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Abstrakt

Elektrochemie nukleovych kyselin (NK) je v dnesni dobé jiz etablovany obor a
rocn¢ je publikovano stadle vice clankt zabyvajicich se touto problematikou.
Elektrochemickou analyzu je mozné pouzit naptiklad ke zjistovani sekvenci nukleotida
v DNA, k detekci poskozeni DNA, k detekci interakce DNA s proteiny, stanoveni
mikroRNA (jednovldknové fetézce nekddujici RNA o délce 22 nukleotidl, které se
podileji na regulaci genové exprese), apod. Propojeni molekularni biologie, genomiky i
proteomiky s elektrochemii je mozné napiiklad pomoci syntézy NK znafenych
elektrochemicky aktivnimi skupinami, kterych se pak vyuzivd pii detekci mutaci,
hybridizace sondy s cilovou molekulou v elektrochemickych DNA-biosenzorech i
minisekvenovani kratkych molekul NK. Elektrodové materialy pouzivané k méfeni jsou
velmi rozmanité a vhodnym vybérem elektrody je mozné zjistit o zkoumanych NK
Siroké spektrum informaci. Tato prace je zamétfena na elektrochemické znaceni NK,
studium interakci DNA s jinymi molekulami, a na vyuziti elektrochemickych metod
k detekci jednonukleotidovych polymorfisma (SNP). Dale jsme sledovali enzymatickou
inkorporaci syntetickych (modifikovanych) nukleosid trifosfati do dlouhych fetézch
DNA pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR), jejich vliv na stabilitu duplexu a
obecné elektrochemické chovani nami modifikované DNA. Soucasné jsme se zabyvali
podstatou interakci DNA modifikované 7-deazaguaninem se Sybr Green I (SG), coz je
béZzné¢ pouzivané fluorescencni barvivo pro detekci dvoufetézcové DNA, ale
v pfitomnosti 7-deazaguaninu (G*) je jeho fluorescence zhdSena. Byla provedena
optimalizace spektroskopického 1 elektrochemického stanoveni interakce SG s
nemodifikovanou 1 G*-modifikovanou DNA a bylo ukazano, Ze SG se
na modifikovanou DNA véze stejn¢ jako na nemodifikovanou DNA. V neposledni fad¢
je cast této prace vénovana elektrochemickym metodam detekce jednonukleotidovych
polymorfismii vcDNA genu p53 pomoci elektrochemické metody vyuzivajici
enzymoveé amplifikace signalu. Jednotlivé problematiky se uzce prolinaji a jejich
principy jsou shrnuty v teoretické c¢asti prace. Na zavér jsou zde uvedeny a

okomentovany vysledky publikované v zahrani¢nich impaktovanych ¢asopisech.



Abstract

Electrochemistry of nucleic acids (NA) is nowadays an established discipline
and every year there are published still more publications concerning at that field.
Electrochemical analysis can be used to detect DNA sequence, for detection of DNA
damage or an interaction of DNA with proteins, determination of microRNA and the
like. Connection between molecular biology, genomics, proteomics and the
electrochemistry is made by a synthesis of electrochemicaly active moieties labeled NA
used for a detection of mutations, probe hybridization with target molecule in
electrochemical DNA-biosensors and for minisequencing of short NA molecules. The
electrode materials used for measurements are very diverse and by the right choice of
the electrode is possible to find out a wide spectrum of information about analyzed NA.
This work is focused on electrochemical labeling of NA, studying of interactions
between DNA and other molecules and utilization of electrochemical methods for single
nucleotide polymorphisms (SNPs) detection. There was studied enzymatic
incorporation of synthetic (modified) nucleoside triphosphates into long strands of DNA
by polymerase chain reaction (PCR) and the influence of such modifications on duplex
stability and a its general electrochemical behavior in this work. Simultaneously, it was
looking for a nature of the interaction of 7-deazaguanine (G*) modified DNA with
SYBR Green I. Sybr Green I is a commonly used fluorescent dye for a detection of
double-stranded DNA, but in the presence of G* is its fluorescence quenched.
Spectroscopical and electrochemical determination of such interaction with unmodified
or G*-modified DNA was optimized and the results showed that Sybr Green I interacts
with both DNAs in the same way. Part of this work is devoted to electrochemical
methods for detection of single nucleotide polymorphisms in cDNA p53 gene using
enzymatic amplification reaction. Listed issues are closely interconnected and their
principles are summarized in the theoretical part. In the end there is a part summarizes

results published already in impacted scientific journals.
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Seznam zkratek

A
ACV

AdSV
AdTSV

ALP
AOX
ASV

cDNA
CSv
Ccv
dATP
dA*TP

dCTP
DBT
dGTP
dG*TP

DME
DNA
dNTP
DPV
dsDNA
dTTP

GOX
HDME
LSV

adenin

voltametrie s vnucenym stiidavym napétim (Alternating Current
Voltammetry)

adsorptivni rozpoustéci voltametrie (Adsorptive Stripping Voltammetry)
adsorptivni pienosova rozpoustéci voltametrie (Adsorptive Transfer
Stripping Voltammetry)

alkalicka fosfataza (Alkaline Phosphatase)

oxidac¢ni pik adeninu

anodickad rozpoustéci voltametrie (Anodic Stripping Voltammetry)
cytosin

komplementarni DNA (Complementary DNA)

katodicka rozpoustéci voltametrie (Cathodic Stripping Voltammetry)
cyklicka voltametrie (Cyclic Voltammetry)

2'-deoxyadenosin trifosfat (2'-Deoxyadenosine Triphosphate)
7-deaza-2'-deoxyadenosin trifosfat (7-Deaza-2"-Deoxyadenosine
Triphosphate)

2'-deoxycytidin trifostat (2-Deoxycytidine Triphosphate)

magnetické ¢astice s (dT),s na povrchu (Dynabeads® (dT),s)
2'-deoxyguanosin trifostat (2'-Deoxyguanosine Triphosphate)
7-deaza-2'-deoxyguanosin trifosfat (7-Deaza-2'"-Deoxyguanosine
Triphosphate)

kapajici rtut'ové elektroda (Dropping Mercury Electrode)
2'-deoxyribonukleova kyselina (2'-Deoxyribonucleic Acid)
deoxyribonukleosid trifostat (Deoxyribonucleoside Triphosphate)
diferen¢ni pulsni voltametrie (Differential Pulse Voltammetry)
dvouvlaknova DNA (Double-Stranded DNA)

2'-deoxytymidin trifosfat (2'-Deoxythymidine Triphosphate)

guanin

oxidacéni pik guaninu

visici rtut'ova kapkova elektroda (Hanging Drop Mercury Electrode)

linearni voltametrie (Linear Sweep Voltammetry)



NK
MeSAE
ODNs
PCR
PEx
PGE
Pu/Pu*
SAM
ssDNA
SWV

tDNA

wt

nukleova kyselina

pevna amalgamova elektroda (metal solid amalgam electrode)
oligodeoxyribonukleotidy

polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
prodluzovani primeru (Primer Extension)

elektroda z pyrolytického grafitu (Pyrolytic Graphite Electrode)
purinové baze/7-deaza purinové baze

samoorganizovana monovrstva (Self-Assembled Monolayer)
jednovldknova DNA (Single-Stranded DNA)

voltametrie se superponovanym pravouhlym napétim (Square Wave
Voltammetry)

cilovd DNA (target DNA)

prirozena varianta (Wild Type)
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’
Uvod

Deoxyribonukleova kyselina (DNA), resp. nukleova kyselina (NK), je komplexni
biomakromolekula, jejiz struktura a interakce jsou intenzivné studovany predev§im ve
vztahu k jeji biologické roli. Pfed 150 lety byla DNA poprvé izolovana Friedrichem
Miescherem, ktery ji objevil v bilych krvinkdch béhem studia proteini a popsal jeji
odli$nosti od proteinti [1]. V roce 1944 byla na zéklad¢ mikrobiologickych experimentt
Fredericka Griffitha (1928) potvrzena DNA nositelkou genetické informace [2].
Studiem DNA a NK se zabyvaji obory molekularni biologie, genetiky, genomiky,
proteomiky, (bio)chemie apod. Mezi hojné¢ pouzivané metody jejich studia, jako napf.
gelova elektroforéza, absorpéni spektroskopie, radioaktivni a neradioaktivni znaceni
DNA, restrik¢ni analyza, amplifikace DNA a kombinace téchto principtl, se daji zatradit
1 analytické metody zaloZené na elektroaktivit¢ DNA. Prvni zminky o tom, ze DNA na
rtutové elektrodé poskytuje elektrochemické redukéni a oxida¢ni signdly, tedy Ze je
elektroaktivni, byly publikovany na konci 50. a zacatku 60. let 20. stoleti [3-5]. Poprvé
v roce 1958 publikoval Emil Palecek praci, v niz pomoci oscilografické polarografie se
stiidavym elektrickym proudem potvrdil elektroaktivitu DNA [3]. Nésledovalo studium
vlastnosti DNA adsorbované na rtutové elektrodé¢ [6] a vysledky, které piindsely
kdy dochazi k charakteristickym adsorpéné-desorpénim déjim [7, 8]. Na zacatku 21.
stoleti se stala elektrochemie intenzivné se rozvijejicim védnim oborem s pfislibem

zrychleni, zjednoduSeni a zlevnéni analyzy NK. Na zéklad¢ elektrochemické odezvy
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(signalu) molekul DNA Ize odhadnout jejich vyssi strukturu. Diky tomuto lze studovat
strukturni piechody v NK, poskozeni (dvousroubovice) DNA a interakce NK s dal§imi
(nejen) elektroaktivnimi molekulami. Elektroaktivni markery (znacky) interagujici
s DNA nekovalentné (vazbou do velkého zlabku, interkalaci) nebo kovalentné mohou
byt vyuzity jako sondy pro detekci hybridizace nebo poskozeni DNA (DNA senzory),
tzv. elektrochemické znacky. V dnesni dob¢, kdy jsou uz snadno dostupné rizné DNA
polymerdazy a (deoxy)ribonukleosid trifosfaity k syntéze molekul NK nebo
oligodeoxyribonukleotidy (ODNs) o definované délce ve vysoké Cistoté, stava se jednou
ze zakladnich analytickych metod v oblasti analyzy NK, protoze tyto kratké molekuly
mohou slouzit jako vhodné modelové systémy pro optimalizaci metod pro studium
ptirozenych NK. Velkou vyhodou pro detekci syntetickych fetézcil jsou jejich chemické

modifikace roz$ifujici paletu analyticky uzite¢nych elektrochemickych signala.

