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Trocha historieTrocha historie……

ElektrochemickElektrochemickáá analýzaanalýza……

1922 Jaroslav 1922 Jaroslav HeyrovskýHeyrovský: polarografie: polarografie

1959 Nobelova cena 1959 Nobelova cena 

zzááklad celklad celéé šškkáály ly šširoce vyuiroce využžíívaných vaných 

elektrochemických metod elektrochemických metod 



Trocha historieTrocha historie……

DNADNA……

1869 1869 MiescherMiescher: objev DNA jako do t: objev DNA jako do téé doby doby 

neznneznáámméé slosložžky bunky buněěk (leukocytk (leukocytůů))

1944 1944 AveryAvery: DNA je zodpov: DNA je zodpověědndnáá za za 

transformaci (zmtransformaci (změěnu vlastnostnu vlastnostíí) bun) buněěkk

1950 1950 HerscheyHerschey a Chase: DNA je genetickým a Chase: DNA je genetickým 

materimateriáálem bunlem buněěk k 



Trocha historieTrocha historie……

Struktura DNAStruktura DNA……

1953: 1953: JamesJames WatsonWatson, , FrancisFrancis CrickCrick, , 

RosalindRosalind FranklinFranklin, , MauriceMaurice WilkinsWilkins: : 

dvoudvouššrouboviceroubovice DNADNA

1962: Nobelova cena (JW, FC, MW)1962: Nobelova cena (JW, FC, MW)

vysvvysvěětlentleníí zzáákladnkladníích principch principůů

uchovuchováánníí, p, přřededáávváánníí a exprese a exprese 

dděědidiččnnéé informaceinformace



párování bazí

dvojitá šroubovice tvořená
antiparalelními
polynukleotidovými řetězci 



Trocha historieTrocha historie……

ElektrochemickElektrochemickáá analýza analýza nukleových kyselinnukleových kyselin

1958 1958 –– 1960 Emil Pale1960 Emil Palečček: polarografie DNAek: polarografie DNA



Trocha historieTrocha historie……

ElektrochemickElektrochemickáá analýza analýza nukleových kyselinnukleových kyselin

60. 60. –– 70. l70. lééta: ta: polarografickpolarografickéé studie denaturace/studie denaturace/renaturacerenaturace

DNA/RNA, DNA/RNA, ppřředdenaturaeddenaturaččnníí zmzměěny, pony, pošškozenkozeníí DNADNA

80. l80. lééta:ta: elektroaktivnelektroaktivníí znaznaččky; ky; vyuvyužžíívváánníí stacionstacionáárnrníích ch 

elektrod (velektrod (vččetnetněě pevných); pevných); adsorptivnadsorptivníí strippingstripping

1986: 1986: zavedenzavedeníí elektrod modifikovaných DNAelektrod modifikovaných DNA

(imobilizace DNA na povrchu elektrody)(imobilizace DNA na povrchu elektrody)

90. l90. léétata--dosud: výzkum a vývoj dosud: výzkum a vývoj elektrochemických elektrochemických biosenzorbiosenzorůů

��pro popro pošškozenkozeníí DNA DNA 

��pro hybridizaci DNApro hybridizaci DNA



nukleové kyseliny jsou elektroaktivní

• A, C a G podléhají redoxním přeměnám na 
rtuťové elektrodě

• G a A jsou oxidovány na uhlíkových 
elektrodách

• cukerné složky NK jsou katalyticky oxidovány na měděných 
elektrodách Singhal, P.; Kuhr, W. G.: Anal. Chem. 1997, 69, 3552-3557; Anal. 
Chem. 1997, 69, 4828-4832.



A a C jsou redukovány na rtuťové elektrodě
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G je na rtuťové elektrodě redukován při vysoce 
negativním potenciálu…
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…a jeho redukční produkt při elektrooxidaci
poskytuje anodický signál
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G a A poskytují specifické oxidační signály 
na uhlíkové elektrodě

0.50 1.00 1.50
potential (V vs.SCE)

HN

N N

N

O

dR
H2N

Gox

N

N N

N

NH2

dR

Aox



N

N

N

R O

H

N

H

N

N

NO

H

R

NH

H

N

N

CH3

R O

O

H N

N

N

N
N

H
H

R

redukční signály C a A na rtuťových elektrodách  jsou 
silně ovlivněny strukturou DNA

• souvisí to s lokalizací elektroaktivních center uvnitř
dvoušroubovice DNA
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redukční signály C a A na rtuťových elektrodách  jsou 
silně ovlivněny strukturou DNA
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oxidační signály na uhlíkových elektrodách jsou 
méně citlivé ke struktuře DNA

• oxidační místa G a A jsou přístupná přes žlábky dvoušroubovice



oxidační signály na uhlíkových elektrodách jsou 
méně citlivé ke struktuře DNA
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Na rtuťových elektrodách v mírně alkalickém prostředí lze 
detekovat adsorpčně-desorpční děje (signály)

• v závislosti na podmínkách a na struktuře DNA se těchto 
dějů mohou účastnit jednotlivé složky DNA
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-dvouřetězcová DNA poskytuje  pík 1 v souvislosti s adsorpcí

DNA prostřednictvím cukrfosfátové páteře
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-distortované nebo poškozené oblasti dsDNA poskytují

pík 2
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E/V

p.z.c.

základní elektrolyt

jednořetězcová (denaturovaná) DNA poskytuje 
pík 1 (cukrfosfátová páteř) a pík 3 související s 

adsorpcí/desorpcí segmentů DNA prostřednictvím    
volně přístupných bazí

3



diferenční pulsní polarografie

•kapající rtuťová elektroda
•hlavní metoda využívaná v oblasti elektrochemie DNA v 60. a 70. letech

•rozlišení ds a ssDNA – rozdíl v intenzitě i potenciálu příslušných signálů

•změny v intenzitě píku II indikují změny konformace dsDNA, zatímco vznik 
píku III přítomnost nespárovaných bazí (denaturovaných/ss úseků) 
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diferenční pulsní polarografie

