad Vltavou, Ceska republika) dosahuji
velikosti okolo 1000 nm (cit.*"), coZ jsou rozméry velmi
blizké t€m, které maji uhlikové nanocéstice bézné pouzi-
vané v modernich elektroanalytickych aplikacich. Nicmé-
né pofizovaci cena tohoto elektrodového materidlu je ne-
srovnatelné¢ nizs$i (pfiblizné 1eurocent za 1g) nez
v ptipadé komeréné dostupnych uhlikovych nanocéstic.
Proto je také snadngji vyuzitelny pro praktické aplikace.
CFE navic predstavuje velmi vhodnou alternativu
k jednorazovym SPCE*. Jejimi hlavnimi vyhodami jsou:
snadnd, rychld a financn€ nendro¢nd piiprava (povrch b&z-
né pracovni elektrody — kovové ¢i uhlikové — se pokryje
uhlikovym kompozitnim inkoustem, ktery se nechd na
vzduchu zaschnout), snadna mechanicka obnova elektro-
dového povrchu (otfenim pouzitého filmu o filtra¢ni papir
a vytvofenim nového filmu), dobra reprodukovatelnost
pfipravy filmu i vlastnich méfeni, eliminace problémi
spojenych s ,historii elektrody” a snadna chemicka modi-
fikace elektrodového povrchu.

1,0 cm

sitotiskova stfibrna
pomocna elektroda

sitotiskova stfibrna
referentni elektroda

sitotiskova uhlikova
pracovni elektroda

Obr. 1. Detailni fotografie filmové elektrody tvoiené kompozitem z mikrokrystalického prirodniho grafitu a polystyrenu (CFE)
(A) a popisna fotografie souboru sitotiskovych elektrod s uhlikovou pracovni elektrodou (SPCE) (B)
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Jednorazovy  soubor  sitotiskovych  elektrod'
(obr. 1B), jenz byl pfipraven pomoci b&zné sitotiskové
aparatury, je sloZen z uhlikové pastové pracovni elektrody,
stiibrné inkoustové pseudo-referentni elektrody a stiibrné
inkoustové pomocné elektrody. SPCE modifikovand kar-
boxylovanymi SWCNT (SWCNT/SPCE) byla pfipravena
postupem popsanym v cit.*’.

Adsorpce je nejjednodussi technikou, jakou 1ze nava-
zat DNA na povrch elektrody. Nevyzaduje zadné specialni
chemikalie ani modifikace ve struktufe DNA. V literatuie
jsou popsany postupy navazani DNA na povrch riznych
uhlikovych elektrod (napt. GCE, uhlikovych pastovych
elektrod ¢i SPCE) za pomoci kladného potencilu vloZené-
ho na pracovni elektrodu'***®. Vylestény povrch pracovni
elektrody je vétSinou aktivovan vlozenim vyssiho kladné-
ho potencialu (cca 1,5 az 1,8 V vuci argentchloridové refe-
rentni elektrodé (Ag|AgCl)) po wurcitou dobu. Tato
predaprava uhlikového povrchu zvysi jeho hrubost a hyd-
rofilnost*”**. Elektrochemicka adsorpce DNA je poté pro-
vadéna v michaném roztoku pti vloZeném potencialu 0,5 V
(vuci Ag|AgCl) po urcity Cas, ktery se voli v zavislosti na
koncentraci DNA. Pouziti elektrochemické adsorpce (na
rozdil od samovolné adsorpce) zlepSuje stabilitu vrstvy
navéazané DNA prostiednictvim elektrostatické interakce
mezi kladné nabitym uhlikovym povrchem a zaporné nabi-
tou hydrofilni cukr-fosfatovou kostrou DNA'!,

My jsme pouzili tento druh navazani DNA pfi vyvoji
nového biosenzoru, jez vyuzival nizkomolekularni dsDNA
izolovanou z lososich spermii jako biorozpoznavaci vrstvu
navazanou na povrch GCE®. Takto pfipraveny biosenzor
byl pouzit pro rychlou detekci poskozeni dsDNA zpiisobe-
ného réiznymi cizorodymi organickymi latkami*>'. Cel-
kova ptiprava biosenzoru (zahrnujici odstranéni pouzité
vrstvy dsDNA, aktivaci o€iSténého povrchu a elektroche-
mickou adsorpci nové vrstvy dsDNA) trvala méné€ nez pét
minut, coz predstavuje znané zkraceni doby pfipravy ve
srovnani s technikami, které vyuzivaji k navazani DNA
schnuti jejiho roztoku na povrchu elektrody — po naképnuti
roztoku DNA na povrch elektrody shora™ (tento pfistup
byl pouzit v nasich pracich napf. pii modifikaci CFE*,
SPCE'** ¢i SWCNT/SPCE™) nebo po kratkém ponofenti
elektrody do roztoku DNA*"*,