12



Teoreticky prehled

1 Struktura a interakce DNA

DNA je pfirozené piitomna ve vSech bunécnych organismech, kde ji 1ze nalézt v
podob¢ dvousroubovice tvofené dvéma komplementarnimi vlakny. V roce 1953 byla
popsana struktura DNA [9], kterd odpovidala dnesni formulaci formy B-DNA. Az o
desitky let pozdéji byla pozorovana levotociva forma DNA, kterou je mozné za urcitych
podminek pozorovat na kratkych tsecich dvoutetézcové DNA [10, 11] (obr. 1). B-DNA
je pravotoc¢iva dvousroubovice tvofena antiparalelnimi fetézci cukrfosfatové patefe. Na
této pateti jsou glykosidicku vazbou vazany purinové (guanin, G; adenin, A) a
pyrimidinové (cytosin, C; tymin, T) dusikaté baze. Pofadim nukleobazi je tvoren

geneticky kod podle kterého jsou syntetizovany bilkoviny.

Obr. 1: Schéma sekundarni struktury dvou forem DNA vyskytujicich se v burice. Levotociva
forma Z-DNA a jeji cik-cak usporadani (vievo) a vétsinova pravotociva forma B-DNA (vpravo)

s dobre odlisenym malym a velkym zlabkem (prevzato z [12]).

Navzijem komplementarni fetézce jsou propojeny vodikovymi mustky mezi pary
bazi a vznika tak dvousroubovice. Pokud DNA vystavime zvysujici se teploté, dojde
k destabilizaci vodikovych mustki mezi vlakny a rozpadu sekundéarni struktury DNA,
dojde k denaturaci [13]. Pokud je sekundarni struktura DNA obnovena, je tento proces
nazyvan renaturaci [ 14]. Pokud denaturovanou (jednoietézcovou, ss) DNA smichdme se

13



specifickou komplementarni sekvenci (sondou) a dojde ke sparovani sondy a
komplementarniho useku DNA, mluvime o hybridizaci.

nebo mutace béhem replikace DNA mohou vést ke ztraté jeji struktury a funkce. Pokud
DNA ztrati své schopnosti spravné interagovat s proteiny, transkripénimi faktory,
malymi molekulami apod. mize dojit k fatdlnimu poSkozeni buiiky a disledkiim pro
cely organismus [15, 16]. Analyza poskozeni DNA ma velky biomedicinsky vyznam a

elektrochemie DNA muize byt v tomto sméru velmi uzite¢na [17].

2 Elektrochemické metody

Pro elektroanalytickd meéfeni je zdkladnim komponentem pracovni elektroda
zapojena do elektrického obvodu. K elektrochemické analyze NK se nejéastéji pouziva
tiielektrodové usporadani s pracovni, srovnavaci (referentni) a pomocnou elektrodou.
Pracovni elektroda je v kontaktu s analyzovanou latkou a méfi jeji odezvu, referentni
elektroda neni polarizovana prochazejicim elektrickym proudem (dale jen proud) a ma
konstantni elektricky potencial (dale jen potencidl), pomocnd elektroda slouzi ke
srovnavani protékajiciho proudu pracovni elektrodou. Elektrochemie NK je, stejné jako
u ostatnich elektroaktivnich latek, zalozena na tom, Ze jeji molekula je schopna pfijimat
elektrony od pracovni elektrody (latka se redukuje) nebo ji elektrony odevzdavat (latka
se oxiduje), ptipadnou tieti moznosti je, Ze se latka na elektrodu specificky adsorbuje a
nasledn¢ se pod vlivem prichodu elektrického proudu elektrodou desorbuje nebo
reorientuje [18]. Elektroaktivni slozkou NK jsou dusikaté baze, z nichz redukovatelné
jsou pouze adenin (A), cytosin (C) a guanin (G), oxidovatelné jsou vSechny baze, ale

Sirsi analytické uplatnéni dosud nasly spiSe oxidac¢ni signaly A a G.

2.1 Pracovni elektrody

V elektrochemii NK se vyuziva nékolik druht pracovnich elektrod. Volba
pracovni elektrody se odviji od toho, v jakém prostfedi a v jakém rozsahu potenciala
(potencidlovém okn¢) bude NK analyzovana. Pokud jsou pouzity vodné elektrolyty,
potencidlové okno je omezeno elektrolyzou vody probihajici na elektrodé a béhem

anodického skenu dochazi k vyvijeni kysliku, katodicky sken je omezen vyvijenim

14



vodiku. Oba tyto procesy jsou zavislé na pH roztoku, ve kterém analyza probiha
(elektrolyt).

Zpocatku byla pro studium NK pouzivana pouze rtutova kapajici elektroda
(dropping mercury electrode, DME). V 70. letech 20. stoleti se zaCala objevovat i
stacionarni (visici) kapkova rtutova elektroda (hanging mercury drop electrode,
HMDE) [19, 20] a téz uhlikové elektrody [21]. Postupné byly a jsou vyuzivany
riznorodé materidly pro vyrobu pracovnich elektrod, které lze vybirat dle potieb
zvolené analytické metody. Na obrazku 2 jsou ukdzany tfi obecné meéfici postupy
zobrazené na piikladu HMDE: (2A) konven¢ni technika, kdy probihd adsorpce
analyzované latky i jeji méfeni vjednom elektrolytu (AdSV); (2B, C) pienosova
technika (AdTSV), pii které je adsorpce oddélena od meéfeni prenosem do cistého

elektrolytu (podrobnéji v 2.4).

W

/e

‘: oplach —

(C)

Obr. 2: Pri konvencni analyze (AdS, in situ), (A) DNA je adsorbovand na elektrodu z analyticke
nadobky, v které probiha jak adsorpce DNA na elektrodu tak i zaznam voltamogramu. Pri
prenosove analyze (AdT, ex situ) je adsorpce a elektrodovy proces oddélen. DNA je
adsorbovdna na povrch (B) z elektrolyticke cely nebo (C) z malé kapky roztoku DNA (cca 5 ul).
DNA-modifikovana elektroda je umyta a prenesena do ndadobky se zakladnim elektrolytem

(neobsahujicim DNA), kde je voltamogram zaznamenan (prevzato z [22]).

2.1.1 Rtutové pracovni elektrody

Na rtutovych elektrodach lze meéfit jak redoxni, tak adsorpéné-desorpéni
(tenzametrické) déje NK (viz nize). Je ovSsem nutno volit rozsah potencidlii tak, aby
nejvyssi méfeny potencial nepiesahl +0,1 V (oproti Ag|AgCl|3M KClI; vSechny hodnoty

potenciall v této praci jsou vztaZzeny na argentchloridovou referentni elektrodu), protoze
15



pfi positivnéjSich potencidlech dochazi k rozpousténi rtuti. Pokud pouzivame kapajici
rtutovou (DME) nebo stacionarni (visici) kapkovou rtutovou elektrodu (HMDE), coz
jsou kapalné elektrody, je jejich nespornou vyhodou homogenita, snadna obnova,
konstantni velikost povrchu, silna adsorpce NK na tyto elektrody a diky tomu vysoka
citlivost.

Kromé kapkovych rtutovych elektrod se pro elektrochemicka méteni v oblasti
negativnich potencidlti vyuzivaji také rtutové filmové elektrody (MFE) a amalgamové
elektrody. MFE se pfipravuji elektrolytickou depozici rtutového filmu na povrch
pevnych elektrod, potencidlové okno je obdobné jako u kapalné rtuti [23, 24], avsak
vyuziti amalgamovych elektrod, coz jsou slitiny amalgam tvoficiho kovu (napf. sttibro
[26], zlato [27], méd’ [28]) a rtuti [29, 30]. Jednou z variant amalgamové elektrody je
rtutovym meniskem-modifikovana amalgamova elektroda, jejiz vlastnosti jsou blizké

vlastnostem HMDE [31].

2.1.2 Uhlikové pracovni elektrody

Na rozdil od vySe uvedenych rtutovych elektrod I1ze uhlikové elektrody spésné
pouzivat pfi sledovani oxida¢nich procest probihajicich pfi kladnych potencialech.
Redoxni (v pfipadé NK oxidacni) a tenzametrické déje 1ze na uhlikovych elektrodach
méfit podobné jako na elektrodach rtutovych, ale nelze pomoci nich detekovat zmény
sekundérni struktury DNA s takovou citlivosti., Proto jsou uhlikové elektrody méné
vhodné ke studiu malych poskozeni DNA [32]. Mezi uhlikové elektrody se fadi pastové
uhlikové elektrody (CPE), elektrody ze skelného uhliku (GCE), tisténé uhlikové
elektrody (SPCE), elektrody z pyrolytického grafitu (PGE), elektrody z vysoce
orientovaného pyrolytického grafitu (HOPGE) a elektrody z grafitové tuhy [33].