• hlavní metoda využívaná v 60. a 70. letech

• rozlišení ds a ssDNA

••peak II: vysoká citlivost k malým strukturnmalým strukturníím zmm změěnnáámm
••ppřředdenaturaeddenaturaččnníí zmzměěnyny

DPP pík II

A260



diferenční pulsní polarografie

••popošškozenkozeníí DNA:DNA:
��zlomy (napzlomy (napřř. po oz. po ozáářřeneníí ionizujionizujííccíím zm záářřeneníí))



diferenční pulsní polarografie

••popošškozenkozeníí DNA:DNA:
��zlomyzlomy
��popošškozenkozeníí UV zUV záářřeneníímm



diferenční pulsní polarografie

••popošškozenkozeníí DNA:DNA:
��zlomyzlomy
��popošškozenkozeníí UV zUV záářřeneníímm
��chemicky pochemicky pošškozenkozenáá DNADNA

Platinové komplexy

rozlišení typu strukturní změny 

vlivem tvorby Pt-DNA aduktu



omezení polarografických metod

•vysoké požadavky na množství analytu

⇒obtíže při analýze dobře definovaných vzorků –
vysoká cena nebo pracnost přípravy
(oligonukleotidy, RNA, plasmidová DNA…)

•složení analyzovaného roztoku je primárně určeno 
charakterem elektrodové reakce

⇒omezený výběr experimentálních podmínek pro 
studium struktury DNA, jejích změn, interakcí
DNA s jinými molekulami atd.



Biomakromolekuly jsou  silně adsorbovány 
na površích elektrod

capillary

HMDE

• akumulace na povrchu 
elektrody

•adsorptivní stripping
DNA: zvýšení citlivosti 
analýzy (až 3 řády)



Adsorpce DNA na povrchu elektrod je natolik 
pevná, že vydrží výměnu média

capillary

HMDE

přenos přenos měření v čistém 
základním elektrolytu

adsorpce

Adsorptive Transfer Stripping



Zavedení AdTS („medium-exchange“, „ex-situ“) techniky 
otevřela zcela nové možnosti v elektrochemii NK:

�vývoj elektrochemických biosenzorů

pro poškození DNA
pro hybridizace DNA

-výrazné snížení objemu vzorku

-adsorbovat DNA na povrch elektrody lze i z jiného prostředí, než v jakém se měří

-odstranění interference látek, které se adsorbují slabě a lze je „odmýt“



Elektrochemická detekce 
poškození DNA



Proč je důležitá analýza poškození DNA?
(a detekce DNA poškozujících, „genotoxických“ látek?)

DNA: genetický materiál

• uchování genetické
informace

• její předávání
potomstvu

• její přepis a překlad 
do struktury bílkovin

Poškození DNA:

• může vést ke změně
genetické informace 
(mutace)

• zamezení její správné
exprese

• závažné zdravotní
důsledky



DNA v buDNA v buňňkkáách je neustch je neustáále vystavena le vystavena úúččinku inku řřady ady 
chemických (nebo fyzikchemických (nebo fyzikáálnlníích) ch) ččinidelinidel

� endogenní - produkty a meziprodukty metabolických přeměn

�exogenní - vlivy prostředí (záření, polutanty)

�buňky disponují nástroji na opravu poškozené DNA
Scharer, O. D. (2003) Chemistry and biology 
of DNA repair, Angew. Chem. Int. Ed. 42, 
2946-74.



jednořetězcový zlom dvouřetězcový zlom

přerušení cukrfosfátové páteře DNA

„abazická“ místa

přerušení
N-glykosidické
vazby

�kyslíkové radikály
�činnost nukleáz
�důsledek poškození bazí

�spontánní hydrolýza 
(depurinace)
�důsledek poškození bazí

NejNejččastastěějjšíší „„produktyprodukty““ popošškozenkozeníí DNADNA



N

N

NH

N

O

NH
2

R

NH

N

R

O

O

CH
3N

R

NH
2

O

N

N

N

NH

N

O

NH

R

OH

OH

OH

N

N

N
H

N

O

NH
2

R

Pt

N

N

N
H

N

O

NH
2

R

NH
3H

3
N

NH

N

R

O

O

NH

N

R

O

O

NH

N

R

O

O

CH
3
CH

3

guanin

N

N

N

N

NH
2

R

N

N

NH

N

O

NH
2

R

CH
3

N
+

N

NH

N

O

NH
2

R

CH
3

N

N

N

N
+

NH
2

RCH
3

adenin

NH

N

R

O

O

OH

OH

CH
3

N

N

NH

N

O

NH
2

O

R

N

NN

N

R

N

cytosin thymin

NejNejččastastěějjšíší „„produktyprodukty““ popošškozenkozeníí DNADNA

poškození bazí:
chemické modifikace 

�alkylace bazí

�oxidativní poškození

�deaminace bazí

�poškození UV zářením 

(sluneční světlo)

�reakce s metabolicky 

aktivovanými karcinogeny

�reakce s protinádorovými

léky



Metody využívané pro detekci poškození DNA

1. Metody založené na kompletní hydrolýze DNA a následném 

stanovení modifikovaných bazí pomocí chromatografických 

metod nebo hmotové spektrometrie



Metody využívané pro detekci poškození DNA

HPLC: detekce 8-oxoguaninu



32P-“postlabeling“

Metody využívané pro detekci poškození DNA



Metody využívané pro detekci poškození DNA

1. Metody založené na kompletní hydrolýze DNA a následném 

stanovení modifikovaných bazí pomocí chromatografických 

metod nebo hmotové spektrometrie

2. Sledování změn vlastností „celých“ molekul DNA 

(elektroforetické a imunochemické metody)



Metody využívané pro detekci poškození DNA

detekce zlomů:

relaxace plasmidové nadšroubovicové (sc) DNA

scDNA
(nepoškozená)

ocDNA
linDNA
(poškozená)