2.2. Detekéni techniky

Pii pouziti elektrochemickych DNA biosenzor se
nejcastéji uzivaji voltametrické (predevsim cyklicka volta-
metrie (CV), diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV) a square-
wave voltametrie (SWV)) a chronopotenciometrické de-
tekéni techniky®. Spolu s nimi se v posledni dob& stala
oblibenou také elektrochemicka impedanéni spektroskopie
(EIS)*. Podle typu elektrochemicky aktivni entity, jejiz
odezvy jsou vyhodnocovany pii detekci poskozeni DNA,
muizeme experimentalni techniky rozdélit do nasledujicich
tii skupin'®:

1) techniky nevyuzivajici zadnych redoxnich znacek ¢i
specidlnich chemickych reagencii (redoxnich indika-
torti, mediatord, enzymovych substratd apod.) pro
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generovani méfené odezvy,

techniky vyuzivajici redoxnich indikatorii bud’to ne-
kovalentné¢ vazanych (latek schopnych se stericky
vazat do zIabkti DNA, interkaldtorti, zdporné ¢i kladné
nabitych latek interagujicich s DNA elektrostaticky),
nebo ptitomnych v roztoku (napf. anionty hexakyanoze-
leznatanové/hexakyanozelezitanové ([Fe(CN)e] ")),
techniky vyuzivajici elektrochemicky aktivni znacky
(nanomaterialy, enzymy apod.) kovalentn¢ vazané na
DNA (tyto techniky vSak nejsou pfili§ bézné pouziva-
né pii zakladnim vyzkumu poskozeni DNA).
Kombinace vyse uvedenych principi muze poskyt-
nout komplexnéjsi informaci o zménach ve struktute DNA
pii probihajicich poskozujicich interakcich®-*.

Prvni skupina technik vyuziva redoxni nebo povrcho-
vou aktivitu samotné DNA®’. Jeji elektrochemicka aktivita
vychazi z ptitomnosti redoxné aktivnich mist na nukleo-
vych bazich a deoxyribosovych zbytcich. Pouze nukleové
baze poskytuji redoxni signaly na elektrodach na bazi uhli-
ku a rtuti. Deoxyribosa a fosfatové skupiny zlstdvaji
pfi téchto méfenich inaktivni. Bylo dokédzano™®, Ze
vSechny nukleové baze DNA (guanin, adenin, thymin
icytosin) jsou oxidovatelné na uhlikovych elektrodach,
pricemz mechanismus elektrochemické pfemény je zavisly
na pH. Elektrochemicka pfediprava GCE umozZnila lepsi
rozliSeni pikd viech &tyk bazi a jejich zvyseni™; fosfatovy
pufr o pH 7,4 (hodnota blizk4 pH cytosolu) byl pouZzit jako
zakladni elektrolyt.

Polarograficky vyzkum pfirodnich i biosyntetickych
nukleovych kyselin ukézal, Zze adeninové a cytosinové
zbytky jsou, stejné¢ tak jako guaninové zbytky
v polynukleotidovém fetézci, redukovatelné na kapajici
rtutové elektrodé'*®'. Technikou CV na visici rtutové
kapkové elektrodé 1ze pozorovat katodicky pik odpovidaji-
ci ireverzibilni redukci cytosinovych a adeninovych zbyt-
k. Redukce guaninového zbytku probiha az pii velmi
negativnich potencidlech, avSak ve zpétném CV skenu je
mozné pozorovat anodicky pik odpovidajici oxidaci pro-
duktu vzniklého redukci guaninového zbytku, kterym je
7,8-dihydroguaninovy zbytek’.