2.1.3 Pevné kovové a jiné pracovni elektrody

Kovové pracovni elektrody pouzivané v elektrochemické praxi jsou ze zlata,
platiny [34], bismutu [35] nebo stfibra [36] a dale napt. z oxidu india dopovaného
cinem (ITO) [37]. Pravdépodobné nejvetsi uplatnéni nasly zlaté elektrody, které se i
ptes jejich slozitou obnovu povrchu a zdlouhavou pfipravu samoorganizujicich se
vrstev (self-assembling monolayer, SAM) chemisorpci thiolovanych oligonukleotid,

obvykle vyuzivaji k ptipravé (nejen elektrochemickych) DNA biosenzora [38-40].
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K dispozici jsou i (komeréné¢ dostupné) tisténé zlaté elektrody potazené SAM

s imobilizovanymi hybridiza¢nimi sondami [41].

2.2 Elektrochemicka analyza DNA

Existuje mnoho elektrochemickych metod, které se daji uplatnit pii analyze DNA.
Obecn¢ se daji rozdélit nékolika zpusoby, napf. podle toho, zda je na elektrodu
vkladano kontrolované elektrické napéti, resp. potencial, a méfenou veli¢inou je proud
prochazejici pracovni elektrodou (potenciostatické metody) nebo je kontrolovan
elektricky proud a méfenou veli¢inou je potencial (galvanostatické metody). Ke
galvanostatickym metodam se fadi chronopotenciometrie, pti které jsou latky vylouc¢ené
v podobé¢ depozitu na povrchu pracovni elektrody rozpoustény za konstantniho proudu v
Case, a coulometrie, pfi které se méti celkovy naboj prosly elektrodou za dany ¢as. Z
potenciostatickych metod bych uvedla nékolik typd voltametrie, které se k analyze
DNA, potazmo NK, pouZivaji nejcastéji. U voltametrickych metod se méteny signél
skladé z faradaickych proudi v disledku elektrodovych reakci a z nabijeciho proudu,

ktery obecn€ omezuje citlivost techniky.

2.2.1 Linedrnivoltametrie (Linear Sweep Voltammetry, LSV)
Pifi LSV je méfena proudova odezva v zavislosti na potencidlu linearné se

meénicim v case.

2.2.2 Cyklickd voltametrie (Cyclic Voltammetry, CV)

CV vychéazi z linearné rostouciho potencidlu vklddaného na pracovni elektrodu,
ktery po dosazeni maxima opé&t linedrné klesd. Pfenos elektronii mezi elektrodou a
métenou latkou se projevi oxida¢nimi a redukénimi piky na voltamogramu (viz obr. 3).
CV se pouziva také k prvotni analyze neznamych latek, protoZe na zdkladé naméfenych
pikl a jejich charakteru lze odhadnout povahu probihajiciho elektrochemického déje a
jeho reverzibilitu. Pokud zkoumana latka podléhd reverzibilni elektrodové reakei, je v
anodickém sméru od vice negativnich k pozitivngjsim hodnotam potencialti oxidovéana
(je naméten oxidacni pik) a v katodickém sméru redukovéna (je pfitomen redukéni pik),
pricemz oba piky se vyskytuji pti velmi podobnych hodnotach potencialu. Tato cyklicka

reakce miize byt méiena i opakovane.
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Obr. 3: Cyklicky voltamogram PCR produktu méreny pomoci CV na HMDE, pik CA odpovida
primo redukci A a C, pik G odpovida oxidaci redukcniho produktu G.

2.2.3 Diferencni pulzni voltametrie (Differential Pulse Voltammetry, DPV)

DPV je pulzni metodou, pifi niz je hodnota proudu odecitdna v piesné
definovaném case po vlozeni napétového pulzu. V DPV jsou ptlobdélnikové pulzy
superponovany na napetovou rampu linearné se ménici v case. K odecteni hodnoty
proudu dochazi tésné pred vloZzenim a té€sné pied ukoncenim pulzu (timto zplisobem je
eliminovan vliv nabijeciho proudu). Kfivka voltamogramu, ktera je vysledkem méfeni,

je rozdilem téchto hodnot.

2.2.4 Voltametrie se superponovanym pravouhlym napétim (Square Wave

Voltammetry, SWV)

SWYV je, stejné jako DPV, pulzni metoda, béhem niz je na elektrodu vnéasen
linedrné se meénici potencial modulovany napétovymi pulzy. Proud se méfi na konci
kazdého negativniho a ndsledujiciho positivniho pulsu (vzhledem k potencidlové
ramp¢). Naméefené hodnoty se od sebe odecitaji a hodnota proudu namétena na konci
pulsu odpovidé predevsim faradickym déjim na elektrodé. U metody SWV je vyhodou
velmi efektivni odstinéni Sumu a pouziti u vzorkli s nanomolarnimi koncentracemi. Je
vhodnd predev§im k citlivé detekci reverzibilnich elektrochemickych dé&ji.

Voltamogram ziskany metodou SWV je na obrazku ¢. 4.
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Obr. 4: Voltametricka kiivka ziskana metodou AdTS SWV pri oxidaci purinovych bazi PCR
produktu na elektrode z pyrolytického grafitu.

2.2.5 Voltametrie s vnucenym stridavym napétim (Alternating Current
Voltammetry, ACV)
Bé&hem voltametrie s vnucenym (superponovanym) stitidavym napétim je méfena
proudova odezva pracovni elektrody v zavislosti na linedrné se ménicim potencialu, na
ktery je superponovano stiidavé napéti sinusového pribehu o malé amplitudé (~10 mV)

a zvolené frekvenci (obvykle 50 — 240 Hz).
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Obr. 5: Obrazek voltamogramu AdTS ACV jednoretézcové (ssDNA, zelend) a dvouretézcove
(dsDNA, cervena) DNA mérenych na HMDE ve sméru od méné negativnich do vice negativnich

potencialii. Pik 1 odpovida desorpci cukrfosfdtové patere a pik 3 odpovida desorpci nukleobazi.
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Jak bylo zminéno vyse, méteny signal se sklad4d z faradaickych a nabijecich
proudt. Odseparovani téchto dvou druhti proudi je mozné méfenim pomoci fazove
citlivé ACV v modech phase-in a phase-out. Velikost a tvar maxima vyrazn¢ zavisi na
rychlosti pfenosu naboje, tzn. reverzibilité procesu. ACV je vyuzivana zejména pro
meéfeni tensametrickych (kapacitnich) signdlti vznikajicich béhem adsorpcné-

desorpc¢nich déji na rtutovych nebo amalgamovych elektrodach.

2.3 Elektrodové déje jimz podléhaji NK na rtutovych a uhlikovych
elektrodach

Procesy, které probihaji na elektrodach mezi méfenou latkou a elektrodovym
povrchem, je mozné méfit celou fadou elektrochemickych metod (viz nize). Pokud jsou
tyto déje diasledkem elektrolyzy v diftzni vrstvé na povrchu elektrody (rozhrani
méficiho elektrolytu a elektrody), nazyvame je redoxnimi, piipadné faradaickymi,
protoze se fidi Faradayovym zdkonem (mnozstvi elektrochemicky pfeménénych
elektroaktivnich skupin zavisi pfimo Umémné na elektrickém proudu prochézejicim
elektrolytem a na Case, po ktery elektricky proud prochdzel). Procesy, které jsou
zaznamenany ve dvojvrstvé mezi NK a elektrodou po polarizaci elektrody elektrickym
proudem odpovidaji adsorpci a desorpci NK, nazyvaji se tenzametrické nebo kapacitni,
protoze dochézi ke zméné hodnoty (kapacity) proudu, kterym je elektroda polarizovéna.

Z obrazku €. 6 je patrno, Ze primarni redukéni mista A a C (Cervené Sipky) jsou
ulozena smérem do stfedu dvousroubovice DNA v disledku ¢ehoZ se nativni DNA na
rtutovych elektrodach za urcitych podminek jevi jako elektrochemicky inaktivni.
Naproti tomu denaturovana DNA poskytuje na rtutovych elektrodach vyrazné signaly,
protoze voln¢ piistupné baze se na elektrodu velmi dobie adsorbuji. Primarni oxidaéni
misto A a ¢ast imidazolového kruhu molekuly G zodpoveédné za jeho elektrochemickou
aktivitu na obou typech elektrod jsou lokalizovany smérem ven z dvouSroubovice v
jejich Zlabcich. Piistupnost téchto mist se projevuje relativné malymi rozdily
elektrochemické odezvy nativni a denaturované DNA souvisejici s redox pfeménami

ptislusné baze na rtut'ové i uhlikové elektrodé [42].
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Obr. 6: Dvousroubovice DNA a strukturni vzorce adeninu, thyminu, cytosinu a guaninu
s vyznacenymi skupinami, které podléhaji redoxnim preménam na rtutové a uhlikové elektrode
za vzniku analyticky vyuzitelnych signali. Orientace vzorcit bazi odpovida jejich orientaci v

dvousroubovici (prevzato z [43]).

2.3.1 Redoxni déje

Elektrochemicka redukce nukleobazi je mozna v kyselém pH v protonizovaném
stavu. V mirn¢€ kyselém nebo neutralnim prostiedi 1ze na rtutovych elektrodach ziskat
reduk¢ni signaly A, C a G. T resp. U se ve vodnych elektrolytech jevi jako neaktivni [7,
44]. K redukci A a C vazanych v fetézci NK o ndhodné sekvenci dochézi na HMDE pii
témét shodném potencialu okolo -1,5 V a jejich spole¢ny signal se oznacuje jako pik
CA (obr. 3). Pik G detekovany na HMDE pfi anodickém skenu okolo potencialu -0,3 V,
je vlastn¢ signalem oxidace reduk¢éniho produktu této baze. K redukci G dochazi pfii
velmi negativnich potencidlech (min. -1,6 V) [45-47]. Na jinych nez rtutovych a
amalgdmovych elektrodach neni mozné redukci G provést kvili jejich nedostate¢nému
potencialovému oknu v katodické oblasti.