Metody využívané pro detekci poškození DNA

detekce zlomů v jednotlivých buňkách:

„comet assay“ (dsb)

„alkalická eluce“ (ssb + místa labilní vůči alkalické hydrolýze)



Metody využívané pro detekci poškození DNA

imunochemické metody

detekce poškozených bazí a aduktů,    
proti nimž jsou k dispozici protilátky

�ELISA

�In situ techniky

Detekce 8-oxoguaninu in situ v tkáni ledviny



Elektrochemické metody lze využít 
v rámci obou skupin metod:

a) elektrochemická detekce ve spojení s HPLC nebo 
jinou separační metodou

b) monitorování změn elektrochemických vlastností
„celých“ molekul DNA
elektroda s povrchem modifikovaným DNA: 
biosenzor pro poškozeníDNA/látky poškozující DNA



Elektrochemický senzor pro poškození DNA

ponoření
do 
analyzovaného 
vzorku

elektroda modifikovaná DNA

přenos do elektrochemické
nádobky

detekční krok 
(měření signálu)

interakce s „poškozující“ látkou



Detekce zlomů v DNA



dsDNA s volnými konci (oc a lineární DNA), nikoli však scDNA, 
poskytují AC voltametrický pík 3 (specifický pro ssDNA) díky 
částečné denaturaci dvoušroubovice na povrchu elektrody

RtuRtuťťovováá elektrodaelektroda modifikovanmodifikovanáá kovalentnkovalentněě uzavuzavřřenou enou krukružžnicovounicovou
((nadnadššroubovicovouroubovicovou, , scsc) DNA: senzor pro l) DNA: senzor pro láátky indukujtky indukujííccíí zlomy v DNAzlomy v DNA

scDNA
·OH ocDNA

ACV

E/V -0.8-1.6

1

E/V -0.8-1.6

3 1

ACV



Odvíjení dvoušroubovice DNA probíhá na povrchu rtuťové
elektrody v oblasti potenciálů okolo -0.2 V – tzv. „oblast U“
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k odvíjení dochází
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potenciálu píku 3DNA s volnými konci (zlomy)



Odvíjení dvoušroubovice DNA probíhá na povrchu rtuťové
elektrody v oblasti potenciálů okolo -0.2 V – tzv. „oblast U“
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scDNA



Štěpení na DNA na povrchu elektrod lze
elektrochemicky „modulovat“

Např. hydroxylové radikály (nebo jiné reaktivní formy kyslíku) lze vytvořit 
přes elektrochemicky kontrolované Fentonovy a Haber-Weissovy reakce

Elektroda s scDNA na povrchu se vloží do roztoku např. komplexu Fe/EDTA 
a H2O2 (nebo O2), a na určitou dobu se vloží příslušný potenciál

H2O2

[Fe(EDTA)]2-

H2O2

H2O2               •OH + OH-

Men Men+1                

e



Štěpení na DNA na povrchu elektrod lze 
elektrochemicky „modulovat“

H2O2

[Fe(EDTA)]2-

H2O2

přenos elektrody a měření signálu



Intenzita píku 3 (tj. stupeň poškození DNA, množství vytvořených 
zlomů) závisí na vloženém potenciálu: 

EC(V)
0.0-0.2-0.4-0.6-0.8

0

20

40

60

height of 
peak 3

oxygen, no iron

oxygen + iron

no oxygen, iron

Fe2+ Fe3+
Fe3+ + e- Fe2+

Fe2+ + H2O2

.OH + OH- + Fe3+

O2 + e- + 2H+ H2O2

pokud je potenciál dostatečně negativní pro redukci Fe(III) na Fe(II) (a kyslíku na 
peroxid vodíku) tvoří se OH radikály  a probíhá štěpení DNA



V přítomnosti mědi (a kyslíku) dochází k poškození DNA v úzkém 
rozmezí potenciálu, kde mohou probíhat reakce vedoucí k tvorbě
ROS za účasti měďných iontů (ty jsou při těchto potenciálech 
stabilizovány vazbou na baze DNA):

1,10-fenatrolin, ligand stablizující Cu+, 
účinek mědi zesiluje a posouvá k 
negativnějším potenciálům

phen+Cu+O2

Cu+O2

Cu+O2

Cu2+Cu0 Cu+(DNA)

O2

Cu



Lze citlivě detekovat zlomy v DNA 
pomocí jiných elektrod než HMDE? 



mměřěřeneníí oxidaoxidaččnníího signho signáálu lu guaninuguaninu na uhlna uhlííkovkovéé elektrodelektroděě
(nej(nejččastastěějjšíší „„labellabel--freefree““ ppřříístup v elektrochemickstup v elektrochemickéé analýze DNA)analýze DNA)

nenneníí pro detekci jednotlivých zlompro detekci jednotlivých zlomůů dostatedostateččnněě citlivcitlivéé

•• malý rozdmalý rozdííl intenzity signl intenzity signáállůů produkovaných produkovaných ssss a dsDNAa dsDNA
•• absence absence „„povrchovpovrchovéé denaturacedenaturace““ DNADNA
••prakticky totoprakticky totožžnnáá odezva odezva scsc, oc a line, oc a lineáárnrníí DNADNA

Gox Gox



MOŽNOSTI NAHRAZENÍ KAPKOVÉ Hg ELEKTRODY:

• rtuťové filmové elektrody (Kubičárová 2000)

• pevné amalgamové elektrody (Cahová-Kuchaříková, Fadrná, 
Yosypchuk, Novotný 2004)

AC voltametrické křivky sc, lineární a ss
plasmidové DNA na AgSAE. 

závislost výšky píku 3 na koncentraci chemické
nukleázy Cu(phen)2 
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uhlíková elektroda

interkalátor

interkalátor akumulovaný 
ve vrstvě dsDNA poskytuje 
voltametrický pík

v důsledku degradace 
vrstvy DNA se naváže 
méně interkalátoru a signál 
poklesne

pokles signálu v závislosti na době
vystavení DNA senzoru chemické
nukleáze Cu(phen)2

Detekce degradace DNA pomocí uhlíkových elektrod:
•metoda založená na elektroaktivním indikátoru struktury DNA (Labuda a kol.)



uhlíková elektroda

Detekce degradace DNA pomocí uhlíkových elektrod:
•metoda založená na elektroaktivním indikátoru struktury DNA (Labuda a kol.)

ochranný efekt antioxidantů



Detekce poškození bazí DNA
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peak Gox

• metody založené na ztrátě elektrochemické aktivity 
modifikovaných bazí

• obvykle guanin

• alkylační činidla, hydrazinové
deriváty, cytostatika, PCB, 
akridinové deriváty ….

