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1. Uvod

Personalizovana medicina 21. stoleti, ve které je 1é¢ba
nemoci ,,8itd* na miru pacientovi, vyzaduje vyvoj rychlych
a levnych diagnostickych pfistupi a jednodussi, kompaktni
instrumentaci. Tyto pfedpoklady spliuji metody zalozené
na elektrochemické detekci, u kterych se zkouma prenos
elektront mezi sledovanou latkou v roztoku a elektrodou
(¢ili jeji oxidace nebo redukce). Elektrochemicky se daji
studovat nejenom jednodussi latky s nizkou molekulovou
hmotnosti (kovy a jejich komplexy, rizné organické mole-
kuly, atd.), ale i mnohem sloZzit&j$i biomakromolekuly
vcetné bilkovin nebo nukleovych kyselin (NK). Ve skutec-
nosti elektrochemie biomakromolekul neni zdaleka novym
piistupem, pravé naopak. V poslednich letech vSak praveé
diky rostoucim pozadavkiim soucasné mediciny zaziva vy-
razny rozvoj s exponencialnim nartistem poctu publikaci.

Zacatky elektrochemie biomakromolekul sahaji az do
30. let 20. stoleti, k ¢emuZz vyraznou meérou pfispél i vy-
znamny Cesky védec Jaroslav Heyrovsky, laureat Nobelo-
vy ceny z 1. 1959, v jehoz laboratofi byly provedeny prvni
polarografické experimenty s lidskymi télnimi tekutinami
obsahujicimi albumin'. Na konci padesatych let 20. stoleti

ukazal Emil Palecek, Ze nejenom bilkoviny, ale i NK jsou
polarograficky aktivni diky redukci cytosinu a adeninu,
a zpétné oxidaci produktu redukce guaninu®. Jeho prace
publikovana v prestiznim Nature de facto polozila zaklad
elektrochemie NK, i kdyz to trvalo jesté dalSich 30 let nez
se diky pokroku v genomice, zejména v sekvencovani
lidského genomu, zacalo o elektrochemii NK zajimat vétsi
mnozstvi laboratofi po celém svéte. Najednou totiz védci
znali sekvenci mnoha gentl zodpovédnych za vznik dédic-
nych chorob anebo rakoviny (tzv. onkogent anebo nadoro-
vych supresorovych genil), a nebylo proto problémem
pripravit sondy DNA s komplementarni sekvenci, které by
tyto cilové geny navazaly (v procesu hybridizace) a tuto
hybridizaci detegovali pomoci ruznych technik vcetné
elektrochemickych. To vedlo k vyvoji tzv. DNA hybridi-
zacnich senzord, ¢i presnéji DNA hybridizacnich testd
(anglicky assays), které jsou podrobnéji popsany
v kapitole 2. Pokrok v této oblasti postupné vedl ke zvySo-
vani citlivosti a specificity jednotlivych testd, a k jejich
aplikaci do biomediciny, zejména do onkologického vy-
zkumu (viz kapitola 3). Kromé¢ hybridizac¢nich senzort,
kterym se vénuje vétSina laboratofi zamétenych na elektro-
chemii NK, je mozné elektrochemii vyuzit i pro analyzu
poskozeni DNA a pro studium interakci DNA
s nizkomolekularnimi latkami, napf. protinddorovymi 1é¢i-
vy (viz kapitola 4). Vice informaci o historii NK muze
Stendf najit v tomto &isle Chemickych lista®, a téz v ne-
davném prehledu, ktery vysel v Chemical Reviews®, kde
jsou kromé historie NK popsany i soucasny vyzkum
a aplikace.

2. Nové trendy v DNA hybridizac¢nich
senzorech

Pro potieby tohoto ¢lanku budeme za DNA hybridi-
zacni senzory povazovat rizné pfistupy pii detekci kon-
krétnich nukleotidovych sekvenci, a to nejenom DNA, ale
i RNA. Navic neni vylozené nutné, aby byl pro hybridizaci
i elektrochemickou detekci pouzity stejny povrch (tzv.
jednopovrchova technika), ale nékdy je vyhodné tyto dva
procesy oddélit (hybridizace probiha na jiném povrchu nez
detekce) a pouzit tzv. dvoupovrchovou techniku. To je
i ptipad oblibenych magnetickych kulicek, jejichz povrch
se d4 vhodné modifikovat a tak dosdhnout efektivnéjsi
hybridizaci cilové NK, kterd je pak z kuli¢ek uvolnéna
a elektrochemicky stanovena na elektrodé (tedy na druhém
povrchu)®. Vyhodou je, Ze se timto zptsobem da zvlast
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Obr. 1. Rizné moZnosti pouZiti magnetickych kuli¢ek v elektrochemii NK