Oxidaci (purinovych) nukleobazi l1ze méfit pouze na uhlikovych a zlatych

elektrodéach, protoze baze jsou ochotny odevzdavat elektrony az pti potencialech okolo
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+1 V, a to na amalgamovych a rtutovych elektrodach neni mozné, jelikoz rtut’ a dalsi
slozky amalgami se rozpousti jiz pii +0,2 V [30]. Hodnoty potencidlti, pti kterych
dochazi k redukci nebo oxidaci DNA na rtutovych a uhlikovych elektrodach jsou
shrnuty v tabulce 1 [17].

Tab. 1: Redukce a oxidace adeninu, guaninu a cytosinu na elektrodach ([17]; upraveno)

DNA baze Elektrodovy material Elektrodovy proces Potencial vs. SCE Citlivost ke
struktufe DNA
Adenin Rtut’ Redukce -1.5 +++
Uhlik Oxidace +1.2 [a] +
Guanin Rtut’ Red/ox [b] -0.3 [b] +
Uhlik, ITO Oxidace +1.0 [a] +
Cytosin Rtut Redukce -1.5 +++

[a] vyznamna zavislost na materialu uhlikové elektrody a pouzitého elektrolytu;
[b] guanin je redukovan na rtutovych elektrodach pfi potencialech nizSich nez -1.6 V a jeho redukéni produkt, 7,8-
dihydroguanin, mlze byt oxidovan zpét na guanin a poskytovat anodicky pik G kolem potencialu -0,3 V;

2.3.2 Adsorpcné-desorpcni déje
Adsorpce a desorpce NK na rtutovych nebo amalgamovych elektrodach je
ovlivnéna nabojem elektrody a hodnotou vklddaného potencidlu. Pokud nejsou
negativné nabité fosfaty v fetézci dostatecné odstinény (pii nizké iontove sile), vaze se
DNA na povrch elektrody v oblasti potencialii, ve kterych povrch elektrody nese
pozitivni ndboj, elektrostaticky cukrfosfitovou patefi, zatimco v oblasti negativniho
naboje elektrody dochazi k odpuzovani dvouietézcové DNA a elektrody. Pokud je
zajisténo dostate¢né vysyceni zapornych naboji cukrfosfatové patere, dsDNA se chova
jako neutrdlni molekula a nedochazi k odpuzovani mezi jednotlivymi molekulami DNA
ani mezi DNA a elektrodou, ¢imz se zvysi i pokryti elektrody.
V zavislosti na struktufe DNA lze pak na rtuti nameéfit tfi tenzametrické signaly
[48] jejichz charakter zavisi na tom, jaka slozka molekuly DNA se adsorpcné-
desorp¢nich dé&jti ticastni [18]. Jednofetézcova 1 dvoutetézcovd DNA poskytuje kolem
potencidlu -1,2 V tzv. pik 1 odpovidajici desorpci cukrfosfatové patete. Pokud se na
povrch elektrody adsorbuji zbytky bazi v ssDNA nebo v dsDNA obsahujici
jednoftetézcove useky, dochazi k jejich desorpci pti vice negativnich potencialech, a to v
oblasti kolem -1,4 V; pfitom se objevuje tzv. pik 3. Nativni, nadSroubovicova (sc) DNA
pik 3 neposkytuje, protoze nemé zadné volné baze, které by se mohly adsorbovat na

elektrodu. Pokud v nékterych mistech dsDNA doslo k odvinuti dvousroubovice, ale
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nikoli k rozpadu part bazi (napt. vlivem vmezeteni interkalatoru), okraje bazi mohou
interagovat s povrchem elektrody a davat dalsi specificky signal oznacovany jako pik 2

kolem -1,3 V [49].

2.4 Adsorptivni rozpoustéci a prenosové techniky

Pod pojmem rozpoustéci technika je skryta metoda vyuzivajici schopnosti
stanovované latky se siln¢ adsorbovat a akumulovat na povrchu rtutovych nebo
uhlikovych elektrod. Diky akumulaci byla znacné zvysena citlivost detekce, coz
umoziuje praci se vzorky s velmi nizkymi koncentracemi napt. DNA [50]. Nejdiive je
vzorek na povrchu elektrody zakoncentrovan pii vhodném potencidlu a poté je pfi jiném
potencidlu katodicky nebo anodicky ,,rozpoustén“, tzn., ze elektroaktivni slozka je
redukovana nebo oxidovéana. Vzorek je méfen v zéavislosti na prachodu elektrického
proudu. . Pozn.: pojem ,,rozpousténi® (,, stripping ) je ptevzat z analyzy kovii a malych
molekul, kdy dochazi skutecné krozpousténi (anodické oxidaci, desorpci)
akumulovaného analytu pfi méfeni analytického signalu.

Dalsim krokem ke snizovani mnozstvi vzorku pro elektrochemickou analyzu bylo
oddé€leni akumula¢niho a detekéniho kroku. Zatimco konvencni méteni bez pienosu
(adsorptivni rozpoustéci voltametrie, AdSV) jsou celd provadéna v roztoku s analytem,
ve kterém jsou ponotfeny elektrody, pfenosové techniky jsou zalozeny na adsorpci
analytu na pracovni elektrodu z velmi malych objemt (v fadu mikrolitri) a nasledném
pfenosu do zédkladniho elektrolytu, v némzZ uz stanovovand latka neni pfitomna [51].
Tato technika se nazyva adsorpcni pfenosovéa rozpoustéci voltametrie (AdTSV) a jeji
nespornou vyhodou je, ze adsorbovat DNA na elektrodu lze v podstaté z libovolného
prostfedi. Mezi adsorpci a méfenim 1ze DNA-modifikovanou elektrodu omyt od volné
DNA nebo ji vystavit ptsobeni jinych latek, napt. interkalatorti, enzymi, hybridiza¢nich
sond, kovalentné¢ se vazajicich latek apod. Adsorpce NK na povrch elektrody je
dostatecné silnd na to, aby takovymi pfenosy nebyla oslabena NK =z elektrody
odstranéna. O elektrodach s akumulovanou DNA na povrchu pak hovotfime jako o

elektrodach modifikovanych DNA.
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3 Elektrochemické znaceni nukleovych Kyselin

3.1 Elektroaktivni znac¢ky nukleovych kyselin

Presto, ze jsou NK elektrochemicky aktivni a jejich redoxni i tenzametrické
signaly Ize vyuzit v mnoha analytickych metodach, vhodnym doplnénim detekce DNA
na zaklad¢ jeji vlastni elektroaktivity jsou metody zalozené na nekovalentni interakci
DNA selektrochemicky aktivnim indikdtorem. Tyto interakce mohou byt
elektrostatické, strukturné nespecifické (vné dvousroubovice), mohou mit charakter
vazby do zlabku dvousrobovice nebo vmezeteni (interkalace) mezi pary bazi v dsDNA.
Dalsi moznosti je kovalentni modifikace NK elektroaktivnimi skupinami, zavedenymi
chemickymi reakcemi piirozenych slozek NK, nebo inkorporaci modifikovanych
nukleotidli pomoci enzymil. VSeobecné je pii pouziti znacek zvySena selektivita a
citlivost detekce a zaroven lze volit elektrodu dle potfeb analyzy ze SirSiho spektra

elektrodovych materiala (shrnuto v [42]).

3.1.1 Nekovalentné interagujici redoxni indikdtory

Nekovalentni elektroaktivni znacky jsou akumulovany na/v molekule DNA,
kterd je adsorbovana na povrchu elektrody. Velmi cCasto jsou pouZivany latky
vmezetujici se do DNA (interkalatory), coz jsou z velké €asti protinddorova 1é€iva [52-
54] a soucasné/nebo heterocyklické slouceniny [55, 56]. Mezi interakce na povrchu
molekuly DNA patii elektrostatické interakce s kovovymi komplexy [57-59] a interakce
s latkami vézajicimi se do malého nebo velkého zldbku dvousSroubovice [60-62].
Pomoci téchto indikatorli je mozné rozliSit dsDNA od ssDNA na zaklad¢ jejich rozdilné

afinity k té 1 oné formé DNA.

3.1.2 Kovalentné navdzané elektroaktivni znacky

Mezi prvni kovalentné¢ véazané elektrochemicky aktivni skupiny vyuzité pro
znaCeni DNA patii komplexy oxidu osmicelého s dusikatymi ligandy pyridinem [63] a
2,2’ -bipyridinem [64], které se daji vyuzit ke studiu lokalnich struktur nadsroubovicové
DNA [65]. Pozd¢ji zacal byt ke kovalentnimu znaceni hybridizanich sond hojné
vyuzivan ferocen [66-68], kovalentné¢ vazané komplexy ruthenia [69], platiny [70],

organické redukovatelné nebo oxidovatelné skupiny jako nitrofenyl (-NO;) nebo
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aminofenyl (-NH,) [71] a téz zminovany daunomycin (jinak pouzivany jako
interkalator), ktery lze ptes linker navazat napt. k N2 guaninu [72]. Kovalentn€ znacené
sondy Ize vyuzit v analogickych detekcnich principech jako vSeobecné uzivané optické
metody, napi. DNA biosenzory [73]. Elektrochemicka detekce je ale obecné levnéjsi a

neméng citliva alternativa [74].