JelikozZ jsou jak elektrochemicka redukce, tak oxidace
bazi DNA procesy ireverzibilni, nemizeme méfeni na
jednom biosenzoru provadét opakované. Pocatecni zvyseni
anodického piku guaninového zbytku po kratkodobé inku-
baci biosenzoru v poskozujicim Cinidle muze indikovat
rozevieni puvodni struktury dsDNA, zatimco néasledny
pokles tohoto piku je dikazem silné degradace DNA™.
Pokles vysky ¢i plochy anodického piku guaninového
zbytku, vztazeny vici hodnotdm poskytnutym neposkoze-
nou DNA (tzv. relativni odezva biosenzoru), byl obecné
pfijat jako mira poSkozeni DNA a hodnoceni stupné po-
Skozeni této nukleové baze bylo navrzeno jako princip
rychlého testovani genotoxicity environmentalnich polu-
tanti ptitomnych ve vzorcich piirodnich i odpadnich vod’.
Nékteré produkty poskozeni DNA vykazuji charakteristické
elektrochemické odezvy (napf. anodické piky 8-oxo-7,8-di-
hydroguaninovych'>*? a 2,8-dihydroxyadeninovych® zbyt-
ki), jez mohou byt vyhodnocovany s vyssi citlivosti nez

2)

3)
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zmény ve vySce/ploSe piku guaninového zbytku.

Druhé skupina technik vyuziva elektroaktivni slouce-
niny pfidané k méfenému systému a interagujici s DNA
nekovalentné jako jeji indikatory (latky interagujicich
s DNA elektrostaticky, interkalatory, latky schopné se
stericky vazat do zlabkli DNA). Pokles elektrochemické
odezvy nekovalentné navdzaného indik4toru poukazuje na
vznik zloml na vlaknech DNA a destrukci struktury
dvousroubovice. Redoxni indikatory mohou mit také po-
dobu slouc¢enin voln¢ difundujicich v roztoku. Napt. zmé-
na elektrochemického chovani aniontii [Fe(CN)¢]* " indi-
kuje pritomnost vrstvy DNA na povrchu elektrody i jeji
poskozeni (chovani indiké4toru je ovlivnéné velikosti elek-
trostatickych repulzi mezi zaporné nabitym indikatorem
a zdporné nabitou cukr-fosfatovou kostrou DNA®6%).

Zkoumana cizoroda latka miZze navic sama slouzit
jako redoxni indikator. Pokud se potencial jejiho piku po-
souva po interakci s dSDNA ke kladnéjsim potencialiim,

Tabulka I
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jedna se pravdépodobné o znamku interkalace analytu
mezi pary bazi dsDNA, zatimco pokud se potencial jejiho
piku posouva k zépornéjsim potencialiim, lze usuzovat na
elektrostatickou interakci s cukr-fosfatovou kostrou
DNA®_ Takovyto piistup byl pouzit i vnasi nedavné
studii®, ve které byla interakce mezi genotoxickym
2-aminofluoren-9-onem a dsDNA vySetfovana pomoci
DPV na nemodifikované GCE, pficemz jak studovana
latka, tak dsDNA byly ptitomny v analyzovaném roztoku.
Pozorovanou vzijemnou interakei byla pfevazné interkala-
ce 2-aminofluoren-9-onu mezi pary bazi dssDNA.

2.3. Zkoumané cizorodé slouceniny

Existuje mnoho anorganickych i organickych slouce-
nin, které mohou v zivych organismech interagovat
s DNA, a zpisobit tak vazna onemocnéni. Faktory, které
urcuji afinitu a selektivitu dané molekuly pii téchto inter-

Piehled sloucenin zkoumanych v nasi UNESCO laboratofi elektrochemie zivotniho prostiedi pomoci riiznych elektroche-

mickych DNA biosenzort v souvislosti s poskozenim DNA

Sloucenina Detekéni technika Prevodnik (elektroda)  Druh poskozeni DNA Lit.
CHEMICKE KARCINOGENY
2-Acetylaminofluoren DPV, SWV GCE interkalace 79
2-Aminoanthracen SWV, EIS GCE interkalace 50
2-Aminofluoren DPV, SWV GCE interkalace 79
CV, SwWVv CFE interkalace 34
CV, EIS CFE interkalace 80
SWVv SPCE interkalace 81
2-Aminofluoren-9-on DPV, SWV GCE interkalace 49
Anthracen SWV, EIS GCE interkalace 50
2,7-Diaminofluoren DPV, SWV GCE interkalace 79
SWV SPCE interkalace 81
2,7-Dinitrofluoren CV, DPV, SWV SPCE interkalace 12
2-Nitrofluoren CV, EIS GCE interkalace 51
CV, DPV, SWV SPCE interkalace 12
Fluoren CV, EIS CFE interkalace 80
Fluoren-9-on SWV SPCE interkalace 81
LECIVA
Elipticin Ccv CFE interkalace 76
Flutamid SWV, EIS GCE poskozeni nezjisténo 50
4-Nitro-3-(trifluormethyl)anilin SWV, EIS GCE poskozeni nezjisténo 50
Thioridazin CV, SWV, EIS SWCNT/SPCE interkalace 43
REAKTIVNI RADIKALOVE SLOUCENINY
Hydroxylové radikaly CV, SWV, EIS CFE oxidativni poskozeni 82
CV, SWV, EIS SWCNT/SPCE oxidativni poskozeni 43
Nitroaniontové radikaly SWvV SPCE oxidativni poskozeni 12
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akcich s DNA, je tfeba peclivé studovat, protoze jejich
objasnéni muze byt uziteCné napt. pii vyvoji specificky
ucinkujicich chemoterapeutik ¢i pfi zkoumani mechanismu
¢inku réiznych genotoxickych sloucenin®.