• měření signálu G na uhlíkové
nebo rtuťové elektrodě

Jedná se o signal-off metodu:
je nutno, aby frakce 

poškozených guaninů přesáhla 
relativní chybu měření



E/V0.4 1.2

G

• některé modifikované baze poskytují specifické signály 
při potenciálech odlišných od signálů původních bazí

• 8-oxoguanin

směs G a 8-oxoG

8-oxoG elektrochemicky 
generovaný v DNA na 
povrchu elektrody v 

přítomnosti adriamycinu
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•detekce pomocí DPP na základě píku II

•senzor  pro testování toxicity 
(Rusling a kol.)

•během difuse testované
látky skrz vrstvu 
hemového proteinu 
dochází k její
enzymatické přeměně
(„metabolická aktivace“)

•vytvoří se adukt s DNA

•tím se rozvolní
dvoušroubovice a 
usnadní přenos elektronů
ze sousedních zbytků G 
na elektrodu 
prostřednictvím Ru
mediátoru: 
NÁRŮST SIGNÁLU

Poškození DNA může vést ke změně přístupnosti okolních 
bazí (v dsDNA) pro elektrochemickou reakci



Senzor pro testování toxicity (Rusling a kol.):

•během difuse testované
látky skrz vrstvu 
hemového proteinu 
dochází k její
enzymatické přeměně
(„metabolická aktivace“)

•vytvoří se adukt s DNA

•tím se rozvolní
dvoušroubovice a 
usnadní přenos elektronů
ze sousedních zbytků G 
na elektrodu 
porstřednictvím Ru
mediátoru: 
NÁRŮST SIGNÁLU

STYREN

TOLUEN

(není
substrátem 
pro 
enzymatickou 
aktivaci)



poškození

baze

„reparační“

endonukleáza

zlom

exoIII

ss
ús
e
k

Detekce poškození bazí pomocí kombinace specifických 
endonukleáz a elektrochemické detekce  
•enzymy účastnící se opravných procesů rozpoznávají poškozené baze
•převedení poškozených bazí na zlomy

scDNA scDNA ocDNA ssDNA

3
1 1 1 1

3
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Adukty DNA s elektrochemicky 
aktivními látkami

• poškození DNA vs. značení DNA (vnášení
elektroaktivních markerů do molekul DNA)

• adukty nukleových kyselin s přechodnými kovy
– redox přechody kovových iontů

– katalytické vylučování vodíku na rtuťových a amalgamových 
elektrodách



cisplatina
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Intrastrand GpNpG (6-10%)

3’
5’

5’
3’

G
G

Pt

5’ 3’

3’
5’

G
G Pt

NH

NH

Intrastrand ApG (~25%)

Interstrand G-G (1-2%)

5’ 3’

3’
5’

G

Pt NH

NH

A

5’ 3’

3’
5’

NH 3
NH3

3

3

3

3

3

3

�protinádorové léčivo

�účinek je připisován tvorbě
kovalentních aduktů s DNA

� zejména bifunkční adukty -
„kroslinky“ mezi dvěma G nebo 
mezi G a A
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Komplexy OsO4 jako 
elektroaktivní markery DNA



nemodifikovaná DNA

DNA-Os,bipy volný Os,bipy
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O
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Modifikace DNA komplexy oxidu osmiModifikace DNA komplexy oxidu osmiččelelééhoho



•DNA může obsahovat distortované nebo jednořetězcové (lokálně
„denaturované) oblasti
•např. v negativně nadšroubovicové DNA: tvorba tzv. otevřených lokálních 
struktur
•báze v těchto oblastech mohou vstupovat do reakcí s vhodnými činidly

Os,L: chemické strukturní sondy



PGEPGE

ss DNA

ds DNA

polyTpolyT

polyCpolyC

polyApolyA, , polyGpolyG



HMDEHMDE

AduktyAdukty DNA s Os,L jsou elektrochemicky aktivnDNA s Os,L jsou elektrochemicky aktivníí



Lineární chromosomální DNA (snáze dostupná než scDNA): 
sama o sobě poskytuje výrazný AC voltametrický pík 3 –
mnohem nižší citlivost detekce zlomů/ss úseků než s scDNA
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Os,bipy
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jiný způsob detekce: selektivní modifikace ss úseků Os,bipy

Využití komplexů OsO4 pro detekci poškození DNA

nepoškozená DNA

poškozená DNA

Signály DNA-Os,bipy:

nepoškozená

poškozená



Obstojí elektrochemická detekce poškození
DNA ve srovnání s jinými metodami?

srovnání citlivostí:
• hmotová spektroskopie: 20-50 femtomolů TT dimeru/1 poškození na 105

bazí (I.D. Podmore, et al. Photochem Photobiol 1996, 64, 310-5).