3.1.3 Enzymatickd inkorporace elektrochemicky znacenych nukleotidii

Dodate¢né znaceni bazi v piirozené DNA je pro zvySeni signalu samotné DNA a
detekci ptipadnych poskozeni nebo vzniku lokalnich struktur velmi pfinosna (viz vyse).
Avsak pomoci prodluzovani primeru (primer extension, PEx) [75] nebo PCR [71] Ize s
vyuzitim polymeraz podle pfirozené templatové DNA zaclenit do noveé vznikajicich
feté¢zch DNA nukleotidy, které byly kovalentné naznaceny jiz ptfed inkorporaci.
Elektrochemicky aktivni znacka je vétSinou navdzana na zvolenou bazi ptes linker [69,
76, 77]. Je ale mozné pouzit i analogy bazi, které nenarusuji Watson-Crickovo parovani
bazi, jejich signal se objevuje v jiné oblasti potenciall a lze jej tedy snadno odlisit od

signalu neznacené DNA [78].

3.2 Enzymaticka amplifikace signalu

Obecné je vyhodné pro amplifikaci signalu vyuzit jako znaCky enzymy.
Enzymatickd pfeména substraitu na produkt, ktery se 1i§i od substratu svymi
elektrochemickymi vlastnostmi, mtize poslouzit jako nepiima detekce interakce DNA
s konkrétnimi molekulami. NejCastéji jsou v elektrochemii DNA vyuzivany peroxidazy
a alkalickd fosfataza (ALP). Tyto enzymy maji Siroké spektrum substratové specifity.
ALP naptiklad dokéze preménit 1-naftylfosfat na elektrochemicky aktivni naftol
oxidovatelny na uhlikovych elektrodach [79, 80]. Peroxidazu je mozné vyuzit spolecné
s uhlikovymi [81] nebo ITO [82] elektrodami, na kterych je mozné méfit oxidaci
substratu za soucasné premény peroxidu vodiku na vodu. Enzymy jsou vétSinou k DNA
pfipojeny prostfednictvim afinitni vazby (strept)avidin-biotin, kdy biotin je navdzany na
DNA a se (strept)avidinem je konjugovany enzym. Komercéné dostupné jsou také
enzymy konjugované se sekundarnimi protilatkami, pies které je mozné vyvazat z
roztoku primarni protilatku navazanou na pfisluSnou molekulu zdjmu. Piipadné

biosenzory vyuzivajici pfi detekci protilatky a enzymovou katalyzou, jsou citlivou a
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vysoce specifickou alternativou ELISA metodam, které bézn€ vyuzivaji

kolorimetrickou detekci vysledného produktu [83, 84].

3.3 Elektroaktivni fluorofory

Fluorescen¢ni znacky a sondy patii mezi tzv. nevlastni fluorofory. Na NK se vazi
bud kovalentné¢ ptes skupiny postrannich fetézci NK (v tomto piipadé byvaji
oznacovany jako ,,znaCky*) nebo nekovalentné a po navazani méni své fluorescencni
vlastnosti (,,sondy*). Princip interakce s NK je podobny jako u elektrochemicky
aktivnich znacek a sond [85, 86]. Nékteré fluorescencné aktivni molekuly jsou zaroven
detekovatelné elektrochemicky a naopak [87-90]. Studium nové syntetizovanych
fluorescen¢nich molekul dnes uz tedy zahrnuje i1 elektrochemické metody [62, 89] a

elektrochemie tim rozsifuje své pole pisobnosti na dalsi aplikace.

4 Elektrochemické DNA-biosenzory

Biosenzory jsou obvykle slozeny z biologického rozpozndvaciho prvku
propojeného s ptrevodnikem signalu, ktery dokdze rozpoznanou uddlost (interakci
biomolekul na povrchu) pievést na méfitelnou fyzikalni veli¢inu. Na povrch elektrody
1ze adsorbovat rizné vrstvy vodivych i nevodivych latek a to ireversibilné, kovalentné
pres vhodny linker nebo samoorganizaci komponentnich molekul (podrobné v [91]).
Elektrochemické DNA-biosenzory jsou elektrody s imobilizovanymi, obvykle
jednofetézcovymi, molekulami DNA (ssDNA) o definované sekvenci (sondy) nebo
elektrody s imobilizovanou cilovou DNA (tDNA), které lze ponofit do roztoku se
znacCenou sondou (shrnuto v [92]). Pro detekci hybridizace sondy s cilovou DNA lze

pouzit nasledujici pistupy, které jsou shrnuty v obrazku ¢. 7.
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Obr. 7.: Principy vyuzivané pri vyvoji DNA-biosenzori pro hybridizaci DNA.

(a) Sonda zakotvena na povrchu elektrody obsahuje misto zbytkii guaninu zbytky hy-poxanthinu
(I = inosin, tj. nukleosid hypoxanthinu). (b) Priklad latky selektivné vyhledavajici duplex vznikly
na povrchu elektrody, jejiz signal je ndsledné detekovan. (c) Cilové vidkno je kovalentné
modifikovano elektrochemicky aktivni skupinou. (d) Na povrchu elektrody je vytvoren
molekularni ,,sendvic* z imobilizované sondy, cilového vidkna a druhé, signalni sondy. (e)

Elektrochemicky ,, molekularni majak* (prevzato z [93]).

4.1 Vlastni elektroaktivita DNA

Jsou-li v hybridiza¢ni sond¢ nahrazeny guaninové zbytky hypoxantinem
(derivatem purinu parujicim se s cytosinem, ale poskytujici elektrochemicky signal
pii jiném potencialu nez G [94]), objevi se pik oxidace G az po hybridizaci s DNA,
ktera tuto bazi obsahuje [95] (Obr. 7a). Existuje i varianta se zprostiedkovanim oxidace
guaninu v hybridizované DNA mediatory, napf. komplexy ruthenia na zlaté, nebo ITO
elektrodé [96]. Jinou moznosti je vyuziti rozdilu diferencialni kapacity elektrodové
dvojvrstvy v disledku tvorby duplexu DNA [97]. Na pozitivné nabit¢ uhlikové
elektrody se ssDNA vaze elektrostaticky cukr-fosfatovou pateti, takze baze zlstavaji
piistupné pro hybridizaci, kdezto na rtutovou elektrodu se baze naadsorbuji tak, Ze

nejsou pro komplementarni fetézec dosazitelné a k interakci nedojde [98].
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4.2 Elektroaktivni indikatory

Tento pfistup vyuziva elektroaktivnich latek, které se vazou na dvoufetézcovou
DNA (dsDNA) s vyrazné¢ vysSi afinitou nez na ssDNA. Mezi tyto latky patii
interkalatory (Obr. 7b) a latky vazajici se do malého nebo velkého zlabku
dvousroubovice. Pokud na povrchu elektrody vznikla dvoufetézcova DNA, projevi se to
na vySce signalu interkalatoru v dusledku jeho akumulace ve vrstvé duplexu [54].
Citlivejsi detekce hybridizace bylo dosazeno s tzv. bisinterkaldtory, které obsahuji dvé
interkalujici se skupiny kovalentné€ spojené linkerem o vhodné délce a vazou se na DNA

s vys$i afinitou diky kooperativnimu efektu [99].

4.3 Kovalentné vazané elektroaktivni znacky nebo enzymy

Pokud je k hybridiza¢ni sondé¢ nebo cilové DNA kovalentné pfipojena
elektroaktivni znacka nebo enzym (pfeménujici substrat na elektrochemicky aktivni
produkt), je mozné rozpoznat pfitomnost jejich nositele bez ohledu na nukleotidové
slozeni jednoho nebo druhého vldkna (Obr. 7¢). Pokud je tedy signal znacky nebo
enzymového produktu pfitomen, vime, Ze doSlo na povrchu elektrody k hybridizaci
DNA. Pokud potiebujeme detekovat DNA se zndmou sekvenci, vhodnou metodou je
tzv. sendvicova (dvoukrokova) analyza vyuzivajici dvou hybridiza¢nich sond (Obr. 7d).
VlIdkno tDNA je nejprve hybridizovano se zachytnou sondou imobilizovanou na
povrchu elektrody a ve druhém kroku s druhou, signilni sondou znacenou
elektrochemicky aktivni skupinou [100] nebo enzymem [80].

Redoxni znacky lze navazat 1 pfimo na jednotlivé nukleobaze a nasledné je
inkorporovat do DNA pomoci DNA polymeraz technikami prodluZovani primeru nebo
PCR [101]. Nukleosidtrifosfati znacenych rtiznymi redox aktivnimu skupinami bylo jiz
mnohokrét vyuzito k tzv. ,,vicebarevnému* elektrochemickému znac¢eni DNA [69, 100,
102]. Mezi tyto elektroaktivni znacky fadime napf. komplexy oxidu osmicelého [76,
100], ferocen [66, 75], nitrofenyl a aminofenyl [71] a dal$i. Enzymy katalyzujici
konverzi inaktivniho substratu na elektrochemicky aktivni produkt jsou nejcastéji
peroxidéza z kienu selského [84] nebo alkalické fosfatdza [103].

Elektrochemickou obdobou fluorescen¢nich molekuldrnich majakt je
imobilizovana sonda v podob¢ vldsenky, ktera nese na svém druhém konci

elektroaktivni znacku (Obr. 7e¢). Pokud sonda zhybridizuje s komplementarnim
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fetézcem tDNA, ztrati formu vlasenky, dojde k oddaleni elektrochemické znacky od

povrchu elektrody a vymizi elektrochemicky signal [104].