Poskozeni DNA zplsobené environmentalnimi polu-
tanty (mnoho z nich je klasifikovano jako chemické karci-
nogeny, viz tab.I) je hlavnim projevem toxicity téchto
latek v Zivych organismech®. Vétiina organickych polu-
tantd nemuze piimo zplsobit poskozeni DNA, ale produk-
ty jejich metabolismu, vznikajici prostfednictvim enzyma-
tickych reakei, jsou genotoxické'>®®. Napk. styren je jed-
nou znejcastéji pouzivanych pramyslovych chemikalii
a sam o sob& vykazuje pouze nizkou miru genotoxicity®.
Pokud je vSak enzymaticky metabolizovan prostfednictvim
cytochromu P450, vznika jeho oxidovany metabolit
(styren-7,8-oxid), ktery mize s DNA tvofit adukty”® "%
styren-7,8-oxid je klasifikovany Mezinarodni agenturou
pro vyzkum rakoviny (IARC) jako pravdépodobné karci-
nogenni pro &lovéka (skupina 2A)”. Vyse zminéné geno-
toxické ucCinky environmentalnich polutanti je mozné
sledovat i prostfednictvim elektrochemickych DNA bio-
senzort®, které tak mohou slouZit jako zaklad pro in vitro
testovani genotoxicity nové pripravenych organickych
latek v rané f4zi jejich zavadéni pro komercni vyuZiti.

V nasi studii'? byl pouzit elektrochemicky DNA bio-
senzor zalozeny mna SPCE snavazanou dsDNA
(izolovanou z teleciho brzliku) pro zkoumani interakci
mezi genotoxickymi nitroderivaty fluorenu (2-nitro-
fluorenem a 2,7-dinitrofluorenem) a DNA. Pfi vyzkumu
byly detegovany dva druhy poskozeni DNA: poskozeni
zpusobené pfimou interakci nitrofluorenti (interkalace
studovanych analytti byla potvrzena pomoci studia konku-
rencni interakce zndmych DNA interkalatorti, komplex-
nich kationti [Cu(phen),]*" a [Co(phen);]*"; phen piedsta-
vuje 1,10-fenanthrolin) a oxidativni poskozeni zplisobené
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radikdlovymi slouceninami s kratkou dobou Zivota
(nitroaniontové radikaly), generovanymi pii elektroche-
mické redukei nitroskupiny.

Podobny vyzkum byl uskutecnén i v nasi dalsi stu-
dii**, ve které byl pouzit voltametricky DNA biosenzor na
bazi CFE vroli pfevodniku elektrického signalu (DNA/
CFE) pro vySetiovani interakce mezi modelovou karcino-
genni slouceninou 2-aminofluorenem (jednim z nejroz-
Sifengji studovanych zastupci chemickych karcinogent ze
skupiny aromatickych aminti) a dsSDNA z teleciho brzliku.
Poskozeni DNA piimou interakci s 2-aminofluorenem
bylo sledovano technikou SWV (prostiednictvim odezev
guaninovych a adeninovych zbytkd pfitomnych ve struktu-
fe dsDNA na povrchu CFE) a technikou CV (prostred-
nictvim odezev redoxniho indikatoru [Fe(CN)¢]*"* pi-
tomného v roztoku). Ziskané vysledky ukézaly, Ze interak-
ce 2-aminofluorenu s dsSDNA zptsobila jeji poskozeni, coz
vedlo ke vzniku zlomi vldken DNA a c¢éstecné desorpci
fragmenti DNA z elektrodového povrchu.