• ELISA: okolo 1 fmol TT dimeru (M.S. Cooke, I.D. et al, Journal of
Immunological Methods 2003, 280, 125-133)

• HPLC: po hydrolýze DNA – obvykle uváděná citlivost 1 poškozená baze 
mezi 107 nepoškozených

• 32P postlabeling: jednotky femtomolů aduktu

• stanovení ssb (nebo poškozených bazí po jejich enzymatickém převedení
na ssb) elektrochemicky na rtuťové elektrodě: 1 zlom na 2x105 

nukleotidů; vzhledem k použitému množství DNA (50 ng 3 kb plasmidu) 
jde o méně než 1 fmol produktu poškození



Obstojí elektrochemická detekce poškození
DNA ve srovnání s jinými metodami?

další výhody:

• rychlost analýzy

• relativně nenákladné zařízení

• snadno kvantifikovatelná data



Hybridizace DNAHybridizace DNA



Trocha historieTrocha historie……

Hybridizace DNAHybridizace DNA

1963 Julius 1963 Julius MarmurMarmur: : renaturacerenaturace DNADNA

+

denaturace (denaturace (zahzahřřááttíímm))

renaturacerenaturace

(pomalým ochlazen(pomalým ochlazeníím)m)



hybridizační sonda

sekvence sondy je navržena 

(syntetizována) vzhledem k sekvenci 
DNA, která nás zajímá

cílová DNA

je pomocí sondy detekována

GCTTATGCTGGAAT 

CGAATACGACCTTA

CGAATACGACCTTA

GCTTATGCTGGAAT

Hybridizace DNA (RNA) je zaloHybridizace DNA (RNA) je založžena na principu tvorby ena na principu tvorby 

dvoudvouššrouboviceroubovice ze dvou komplementze dvou komplementáárnrníích ch řřetetěězczcůů



Hybridizace DNA (RNA) je zaloHybridizace DNA (RNA) je založžena na principu tvorby ena na principu tvorby 

dvoudvouššrouboviceroubovice ze dvou komplementze dvou komplementáárnrníích ch řřetetěězczcůů

Tento princip je v různém uspořádání využíván při řadě rutinních analýz:

•detekce a identifikace určitých nukleotidových sekvencí

•detekce mutací, „polymorfismů“ v určitých úsecích genomu

•sledování exprese genů



imobilizovaná sonda je vystavena   analyzovanému vzorku DNA 
(RNA)

Z praktických dZ praktických důůvodvodůů je výhodnje výhodnéé zakotvit jeden z zakotvit jeden z 

řřetetěězczcůů ((„„sondusondu““)) na povrchuna povrchu

pokud vzorek obsahuje vlákno DNA (RNA) o sekvenci 

komplementární k sondě („cílovou sekvenci“), vytvoří se na 
povrchu dvoušroubovice („duplex“, „hybrid“) 



Z praktických dZ praktických důůvodvodůů je výhodnje výhodnéé zakotvit jeden z zakotvit jeden z 

řřetetěězczcůů ((„„sondusondu““)) na povrchuna povrchu

pokud vzorek obsahuje vlákno DNA (RNA) o sekvenci 

komplementární k sondě („cílovou sekvenci“), vytvoří se 

na povrchu dvoušroubovice („duplex“, „hybrid“) 



nespecifické molekuly DNA jsou poté odstraněny (odmyty)

pokud vzorek obsahuje vlákno o sekvenci komplementární

k sondě („cílovou sekvenci“), vytvoří se na povrchu 

dvoušroubovice („duplex“, „hybrid“) 



následuje detekční krok, při kterém je zjištěno, zda došlo 

k hybridizaci

výhodné je cílovou DNA označit dobře detekovatelnou značkou 

(radionuklidem, fluoroforem…)

nespecifické molekuly DNA jsou poté odstraněny (odmyty)



DNA DNA „„ččipyipy““ ((„„arraysarrays““):):

••aplikace mnoha sond souaplikace mnoha sond souččasnasněě

••aplikace raplikace růůzných (rzných (růůznzněě““barevnýchbarevných““) fluorescen) fluorescenččnníích ch 
znaznačček ek –– vysoce paralelnvysoce paralelníí analýzaanalýza

••komerkomerččnněě dostupndostupnéé ppřříístroje (stroje (AffymetrixAffymetrix……))



ProPročč vývoj elektrochemických vývoj elektrochemických biosenzorbiosenzorůů??

••rozvoj rozvoj genomikygenomiky v souvislosti s dokonv souvislosti s dokonččeneníím m sekvencovsekvencováánníí

lidsklidskéého genomuho genomu

••sekvence lidsksekvence lidskéého genomu tak, jak je stanovena, je ho genomu tak, jak je stanovena, je prprůůmměěrnrnáá

••analýza analýza individuindividuáálnlníích odchylekch odchylek (polymorfismy, mutace) je (polymorfismy, mutace) je 

ddůůleležžititáá (mj. pro diagnostiku d(mj. pro diagnostiku děědidiččných chorob, sledovných chorob, sledováánníí mutacmutacíí

v dv důůleležžitých genech, výbitých genech, výběěr vhodnr vhodnéé terapieterapie……))

••klasickklasickéé metody metody sekvenovsekvenováánníí DNA jsou zdlouhavDNA jsou zdlouhavéé a obta obtíížžnnéé

••analýza pomocanalýza pomocíí hybridizace DNA je výraznhybridizace DNA je výrazněě efektivnefektivněějjšíší

••komerkomerččnněě dostupndostupnéé fluorescenfluorescenččnníí analyzanalyzáátory (ve spojentory (ve spojeníí s DNA s DNA 

ččipy) jsou nipy) jsou náákladnkladnéé a tuda tudíížž vhodnvhodnéé spspíšíše pro specializovane pro specializovanáá

pracovipracoviššttěě

••potpotřřeba nových, eba nových, úúččinných, inných, šširoce dostupných detekiroce dostupných detekččnníích metodch metod

••v souv souččasnasnéé dobdoběě se zdse zdáá, , žže k tomuto ce k tomuto cííli by mohla vli by mohla véést cesta pst cesta přřes es 

vyuvyužžititíí elektrochemických metod elektrochemických metod 



Elektrochemický senzor pro hybridizaci DNA:Elektrochemický senzor pro hybridizaci DNA:

elektroda se zakotvenou hybridizaelektroda se zakotvenou hybridizaččnníí sondou na povrchusondou na povrchu