4.4 Dvoupovrchové elektrochemické techniky

Poprvé byly mikrocastice z paramagnetického materialu pouzity pro hybridizaci
DNA v souvislosti s elektrochemickou detekei v roce 2001 v americké laboratofi
Josepha Wanga [105] a nezavisle v ¢eské laboratoti Emila Palecka [106]. Pokud chceme
detekovat konkrétni vlakno DNA nebo RNA ve vzorku, je z praktickych divodi
vyhodné jeden z hybridizujicich fetézct, at’ sondu nebo NK, imobilizovat na n¢jakém
povrchu. Pokud je takovym povrchem méfici elektroda, mluvime o elektrochemickém
biosenzoru pro hybridizaci DNA (viz vySe). Chceme-li zjednodusit optimalizaci
detek¢éni metodiky a zvysit Gcinnost zachyceni analyzovaného vlakna DNA ze vzorku,
je vhodné oddélit hybridizaéni a elektrochemickou cast detekce a optimalizovat
podminky zvlaSt. Magnetické mikrocastice jsou pro tento el vybornym néstrojem
[107]. Ptiklady jednotlivych detekénich technik pouzivanych v kombinaci s imobilizaci
DNA na magnetickych ¢asticich jsou uvedeny v obrazku €. 8.

Ve srovnani s béznou pracovni diskovou (¢1 kapkovou) elektrodou s hladkym
povrchem maji magnetické Castice velky souhrnny povrch, ¢imZ dojde k vychytani
vétsitho mnoZstvi studované DNA. Komeréné dostupné magnetické mikro¢astice na
svém povrchu nesou rizné biorekogni¢ni prvky (streptavidin, oligo(T),s, protilatku,
proteiny vdazajici protilatky apod.). Pomoci vhodného afinitniho adaptoru a jeho
specifického protéjSku navazaného na studovaném useku DNA, napf. systém
streptavidin-biotin, oligo(T)»s-0ligo(A)2s, protilatka-protein, je tDNA navazéna na tuto
¢astici. V nasledujicim kroku je mozné tDNA pomoci magnetu pfitdhnout ke sténé
mikrozkumavky a separovat je tak od supernatantu. Opakovanim magnetoseparacni
procedury je mozno ¢astice promyt od nezadoucich slozek a piipadné zakoncentrovat.
Hybridizované tetézce tDNA nebo sondy lze z magnetického nosice oddélit a stanovit

je pomoci libovolné elektrody a elektrochemickeé techniky [103, 108].
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Obr. 8: Priklady elektrochemickych dvoupovrchovych technik detekce hybridizace DNA. (A)

cilové viakno DNA je zachyceno na magnetickém nosici s imobilizovanou sondou. Tuto
proceduru lze kombinovat s ruznymi detekcnimi technikami, napv.: (B) stanoveni zachycené
cilové DNA zalozené na jeji castecné kyselé hydrolyze a detekci purinovych bazi rozpoustécimi
voltametrickymi metodami, (C) vyuziti signalni sondy znacené elektrochemicky aktivni skupinou
(napr. Os,L). (D) vyuziti signalni sondy znacené enzymem premeénujicim inaktivni substrat na

elektrochemicky aktivni produkt; (prevzato z [93]).

4.5 Detekce mutaci a polymorfismii v sekvencich DNA

Zda je urcCity gen v urcitém misté mutovany, ¢i zda se v jeho sekvenci vyskytuje
jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism, SNP) je mozné
zjistit 1 pouzitim elektrochemickych metod. Je-li u pacienta podezieni na konkrétni
genovou mutaci nebo polymorfismus, mizeme zvolit nepfimou metodu identifikace,

jako je hybridizace analyzované DNA se specialni sondou komplementarni k dané
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sekvenci. Pokud je ve vzorku o¢ekavana DNA pfitomna, vznikne pln¢ komplementdrni
homoduplex. V opacném piipadé dojde ke vzniku méné stabilniho heteroduplexu a jeho
snizenou stabilitu ve srovnani s homoduplexem je mozno detekovat jakoukouli z metod
vhodnych pro rozliSeni jednofetézcové a dvouretézcové DNA, vcetné vyse zminénych
elektrochemickych technik [72]. K detekci chybnych para bazi lze vyuzit také proteini,
které se na takova mista vazou, napt. MutS. Za pouziti dvoupovrchové techniky byl
stanoven signal tyrosinu, potazmo proteinu a tedy polymorfismu na PGE [109].

Dal8i mozny postup pro detekci SNP, ve kterém je kromé& jinych detekcnich
principti s vyhodou vyuzita elektrochemicka detekce, je inkorporace komplementarniho
zna¢en¢ho nukleotidu naproti nukleotidu v testovaném misté. Této inkorporace
docilime pomoci metody prodlouZeni primeru, kdy je k templatové DNA ptidén primer
koncici jeden nukleotid ,,pfed pfedpokladanym mistem bodové mutace spolu se
znatenym dNTP parujicim se s bazi v misté mutace (polymorfismu) vtDNA a
s polymerazou [102]. Podobné Ize vyuzit znaceni ANTP biotinem, na ktery je nasledné
navazdn konjugat streptavidinu s vhodnym enzymem schopnym pieménit neaktivni
substrat na elektrochemicky aktivni produkt [103, 110]. V principu lze pracovat se
Ctyfmi rizné znacenymi dNTP a v jednom kroku odliSit vS§echny mozné varianty zmény

v sekvenci [102].
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Cile disertacni prace

1. Prozkoumat -elektrochemické vlastnosti DNA modifikované enzymaticky
inkorporovanymi elektrochemicky aktivnimi znackami

2. Prozkoumat moznosti optického stanoveni modifikované DNA

3. Ovéfit interakci modifikované DNA s jinymi (makro)molekulami
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Vysledky a diskuse

Tato Cast prace obsahuje stru¢né souhrny publikovanych praci. Ty jsou nasledné
piiloZeny v plném znéni ve formé reprintt.

1. Elektrochemické chovani DNA modifikované 7-deazaguaninem a

7-deazaadeninem na visici rtut’ové kapkové elektrodé.

Dudova, Z.; Spacek, J.; Tomasko, M.; Havran, L.; Pivonkova, H.; Fojta, M.,
Electrochemical behavior of 7-deazaguanine- and 7-deazaadenine-modified DNA at the

hanging mercury drop electrode. Monatshefte Fur Chemie 2016, 147 (1), 3-11.

7-deazapuriny (Pu*) jsou analogy pfirozenych purinovych bazi, ve kterych byl
atom dusiku N7 zaménén za CH skupinu (obr. 9). Vyhodou Pu* je to, ze netvoii
Hoogstenovy pary (nejsou pfitomny v triplexech a kvadruplexech) ackoliv Watson-
Crickovo parovani je u nich b&zné jako u pfirozenych purinl. Jiz dfive bylo
publikovano, Ze elektrochemicky signal oxidace 7-deazaguaninu (G*) a 7-deazaadeninu
(A*) pritomnych v PCR produktech méfenych na elektrodé z pyrolytického grafitu
(pyrolytic graphite electrode, PGE) se posouva do nizSich potenciald nez jsou oxidacni

potencialy pfirozenych guanint (G) a adenind (A) [111].

NH

(0] H @] NH, H /4 2
Srn vy oYy W

8 7
P 7
N N/I\NHZ N N//I\NH2 NN 7N
R R R R
guanine 7-deazaguanine adenine 7-deazaadenine

Obr. 9: Strukturni vzorce prirozenych purinovych nukleobdzi a jejich analogi. Cerveny
obdélnik ohranicuje redoxni misto guaninu, modré obdélniky zvyraznuji misto redukce adeninu
a 7-deazaadeninu na rtutové elektrode. 7-deazaguanin redoxnim procesiim nepodléhd (viz.

text).

V této praci jsme se zabyvali méfenim faradaickych signalti cyklickou

voltametrii (CV) a tensametrickych signdli za pouziti voltametrie s vnucenym
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stiidavym napétim (alternating current voltammetry, ACV) DNA modifikované G* a
A* na visici kapkové rtutové elektrodé (Hanging Drop Mercury Electrode, HMDE).

Pti méteni piirozenych a 7-deaza deoxyribonukleosid trifosfat adeninu (dATP)
a guaninu (dGTP), resp. dA*TP a dG*TP pomoci CV v roztoku bez ptitomnosti dalSich
nukleobézi jsme porovnavali redukéni a oxidacni procesy korespondujicich bazi na
HMDE. Pti nastaveni bodu obratu na potencial -1,85 V jsme v ptipadé dGTP pozorovali
ireversibilni anodicky pik G kolem -0,23 V, ktery odpovida oxidaci redukcniho
produktu guaninu (7,8-dihydroguanin) [47, 112]. Vzhledem k tomu, Ze redoxni reakce
probihaji u guaninu na dvojné vazbé mezi atomy N7=C8 v imidazolovém kruhu
guaninu (G), predpokladali jsme, Ze tyto procesy nebudou na G* probihat, protoze je u
néj N7 atom nahrazen CH skupinou. Vskutku jsme Zadny pik analogicky piku G
nenamétili. Adenin (A) v dATP a A* v dA*TP poskytoval v obou piipadech
ireversibilni katodické piky zptsobené redukci dvojné vazby mezi atomy N1 a C6
v potencialech kolem -1,48 V.

Naésledujici méteni jsme provadéli jiz na PCR produktech nemodifikovanych 1
modifikovanych G* a A* vnékolika stupnich modifikace: 25, 50, 75 a 100 %.
Nemodifikovanou DNA pro jednoduchost oznaujeme 0G*, varianty modifikace pak
25G*, 50G*, 75G* a 100G* dle procent nahrazenych Pu*. /004* DNA se chovala na
HMDE velice podobné jako nemodifikovana kontrolni DNA. Specifické rozdily jsme
nasli v lepsi separaci redukéniho piku cytosinu a adeninu (pik CA) od proudii pozadi
béhem méreni CV, v narlstu vysky piku 3 denaturované i nativni /004 * méfenim ACV,
coz znaci lepsi pristup bazi k povrchu HMDE a lze usuzovat na to, ze pfitomnost A*
destabilizuje dvousroubovici DNA na povrchu elektrody (obr. 10 ¢, d). Denaturacni
analyzou jsme potvrdili, Ze tato modifikace zvySuje nachylnost dsDNA k denaturaci i v
roztoku.