Interakce DNA s 1éCivy (tab. I) patii mezi dilezita
hlediska pfi biologickych studiich vedenych v ramci vy-
zkumu a vyvoje novych 1é¢iv’*. Existuje nékolik typii in-
terakci, jimiz muize léCivo pozménit nativni strukturu
dsDNA: nekovalentni vazani do zlabku, interkalace, kova-
lentni vazani (vznik DNA aduktil), rozpojeni vlaken DNA,
Stépeni DNA ¢i zaclenéni molekuly strukturné podobné
nukleosidiim. Nasledkem téchto interakci (vznika jisty
druh komplexu DNA-IéCivo) byvaji fyzikalné-chemické
zmény, a to jak v molekule DNA, tak v molekule daného
16&iva’”. Jako piiklad miZe slouzit nase studie’, ve které byl
zkouman poskozujici U¢inek (pravdépodobné interkalace
nasledovana vznikem zlomt vlaken DNA) protinadorového
lé¢iva elipticinu na dsDNA z lososich spermii. Pomoci tech-
niky CV (poskozeni bylo detegovano na DNA/CFE prostred-
nictvim redoxniho indikétoru [Fe(CN)e]* ") bylo pozorova-
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Obr. 2. Relativni odezva biosenzoru na poskozeni DNA zpusobené interakei s elipticinem; vyhodnocovano ze zmény vysky anodic-
kého CV piku redoxniho indikatoru (1 mmol 1" [Fe(CN)e]*"*") po inkubaci DNA/CFE v roztoku 50 pmol 17! elipticinu po riizné inkubag-
ni ¢asy (A) a po inkubaci DNA/CFE po dobu 5 min v roztoku elipticinu o rtiznych koncentracich (B); zékladnim elektrolytem byl

0,1 mol I'* fosfatovy pufr o pH 7,2; chybové tisecky jsou sestrojeny pro tii sériova méfeni (cit.
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no, Ze mira poSkozeni dsDNA vzriista (klesa relativni ode-
zva biosenzoru na poskozeni dsDNA) nejen s ¢asem inku-
bace biosenzoru v roztoku obsahujicim elipticin (obr. 2A),
ale také srostouci koncentraci elipticinu v inkuba¢nim
roztoku (obr. 2B).

Jako redoxni indikator pfi detekci poskozeni DNA
muze slouzit také samotné studované 1é¢ivo. V nasem
ptipadé se jednalo o vyuziti thioridazinu® — antipsychotika
ze skupiny fenothiazinovych 1é¢iv. Jednoduchy elektro-
chemicky DNA biosenzor byl pfipraveny ze SPCE a niz-
komolekularni dsDNA z lososich spermii a byl pouzit pro
detekci poskozeni DNA ultrafialovym zafenim typu C
o vlnové délce 240 nm a hydroxylovymi radikaly vznikajici-
mi pii reakci Fentonova typu. Celkové hodnoceni odezev
biosenzoru bylo zaloZeno na sledovani zmén SWV pikt jak
guaninového zbytku, tak interkalatoru thioridazinu, na sledo-
vani zmén CV piki redoxniho indikatoru [Fe(CN)s]* ™ a na
sledovani zmén EIS spekter ziskanych za pouziti stejného
redoxniho indikatoru. Pro dva posledné zminéné druhy
méfeni (CV a EIS) byl navic pouzit biosenzor
s nanostrukturovanym rozhranim (kompozitni smés karbo-
xylovanych SWCNT a chitosanu) umisténym mezi povrch
SPCE a vrstvu dsDNA. Toto rozhrani bylo pouzito pro
uspésné zvyseni vodivosti elektrického prevodniku. Pfi
hodnoceni poskozeni dsDNA vysSe uvedenymi Cinidly byla
pozorovana jeji znacnd degradace, jejiz mira zdvisela na
dobé trvani poskozujici udalosti.

Elektrochemické DNA biosenzory mohou byt Gspes-
né pouzity nejen pii vyzkumu vzajemnych interakci mezi
cizorodymi latkami a DNA, ale rovnéz pfi vyvoji vysoce
citlivych analytickych metod vyuzivajicich spontanni aku-
mulaci analytu do struktury DNA (vétSinou interkalaci
mezi pary bazi dsDNA) za ucelem zvyseni citlivosti stano-
veni’’. Takovato metodika byla pouZita také v nasi labora-
tofi pfi stanoveni genotoxického anthracenu technikou
DPV na GCE’®: mez stanovitelnosti anthracenu na nemo-
difikované GCE ¢inila 2,2 pmol "', zatimco na GCE mo-
difikované vrstvou dsDNA z lososich spermii bylo dosaze-
no meze stanovitelnosti pfiblizné o jeden koncentra¢ni fad
niz&i (0,15 pmol I'"). Vyvinuta metoda byla nasledng pou-
zita pro stanoveni anthracenu v modelovych vzorcich $tér-
ku (s vytéznosti 98 %) a pisku (s vytéznosti 96 %).