•hybridizace s cílovou DNA se provede stejně
jako v případě optických senzorů

•odezvou na hybridizační událost je 
elektrochemický (proudový) signál

I

E

samotná sonda

hybrid



vyuvyužžititíí vlastnvlastníí elektroaktivityelektroaktivity ccíílovlovéé DNA DNA 
(nap(napřř. oxida. oxidaččnníího signho signáálu lu guaninuguaninu))

sonda s inosiny místo guanosinů
(párují se s cytosiny, ale nejsou elektroaktivní)

I I I I

G

G
G

G

signál guaninu

e
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a

PPřřííklady elektrochemických senzorklady elektrochemických senzorůů pro hybridizaci DNA pro hybridizaci DNA 

I

E

samotná
sonda

hybrid

H.H. Thorp a kol.



signsignáálnlníí ((reporterovreporterovéé) sondy ) sondy 

druhá hybridizační sonda, modifikovaná elektroaktivní značkou, 
rozpoznávající sekvenci v cílové DNA poblíž sondy zakotvené na 
elektrodě

PPřřííklady elektrochemických senzorklady elektrochemických senzorůů pro hybridizaci DNA pro hybridizaci DNA 

e
le
kt
ro
d
a

Ihara a kol.



princip princip „„molekulmolekuláárnrníího majho majáákuku““

E

I

e- jeje--li sonda v li sonda v konformacikonformaci vlvláásenky, je znasenky, je značčka blka blíízko zko 
povrchu elektrody a poskytuje signpovrchu elektrody a poskytuje signááll

po hybridizaci se znapo hybridizaci se značčka oddka oddáállíí od povrchu a signod povrchu a signáál zmizl zmizíí

PPřřííklady elektrochemických senzorklady elektrochemických senzorůů pro hybridizaci DNA pro hybridizaci DNA 

e
le
kt
ro
d
a

Fan C, Plaxco KW and Heeger AJ, Electrochemical interrogation of conformational changes as a reagentless 
method for the sequence-specific detection of DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. 100: 9134-9137, 2003.



Elektrochemický senzor pro hybridizaci DNA:Elektrochemický senzor pro hybridizaci DNA:

elektroda se zakotvenou hybridizaelektroda se zakotvenou hybridizaččnníí sondou na povrchusondou na povrchu

tzv. jednopovrchová metoda (hybridizační
i detekční krok probíhá na stejném povrchu 
elektrody)

to vyžaduje hledat takové podmínky, za kterých 
je pracovní povrch vhodný jak pro hybridizaci 
DNA, tak pro elektrochemické měření



DvoupovrchovDvoupovrchováá strategie: strategie: 

•hybridizace se provede na jednom povrchu (H), který pro tento 
účel optimalizován; nemusí mít vlastnosti elektrody

•účinné zachycení a separace cílové DNA

•poté je zachycená cílová DNA z povrchu H uvolněna a 
elektrochemicky stanovena

povrch H

detekční elektroda



detekční elektroda

DvoupovrchovDvoupovrchováá strategie: strategie: 

•hybridizace se provede na jednom povrchu (H), který pro tento 
účel optimalizován; nemusí mít vlastnosti elektrody

•účinné zachycení a separace cílové DNA

•poté je zachycená cílová DNA z povrchu H uvolněna a 
elektrochemicky stanovena



DvoupovrchovDvoupovrchováá strategie: vyustrategie: využžititíí magnetických nosimagnetických nosičůčů

magnetická kulička s 
hybridizační sondou

povrch H

cílová DNA

nespecifická
DNA

magnet

detekční elektroda

hybridizace

separace

uvolnění

cílové DNA

detekce



DvoupovrchovDvoupovrchováá strategie: strategie: 

•metody založené na vlastní elektrochemické aktivitě DNA nebo 
jejích složek („label-free“)

•metody založené na značení cílových DNA nebo signálních 
sond:

•komplexy oxidu osmičelého
•enzymy
•kovové a metalsulfidové nanočástice
•mikročástice „plněné“ elektrochemicky aktivními 
látkami
•uhlíkové nanotrubičky značené enzymy



nanočástice jako značky pro DNA (J. Wang):

A. magnetické částice s DNA sondou
B. biotinylovaná cílová DNA
C. zlaté nanočástice se streptavidinem
D. vyloučení stříbra na zlatě

Částice „pospojované“
hybridizovanou DNA jsou 
magnetem přitaženy k elektrodě a 
stříbro je stanoveno 
elektrochemicky

J. Wang et al. J. AM. CHEM. SOC. 2002, 124, 4208-4209



„elektroaktivní kuličky“ (J. Wang):

…citlivost  5.1 x10-21 mol level (31 000 molekul)…





„golden gate“ (Ch. Mirkin):

Ch. Mirkin et al., SCIENCE, VOL 295, p.1503





Komplexy OsOKomplexy OsO44 jako elektroaktivnjako elektroaktivníí znaznaččky pky přři i 

analýze hybridizace DNAanalýze hybridizace DNA

•• OsOs--bipy znabipy značčenenéé signsignáálnlníí sondysondy

sekvence komplementární k 
cílové DNA oligo(T) úsek 

Os,bipy

kovalentní
modifikace   

homopurinový úsek není
modifikován   

GAAGAAGAAGAAGAAGAAGAATTTTTTT…..TTTTTT

(T)n-Os,bipy

•• jednoduchjednoducháá ppřřííprava prava bez potbez potřřeby specieby speciáálnlníího ho 
vybavenvybaveníí a zkua zkuššenostenostíí v oblasti organickv oblasti organickéé syntsyntéézyzy



•• OsOs--bipy znabipy značčenenéé signsignáálnlníí sondysondy pro elektrochemickpro elektrochemickéé

hybridizahybridizaččnníí senzory senzory 
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signál roste s počtem 
modifikovaných thyminů