Béhem meéteni /00G* DNA jsme pozorovali znacné potlaceny anodicky pik G
(ktery z dGvodu pfitomnosti G v primerech pouzitych pro PCR nebyl nikdy zcela
nulovy) a ¢asteéné snizeny pik CA (i kdyZ se obsah C a A v modifikované DNA
nezménil). ACV méteni odhalila zna¢ny vliv G* na adsorpné-desorpéni chovani DNA.
Nejnapadnéjsi byl tento efekt u 7/00G*, kde se projevil potencidlovymi posuny
tenzametrickych piki a vyrazné¢ zménénym tvarem AC voltamogramu. Vyska piku
3 100G* duplexu vyrazné poklesla v porovnani s denaturovanou /00G* i s kontrolni

dsDNA, coz je zajimavé v souvislosti sjiz dfive publikovanou studii tykajici se
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parovani C:G* [113]. V této studii se autoii zabyvaji alternativnimi elektrickymi

vlastnostmi G* heterocyklu a ztratou kationti vézanych ve velkém zlabku

nemodifikované DNA vlivem nahrady dusiku v poloze 7 CH skupinou. Tato modifikace
by totiz mohla ovlivnit organizaci soli a vody ve velkém zlabku duplexu. Denatura¢ni

analyza prokazala téz destabilizaci duplexu nahrazenim nativnich guanini G*, avSak

nizsi nez v pripadé 1004 *.
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Obr. 10: Voltamogramy elektrochemickych signalii nativnich a denaturovanych PCR produktii
s obsahem 100 % G* (a, b) nebo 100 % A* (¢, d). Ukazany jsou voltamogramy namérené AdTS

ACV (a, ¢) a AdTS CV (b, d).
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2. Interakce fluorescen¢niho barviva SYBR Green I s prirozenou
DNA a DNA modifikovanou 7-deazaguaninem studovana

fluorescen¢nimi a elektrochemickymi metodami

Dudova, Z.; Spacek, J.; Havran, L.; Pivonkova, H.; Fojta, M., Interactions of
fluorescent dye SYBR Green I with natural and 7-deazaguanine-modified DNA studied
by fluorescence and electrochemical methods. Monatshefte Fur Chemie 2016, 147 (1),
13-20.

Obecné jsou fluorescenéni barviva hojné vyuzivana v molekuldrni biologii
k detekci NK v gelech [114, 115] a roztocich [116], piiurCovani nukledzové nebo
telomerdzové aktivity [117, 118], ve fluorescen¢nich zobrazovacich technikach [119],
pfi pritokové cytometrii [120-122], béhem polymerazové fetézové reakce v redlném
case (RT-PCR) [123, 124] nebo v bioCipech [125]. Sybr Green I (SG) je jednim
z fluorescencnich barviv, které po interakci s dvoufetézcovou (double-stranded, ds)
DNA zvysi svou fluorescenci az 1000krat [116, 126]. SG interaguje s dsSDNA ve dvou
modech: pii nizkém poméru SG:DNA dochéazi predevsim k interkalaci SG, avSak pfti
vysokém poméru se SG vaze do malého zldbku dsDNA [126] za pfispeni
elektrostatickych stabilizacnich sil [127]. Jiz dfive byly publikovany prace, ve kterych
je popsano, ze pokud jsou v dsDNA nahrazeny pfirozené guaniny (G) 7-deazaguaniny
(G*) nebo jeho derivaty, dochazi k fluorescenénimu zhaseni SG [111, 128].

Vtéto praci se pak =zabyvame porovnanim interakce SG snativni 1
denaturovanou, nemodifikovanou DNA a DNA, ve které bylo nahrazeno urcité procento
pfirozenych guaninl 7-deazaguaniny. Zvolili jsme zastoupeni 25, 50, 75 a 100 % G* na
misto G, kter¢é jsme do DNA inkorporovali enzymaticky pomoci PCR.
Nemodifikovanou DNA oznacujeme 0G*, varianty modifikace pak 25G*, 50G*, 75G*

a 100G* dle procent nahrazenych guanini G*.
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Obr. 11: Graf relativnich intensit fluorescence namérenych po smichani nativni (nat) a
denaturované (den) 0*G DNA v koncentracich uvadenych v grafu s nat nebo den 100G* DNA o

stdlé koncentraci 0,05 ug mi™.

Zhaseni fluorescence SG v pritomnosti G*-modifikované DNA jsme vyuzili pro
srovnani interakce SG s nemodifikovanymi a modifikovanymi ss a ds DNA v roztoku.
K tomu byly navrZzeny kompeticni experimenty, jejichZ vysledky jsou shrnuty v obr. 11.
Intenzita fluorescence vzorku /00G* byla shodnd svolnym SG v roztoku bez
pfitomnosti DNA. Ke studiu vlivu 700G* DNA na 0G* DNA-SG komplex
v jednom roztoku jsme zvolili uspofadani kdy byla ke konstantnimu mnozstvi nativni
nebo denaturované /00G* DNA ptidavana nemodifikovand DNA (obr. 11). Piidavkem
nativni 0G* DNA knativni /00G* DNA doslo k poklesu fluorescence o 45 %
v porovnani se samotnou nativni 0G* DNA (obr. 11 prazdné a plné krouzky).

V analogickém pokusu s ptidavkem denaturované 0G* DNA k nativni /00G*
DNA byl naméfen fluorescencni signal o 73 % niz§i v porovnani se samotnou
denaturovanou 0G* (obr. 11 prazdné a plné trojuhelniky). Tyto pokusy potvrzuji silnou
selektivitu SG k dvoutetézcové DNA [126, 127] a zaroven ukazuji slabou interakci SG
s denaturovanou DNA.

Podobnych  vysledki  jsme  dosahli  elektroforézou na  nativnim
polyakrylamidovém gelu (PAGE), kde se SG pouziva k fluorescencnimu barveni
k detekci DNA fragmentd DNA. Do starti na gelu jsme vzdy nanesli vzorek
s konstantnim mnozstvim 0G* DNA spolu s nartstajicim mnozstvim /00G* v kazdém

startu.
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Obr. 12: Viiv pridavku rostouciho mnozstvi 100G* DNA k neméennému mnozstvi (40 ng) 0G*
DNA na relativni intenzitu prouzku v PAGE. 100G* DNA vykazuje nizsi elektroforetickou
mobilitu a odpovida hornimu prouzku, 0G* odpovida spodnimu prouzku. DNA byly naneseny na
gel v nasledujicich pomeérech 0G*/100G*: 1 —40:0; 2—40:20; 3 — 40:40; 4 — 40:60, 5 — 40:80;
6 — 40:100 ng. Vievo je sken gelu, ktery byl obarven pomoci Stains All, vpravo je gel se vzorky

predbarvenymi SG vizualizovan pomoci fluorescence.

Po nabarveni gelu barvivem Stains All, které barvi bez rozdilu nemodifikovanou
1 G*-modifikovanou DNA [111], byla intenzita prouzku 0G* konstantni ve vSech
startech a /00G* narUstajici (obr. 12). Po obarveni vzorkll v gelu SG byly zmétfeny
odlisné intenzity prouzkli v gelu ve srovnani sbarvenim Stains All. Intenzita
fluorescence /00G* byla po barveni SG konstantni, zatimco 0G* plynule klesala
s nartstajicim mnozstvim /00G* (obr. 12 vpravo). Tyto vysledky odraZely distribuci
molekul SG (1,25 molekuly SG na 1 nukleotid 0G* DNA) mezi soutézicimi 0G* a
100G* DNA, coz vedlo ke sniZeni po¢tu molekul SG navézanych na nemodifikovanou
DNA a k néaslednému sniZeni jeji fluorescence.

Elektrochemickou oxidaci SG na pastové uhlikové elektrod¢ (CPE) diive popsal
Girousi et al. [129]. My jsme zvolili elektrochemické stanoveni interakce SG a DNA
voltametrii se superponovanym pravouhlym napétim (square wave voltammetry, SWV)
na elektrodé¢ z pyrolytického grafitu (pyrolytic graphite electrode, PGE). M¢fenim
oxidace samotného SG na PGE jsme ziskali piky SGa (+0,93 V) a SGb (+1,04 V). Pik
SGb byl nepatrny pii nizkych koncentracich SG (< 1 umol 1) zatimco pii koncentraci
SG < 5 pmol I"' doslo ke srovnatelnému néartistu obou piki (obr. 13). Analyzu chovani
SG na PGE jsme provedli ve dvou mddech: (1) adsorptivni rozpoustéci voltametrii

(AdSV) kdy SG byl pfitomen v méficim elektrolytu (akumulace SG adsorpci z roztoku),
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a (2) adsorptivni pienosovou voltametrii (AdTS) kdy SG byl naadsorbovan na PGE,
elektroda byla poté oplachnuta vodou a pfenesena do méticiho pufru. Vzhledem k tomu,
ze aplikace AdS 1 AdTS technik vedly ke shodné kiivce zavislosti vysky piku na
koncentraci SG, ze které byla patrna silnd adsorpce SG na povrch elektrody, zvolili

jsme usporngjsi variantu AdTS pro naslednou analyzu SG-DNA interakce.
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Obr. 13: Elektrochemicka analyza SG v roztoku a v komplexu s dsDNA pomoci SWV na

PGE v acetatovéem pufru, pH 5. (a) AdS SW voltamogramy SG mérené pri jeho riiznych
koncentracich, Inset ukazuje net SW voltamogram a obé jeho slozky pro demonstraci
ireversibility oxidacniho procesu SG. (b) AdTS SW voltamogramy (pred a po baseline
korekci) SG, 0G* a 100G* dsDNA. (c-d) AdTS SW voltamogramy SG, 0G* nebo 100G*
dsDNA, komplexy DNA s SG ve dvou koncentracich po baseline korekci. Koncentrace
DNA byla vidy 15 ug ml”, doba adsorpce 60 s.
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Zajimavym vysledkem métfeni AdTS SWV na PGE bylo to, ze pfi nizkych
koncentracich SG doslo k potlaceni piku SGa v obou pfipadech interakce SG s 0G* i
100G* DNA a naopak pii vysokych koncentracich SG byl potlacen pik G*** (coz znaci
silnou adsorpci SG molekul na elektrodu a zamezeni akumulace DNA) (obr. 13 c, d).
Pik G™ je bohuzel ve stejné oblasti potencialu jako piky SGa a SGb, nelze ho tedy
vyhodnotit.