3. Zavér

Cilem tohoto pfispévku bylo ukézat, ze elektrody
modifikované DNA (elektrochemické DNA biosenzory)
predstavuji velmi efektivni a zarovenl jednoduchd, rychla,
levna, miniaturizovatelnd a sériové vyrobitelna analyticka
zafizeni pro vyzkum a hodnoceni genotoxického plisobeni
rozmanitych cizorodych sloucenin (napt. chemickych kar-
cinogendl, 1éCiv ¢i reaktivnich radikalovych sloucenin).
Tim se stavaji rovnéz vhodnymi nastroji pro predbézné
testovani novych 1é¢iv nebo nové pfipravenych chemic-
kych sloucenin a umoziuji napf. také hodnotit kapacitu
pfirodnich ¢i syntetickych antioxidantli ochranit DNA vici
oxida¢nimu stresu.
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Do budoucna lze ocekavat, ze mira uplatnéni elektro-
chemickych DNA biosenzort (a to i v praktickych aplika-
cich) bude nadale vzristat, predevsim na poli detekce po-
Skozeni DNA. Zde se pravdépodobné budou nejvice uplat-
novat nové komplexni biorozpoznavaci vrstvy vazané na
povrch elektrody, vyuZivajici rozmanitych supramoleku-
larnich interakci. Pokrocila 1ékatska diagnostika je do
znacné miry zavisla na uspé$ném vyvoji a vyuziti novych
materiald a technologii, proto jsou atraktivni vlastnosti
elektrochemickych zafizeni velmi slibné i pro vylepSeni
postupti pouzivanych v soucasné 1écebné praxi.

Jednim z dalezitych sméri ve vyvoji elektrochemic-
kych DNA biosenzorti pouzitelnych v praxi je napt. vy-
zkum ochrannych membran, které chrani biosenzor pied
nechténym znecisténim a pted interferujicimi latkami pii-
tomnymi ve vzorku. Moznosti vyuziti takovychto ochran-
nych membran jsou nastinény napf. v naSi nedavné stu-
dii*?, ve které byly elektrochemické DNA biosenzory
s venkovni nafionovou ¢i chitosanovou ochrannou mem-
branou pouzity pfi hodnoceni antioxidacnich vlastnosti
napoju (piva, kavy a ¢erného caje) proti oxidaénim Gcin-
kiim hydroxylovych radikali.

Tento prispévek vznikl v ramci Specifického vysoko-
Skolského vyzkumu (SVV), za financni podpory Grantové
agentury Ceské republiky (V. Vyskocil dékuje za podporu
z projektu GP13-23337P) a Grantové agentury Univerzity
Karlovy v Praze (A. Hajkova dékuje za podporu z projektu
GAUK 430214/2014/B-CH/PrF).
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V. Vyskocil and A. Hajkova (Charles University in
Prague, Faculty of Science, Department of Analytical
Chemistry, UNESCO Laboratory of Environmental Elec-
trochemistry, Prague): DNA-Modified Carbon Elec-
trodes as Tools for Electrochemical Detection of DNA
Damage

Interactions of various xenobiotic compounds with
deoxyribonucleic acid (DNA) represent the most important
aspects of biological studies in clinical and toxicological
analyses, drug discovery, and pharmaceutical development
processes. In recent years, a growing interest in electro-
chemical investigation of such supramolecular interactions
has arisen. Monitoring the changes in electrochemical
signals of DNA and/or observing the mutual interactions
of DNA with examined analytes provide good evidence
for the interaction mechanism to be elucidated. Moreover,
the DNA—analyte interactions can also be used for sensi-
tive determination of the analyte itself. This short review
summarizes our results obtained during the last five years
in the field of novel electrochemical DNA biosensors uti-
lizing carbon-based transducers as substrates for immobili-
zation of DNA. Its aim is to provide evidence that the elec-
trochemical approach (employing simple, fast, sensitive,
and inexpensive DNA biosensors as tools for investigation
and detection of DNA damage) brings a new insight into
human health protection and leads to better understanding
of the interaction mechanism between xenobiotic com-
pounds and DNA.