ZVÝŠENÍ CITLIVOSTI



�� elektrochemickelektrochemickéé signsignáály ly 

DNADNA--Os,L obsahujOs,L obsahujííccíí

jinjinéé ligandy neligandy nežž bipybipy::

N

N

N

N

SO3H

SO3H

N
CH3

CH3

N
CH3

CH2

CH2

CH3

N

NH

O

O

CH3

Os, bipy

N

NH

O

O CH3

O

O
Os

O

O

N

N
R R

N

N

CH3

CH3

neoc tembpdsphen

dT-Os,bipy

„Vícebarevné“ elektrochemické značení DNA pomocí Os,L
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αneoc

αbipy

βtem βneoc

5 µA
βbipy

123

αtem

1

20 µA

αneoc

αbipy

βtem

βneoc

βbipy

αbpds

βbpds

βphenαphen

2
3

4

5

6

7

A

B



�� rozdrozdííllůů v potenciv potenciáálech lze lech lze 

vyuvyužžíít pt přři hybridizaci DNA: i hybridizaci DNA: 

analýza vanalýza vííce sekvencce sekvencíí

sousouččasnasněě

Os,neoc

tDNA3
+ Os,neoc

Os,tem

Os,bipy
RP1

RP3

RP2

Os,neoc

tDNA3
+ Os,neoc

Os,tem

Os,bipy
RP1

RP3

RP2

Os,neocOs,neoc

tDNA3
++ Os,neoc

Os,tem

Os,bipy
RP1

RP3

RP2

Os,neoc

Os,tem

Os,bipy

Os,neocOs,neoc

Os,tem

Os,bipy

Os,temOs,tem

Os,bipyOs,bipy
RP1

RP3

RP2

Os,tem

Os,bipy

tDNA12
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Os,tem
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RP3

RP2

+ Os,tem

Os,bipy

tDNA12tDNA12
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Os,tem
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RP1

RP3
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Os,tem

Os,bipy
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Os,tem
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RP2

++

Os,tem
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+
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RP1
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RP1
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RP2

++

Os,bipy

tDNA1

+ Os,neoc

Os,tem

Os,bipy
RP1

RP3

RP2

Os,bipyOs,bipy

tDNA1

+ Os,neoc

Os,tem

Os,bipy
RP1

RP3

RP2tDNA1

++ Os,neoc

Os,tem
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RP1

RP3

RP2
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RP1

RP3

RP2

αbipy
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αbipy βbipy

βtem
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„Vícebarevné“ elektrochemické značení DNA pomocí Os,L



PomocPomocíí Os,L lze v principu znaOs,L lze v principu značčit jakoukoli it jakoukoli 

signsignáálnlníí sondusondu

RRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTO
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O
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O
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O
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O
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O
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O
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RRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

2 mM Os,L; 37 °C; 6hhomopurinová
GGATGGGCCTCCGGTTCATGAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

bio-CCTACCCGGAGGCCAAGTAC

bio-CCTACCCGGAGGCCAAGTACDBstv

+

GGATGGGCCTCCGGTTCATGAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
bio-CCTACCCGGAGGCCAAGTAC  
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O
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O
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O
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O
s,L

2 mM Os,bipy; 20 °C, 2h 

všechny baze

ochrana thyminů v duplexu

separace řetězců

CCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTO
s,L

O
s,L

O
s,L

O
s,L

O
s,L

O
s,L

O
s,L

O
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O
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O
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O
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O
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O
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CCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

2 mM Os,L; 20 °C, 2h 
bez thyminů, 

s cytosiny

mírnější reakční podmínky



•obvykle biotinem značené DNA v kombinaci s konjugáty
streptavidinu s enzymy

povrch H

detekční elektroda

OH

O
P

ST
V A
LP

ST
V A
LP

ST
V A
LP

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

Wang, J.; Xu, D. K.; Erdem, A.; 

Polsky, R.; Salazar, M. A. Talanta

2002, 56, 931-938.

BiokatalytickBiokatalytickáá (enzymov(enzymováá) amplifikace sign) amplifikace signáálulu



Enzymem značené uhlíkové nanotrubičky (carbon nanotubes)
(J. Wang)

…citlivost: lze detekovat méně než 1000 molekul)…



STV

ALP

carbon electrode

N

electrooxidation

• adsorpce cílové DNA

• blokování povrchu (5 % BSA)

• hybridizace se sondou značenou biotinem

• produkce 1-naftolu

• měření signálu

• navázání konjugátu streptavidin-fosfatáza

Analogický systém lze využít i v “jednopovrchovém uspořádání“
(tj. pracovní elektroda = současně povrch, na kterém se hybridizuje)



• využitelný pro analýzu reálných vzorků DNA
amplifikovaných pomocí polymerázové řetězové reakce 
(PCR)

Analogický systém lze využít i v “jednopovrchovém uspořádání“
(tj. pracovní elektroda = současně povrch, na kterém se hybridizuje)



Hurá!! Umím rozlišit 
komplementární a 

nekomplementární sekvenci 
DNA s 10-??-molovým 

množstvím syntetického 
oligonukleotidu!

elektrochemik

Super… tak teď mi to ukaž s 
přirozenou genomovou DNA…

biolog



�� PPřříímmáá hybridizahybridizaččnníí analýza s analýza s genomovougenomovou DNADNA??