Zavislost vysky piku SGa na koncentraci SG v pfitomnosti nemodifikované 1
modifikované DNA déava obdobnou titracni kiivku pro oba typy interakce a da se tudiz
usuzovat na stejnou afinitu SG molekul k 0G* 1 100G* DNA. Zatimco fluorescenci
pokusy byly pouZity pro nepiimé potvrzeni vazby SG na /00G* DNA sniZenim
fluorescenéniho signalu 0G* DNA, elektrochemickd analyza nam poskytla méfitelny

signal pro detekci interakce SG s DNA nezavisly na modifikaci DNA.

3. Detekce jednonukleotidového polymorfismu v genech pro hotspot
mutantni p53 proteiny a jejich exprese v lidské bunééné linii pomoci

elektrochemické analyzy s pouZzitim enzymu

Horakova, P.; Simkova, E.; Vychodilova, Z.; Brazdova, M.; Fojta, M., Detection of
Single Nucleotide Polymorphisms in p53 Mutation Hotspots and Expression of Mutant

p53 in Human Cell Lines Using an Enzyme-Linked Electrochemical Assay.
Electroanalysis 2009, 21 (15), 1723-1729.

V této praci je popsana metoda detekce SNP v cDNA mutantni p53 exprimované
v lidské bunétné linii za pouziti techniky reverzné-transkripéni PCR v kombinaci
s prodluzovanim primeru (primer extension, PEx) a elektrochemickou analyzou.
Elektrochemickd detekce nasledovala po enzymové preméné -elektrochemicky
neaktivniho substratu na elektroaktivni produkt pomoci enzymu navazaného na
prodlouzeném primeru imobilizovaném na magnetickych mikrocésticich pomoci

afinitniho systému biotin-straptavidin (viz obr. 14).
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Obr. 14: Schéma postupu detekce SNP pomoci enzymatické premény substrdatu na produkt a
elektrochemickd detekce. (a) Inkorporace dN"*TP do DNA pomoci primer extension (PEx).
Primer je hybridizovin s tDNA a prodlouzen polymerdzou o jeden dN"TP dle sekvence
templatu. (b) Enzymem zprostiedkovana elektrochemicka analyza na magnetickych
mikrocasticich (MB). Po hybridizaci a prodlouzeni sondy je PEx produkt zachycen na MB,
nasledné je povrch MB blokovdn a biotin inkorporovanych dN"TP je konjugovdin se
streptavidinem-vazanou alkalickou fosfatazou (SALP). Po omyti je substrat 1-naftyl fosfat
enzymaticky premeénén na elektroaktivni I-naftol, ktery je voltametricky méren na uhlikové

elektrodeé a je ziskan pik oznaceny jako ,,N*.

Nejprve byla z bunécné linie izolovéana celkova RNA, reverzni transkripci byla
nasledné ziskdna komplementarni DNA (cDNA), kterd byla amplifikovana za pouZiti
genové-specifickych primerid. Produkty PCR byly vyuZzity jako templaty pro PEx
reakci, kterd probihala v nadbytku primeru za pfitomnosti termostabilni polymerazy a
biotinem znageného cytosinu (C, dC”°TP) nebo uracilu (U, dU”°TP). Sondou pro

detekci ptipadného jednonukleotidového polymorfismu (SNP, bodové mutace) v cilové
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DNA (tDNA) byl primer s dA, pfesahem na 5 -konci, jehoz 3"-konec byl prodlouzen o
jeden znaceny nukleotid v zavislosti na nukleotidu pfitomném v polymorfnim misté
tDNA (obr. 14a).

Oligo(A) ptesah byl vyuzit pro izolaci PEx produktu z reakéniho roztoku
pomoci magnetickych ¢astic nesoucich oligo(T) fetézec na svém povrchu. Biotin na 3°-
konci prodlouzeného primeru jsme vyuzili pro afinitni reakci s konjugatem streptavidin-
alkalické fosfatazy (SALP). SALP pfeménuje elektro-inaktivni 1-naftyl fosfat na
elektroaktivni 1-naftol, ktery poslouzil jako dikaz o pfitomnosti enzymu, resp.
biotinové znacky a tedy dané¢ho nukleotidu, resp. SNP v komplementarnim fetézci
tDNA. Elektrochemicka detekce 1-naftolu byla provedena na elektrodé z pyrolytického
grafitu (PGE) metodou linearni voltametrie (LSV).

Pokud byla v testovaném misté ptirozena (wt) sekvence s guaninem (G) a do
reakce jsme pridali dC”°TP, byla do DNA zaroveii s komplementarnim cytosinem
inkorporovana znacka potfebna pro detekci signalu (biotin jako adaptor pro navazani

SALP). Pokud v§ak k wt sekvenci byl spolu s polymerazou ptidan dU®°TP, ktery nebyl
komplementarni s wt sekvenci, potfebny biotin nebyl v sond€¢ pfitomen a méfeni

poskytla nulovy nebo jen minoritni signal (obr. 15).

' 90-

00 03 06
E,V

Obr. 15: Voltamogramy oligonukleotidi obsahujicich prirozenou nebo mutantni

sekvenci G245S vyskytujici se v hotspot mutantech p53 namérené pomoci LSV na PGE
v uhlicitanovém pufru, pH 9,5. (1) wt+dC"TP, (2) wt+dU" TP, (3) mut+dC"°TP, (4)
mut+dU" TP.
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V ramci této prace byly testovany razné DNA polymerédzy, abychom docilili co
nejpresnéjsi a nejspolehlivéjsi analyzy p53 mutantnich hotspot mist R273H, G245S a
R273C. Nakonec byla vybrana termostabilni sekvendza, protoze vykazovala optimalni
pomér chybovosti a inkorporace spravné biotinem-znacené nukleobaze. Vyuzili jsme
vyhod dvoupovrchové techniky zalozené na paramagnetickych mikrocasticich k odmyti
nezreagovanych latek z PEx smési od jiz prodlouzenych primerti a v kombinaci s RT-
PCR a piipadnym opakovanim PEx reakce jsme ziskali spolehlivy systém kompatibilni

s lab-on-chip konceptem.
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Z.avér

V této praci jsme se zabyvali konstrukci modifikovanych DNA, jejich
elektrochemickymi vlastnostmi, interakcemi s malymi molekulami (Sybr Green I) a
analytickym  vyuzitim. Pozornost byla vénovana enzymatické inkorporaci
modifikovanych nukleotidd do DNA pomoci prodluzovani primeru (PEx) a pomoci
polymerazové fetézové reakce (PCR). Ke studiu modifikované DNA byly vyuzity dva
typy elektrod a rtizné voltametrické metody vybrané s ohledem na typ analyzy.

Na stacionarni kapkové rtutové elektrod¢ (HMDE) byla provedena analyza PCR
produktti, do kterych byly enzymaticky inkorporovany 7-deazapuriny (7-deazaadenin a
7-deazaguanin) o délce nékolika stovek bazi. Vysledkem byl podrobnéjsi popis
elektrochemického chovani takto modifikované DNA na rtutové elektrodé a jejich
adsorpéné-desorpcénich a oxidacné-redukenich vlastnosti.

Nasledné byla studovéana interakce DNA modifikované 7-deazaguaninem (kdy
az 100 % pfirozenych guaninovych bazi bylo nahrazeno jejich 7-deaza analogem)
s fluorescen¢nim barvivem Sybr Green I (SG), jehoz fluorescenéni zéafeni je zhaSeno
v pfitomnosti 7-deazaguaninu. Méfenim samotného SG na elektrodé z pyrolytického
grafitu byly stanoveny dva analytick¢é signaly dobfe separované od piku 7-
deazaguaninu, ktery se da vyuzit k dalSim podrobngj$im studiim vzajemnych interakci.
Zaroven se ndm podafilo elektrochemicky detekovat rozdil aktivity volnych molekul
SG voln¢ v roztoku a v komplexu s DNA. Studiem komplexti SG-DNA v rGznych
modech uspofadani bylo potvrzeno, Ze SG molekuly maji velmi podobnou afinitu
k obéma porovnavanym druhim DNA, modifikované i nemodifikované. Dale z naSich
vysledki vyplynulo, ze zhaseni fluorescence SG nastava v disledku interakce s G*-
modifikovanou DNA a neni odrazem slabé interakce s touto DNA.

V neposledni tadé¢ je vtéto praci uveden Ucinny zplsob detekce
jednonukleotidového polymorfismu pomoci inkorporace biotinylovanych dNTP a
enzymatické produkce elektroaktivniho indikatoru probihajici na paramagnetickych
mikrocasticich. Indikator je poté stanoven jednoduchou elektrochemickou analyzou.
s vyuzitim elektrochemické detekce. Takovéto nebo podobné ,,dvoupovrchové®
detek¢ni techniky lze vyuzit pfi biochemickych analyzach vzorkd kdy je potieba

odstranit nespecifické proteiny a molekuly DNA, aby neovliviiovaly vysledek.
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