�� to vyto vyžžaduje (v paduje (v přříípadpaděě jednokopiovýchjednokopiových sekvencsekvencíí) rozli) rozliššit it a a 
úúsek DNA dlouhý nsek DNA dlouhý něěkolik mkolik máálo deslo desíítek nukleotidtek nukleotidůů mezi mezi 
ttřřemi emi milardamimilardami bpbp (v lidsk(v lidskéém m genomugenomu), tj. cca 1:10), tj. cca 1:1088

�� v biologickv biologickéé matrici je to velmi obtmatrici je to velmi obtíížžnnéé

I

E



�� Amplifikace DNA pomocAmplifikace DNA pomocíí PCRPCR

�� klklííččovováá technika soutechnika souččasnasnéé molekulmolekuláárnrníí biologiebiologie

I

E

P
C
R



genomová DNA 
(templát pro PCR)

PCR=replikace DNA in vitro



tepelná denaturace dvoušrobovice

PCR=replikace DNA in vitro



+ DNA polymeráza + dNTP

primer

primer

PCR=replikace DNA in vitro



PCR=replikace DNA in vitro



tepelná denaturace dvoušrobovice

PCR=replikace DNA in vitro



PCR=replikace DNA in vitro



atd…. (počet kopií úseku „mezi“ primery roste geometrickou řadou) 

PCR=replikace DNA in vitro



smíchá se DNA templát, primery

směs NTP, termostabilní DNA 

polymeráza a proces se automaticky 

cykluje

PCR=replikace DNA in vitro



�pomocí této techniky lze připravit mnoho kopií přesně
definovaných úseků DNA získané z biologického materiálu a ty pak 
použít pro analýzu

�genetická diagnostika, usvědčování pachatelů, otců a nemravných 
prezidentů, Jurský park…

�detekce genové exprese: kombinace PCR s reverzní transkripcí
mRNA

PCR=replikace DNA in vitro



analýza exprese genanalýza exprese genůů

mRNA

protein

transkripce
&sestřih

translace

P
C
R (gen je přítomen)

(gen je aktivní)

reverzní

traskripce

cDNA

P
C
R



Detekce PCR produktu pomocí hybridizace na tištěných elektrodách

produkt PCR (neznačený)

elektroda

jednoduché
předčištění
pomocí kitu

denaturace 
(NaOH)

adsorpce na 
elektrodu 
(NaOH) hybridizace biotinylované sondy

navázání konjugátu streptavidin-fosfatáza, produkce 1-naftolu, elchem. měření

blokování povrchu elektrody (BSA)



Analýza exprese genAnalýza exprese genůů

zelená rostlina tabáku

tabákový kalus
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gen rbcL : účast ve fotosyntéze, exprimován jen v zelených částech rostlin 

RT PCR
(exprese)

„genomová“
PCR

negativní
kontroly

1   2   3   4 



ElektrochemickElektrochemickéé stanovenstanoveníí ddéélky lky repetitivnrepetitivníí

sekvence v DNA sekvence v DNA 

(po(poččtu opakovtu opakováánníí zzáákladnkladníí jednotky)jednotky)

Expanze trinukleotidových opakování: 
dědičné neurodegenerativní choroby

•myotonická dystrofie (CAG)
•syndrom fragilního chromozómu X (CGG)
•Friedreichova ataxie (GAA)

diagnostika na úrovni DNA: stanovení počtu opakování



cílová DNA

•akumulace značky v důsledku opakování sekvence 
rozpoznávané signální sondou

vícenásobná hybridizace signální sondy

povrch H

značená signální sonda



povrch H

elektroda

•množství molekul signální sondy závisí délce repetitivní
sekvence

•signál roste s počtem opakování



počet opakovaných tripletů
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GAA•TTC (Friedreichova ataxie)



Detekce bodových mutacDetekce bodových mutacíí

a a jednonukleotidovýchjednonukleotidových polymorfismpolymorfismůů

Záměna jediného „písmene“ genetické abecedy 
v určitých místech genomu může mít závažné
zdravotní důsledky, pokud

•mutace zabrání správné expresi důležitého genu
•mutovaný gen kóduje nefunkční protein 
•mutovaný gen kóduje protein s pozměněnou funkcí

diagnostika na úrovni DNA



vyuvyužžititíí „„elektrickelektrickéé vodivostivodivosti““ DNADNA

ppřřenos elektronenos elektronůů skrz skrz dvoudvouššrouboviciroubovici DNA DNA 
(J. (J. BartonBarton etet alal))

citlivost k SNP: chybncitlivost k SNP: chybnéé ppááry ry bazbazíí brbráánníí
ppřřenosu elektronenosu elektronůů

G
A



�� „„DNA DNA minisequencingminisequencing““

X

templát

primer

•značka je zavedena pouze v případě přítomnosti komplementární baze v 
sousedství primeru
•optická značka („APEX“), elektroaktivní značka, biotin-streptavidin-enzym
•jednopovrchově (Patolsky a Willner) nebo dvoupovrchově (MF a kol.)
•amplifikace v PCR cykleru

testovaný 
nukleotid

YTP + DNA-polymeráza

XY

komplementární nukleotid



zzáávvěěremrem……
•většina zmíněných systémů velmi dobře pracuje laboratorních 
podmínkách a na úrovni modelových vzorků DNA (syntetické
oligonukleotidy)

•řada z nich byla úspešně aplikována i při  analýze „skutečných“
cílových DNA (úseků různých genů amplifikovaných pomocí
PCR), včetně aplikací v oblasti lékařské diagnostiky (detekce 
genomové DNA patogenních organismů, mutací v důležitých 
lidských genech, genové exprese na modeleových systémech apod.)

•některé metody (zejména ty, které jsou založené na využití
nanočástic nebo CNT jako značek pro DNA) dosahují extrémně
vysokých citlivostí (v řádu 1000 molekul cílové DNA)



budoucnostbudoucnost……

hlavnhlavníí ccííl:l:
•vývoj elektrochemických zařízení umožňujících citlivou, 
specifickou, rychlou a levnou detekci hybridizace DNA

výzvy:výzvy:
•spolehlivá analýza PCR-amplifikovaných cílových DNA
•možnost detekce neamplifikovaných cílových sekvencí
•spolehlivá detekce bodových mutací
•inkorporace elektrochemické detekce do zařízení typu „DNA 
arrays“, „chips“; lab-on-a-chip
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Díky….



DDěěkuji kuji 
za pozornostza pozornost