optimalizovat povrch pro hybridizaci (velikost, vhodna
modifikace) a zvlast povrch pro detekci (typ elektrody,
elektrodovy dé&j). Poprvé byly magnetické kuliCky pro
DNA hybridizaci s elektrochemickou detekci pouzité
v roce 2001 v americké laboratofi J. Wanga® a v &eské
laboratoti E. Paletka®. B&hem nasledujicich let J. Wang
zdokonalil magnetické kulicky tak, Ze pomoci nanotechno-
logii dosahl na tu dobu nejvyssi citlivosti detekce DNA
v elektrochemickych senzorech’. Existuje n&kolik strategii
jejich pouziti, ale v zdsadé vSechny vychazeji z modifikace
povrchu kulicek DNA vazebni sondou a nésledné hybridi-
zace s cilovou NK (obr. 1). Lisi se pak zpusob detekce,
vyuzivajici napf. (a) denaturaci pro uvolnéni cilové NK
a jeji naslednou depurinaci pro voltametrické stanoveni
adeninu a guaninu (bez nutnosti znageni)®, (b) modifikaci
cilové NK (znackou &i antigenem)’, anebo (c) znagenou
detekéni sondu'’.

Jak v ptipadé jednopovrchové, tak i dvoupovrchové
techniky rozliSujeme dva hlavni pfistupy — bez nutnosti
znaceni a s pouzitim elektroaktivniho znaceni. Prvni pfi-
stup je jednodussi a levngjsi, obecné je v§ak méné¢ citlivy,
protoze je zaloZen bud’ na sledovani redoxnich vlastnosti
samotnych nukleovych kyselin (tj. oxidace adeninu
a guaninu na uhlikovych elektrodach a redukce adeninu
s cytosinem spolec¢né se zpétnou oxidaci redukovaného
produktu guaninu na rtutovych elektrodach), anebo na
monitorovani zmén v odporu prenosu elektronl pies elek-
trodovou vrstvu pfed a po hybridizaci, a to pomoci elektro-
chemické impedancni spektroskopie (EIS). Samotna hybri-
dizace vSak vysledny EIS signal piili§ vyrazn€ neméni,
a tudiz se vyuziva urcita forma amplifikace vytvorenim doda-
tecnych vrstev slozenych napf. z nano¢éstic, kvantovych te-
ek, ¢i liposomi (obr. 2a), které maji vyraznéjsi efekt na vy-
slednou impedanci. V pravém smyslu slova by vSak tento
pristup jiz nemél patfit mezi metody bez nutnosti znaceni.

Prave pro zvySeni citlivosti elektrochemické detekce
byly zavedeny ruzné elektroaktivni molekuly; jednd se
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zejména o redoxni indikdtory vazajici se na DNA nekova-
lentné (interkalatory, molekuly vazajici se do zlabkd nebo
na zéporn€ nabitou fosfitovou kostru) a elektroaktivni
znacky kovalentné¢ modifikujici DNA (komplexy na bazi
osmia, feroceny, antrachinony, atd.). Kovalentné se vazaji-
ci znacky vykazuji vyssi citlivost i stabilitu, jsou proto
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Obr. 2. DNA hybridizacni senzory. (a) Elektrochemickd impe-
danéni spektroskopie monitoruje nartst odporu pienosu elektront
pfes nové vzniknutou vrstvu obsahujici cilovou NK. (b) ELISA
format, ve kterém 2 sondy (vazebni a znacend) a cilova NK vy-
tvori sendvi¢, ktery je detegovan enzymaticky. (c) Molekularni
majak integrujici vazebni sondu a znacenou sondu do jedné. Po
pridani cilové NK nastdva zména konformace sondy a tim i signa-
lu. (d) Aplikace nanocastice jako elektroaktivni znacky nebo
katalyzatoru chemické reakce
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v posledni dobé vice preferované. NejcastéjSim piistupem
vyuzivajici znaceni pti detekci konkrétnich sekvenci NK je
v podstaté analogie ELISA, kdy hledand NK nejdiiv hybri-
dizuje s vazebni sondou upevnénou na vhodném povrchu
a pak jina ¢ast cilové NK hybridizuje s dalsi DNA sondou
(tzv. detekéni sondou), obvykle kovalentné znacenou anti-
genem, ktery vSak sam o sobé neni elektroaktivni
(obr. 2b). Vznika jakysi ,,sendvic¢“, ktery se stanovi az
pfiddnim primérni protilatky (vi¢i danému antigenu)
a sekundarni protilatky konjugované s enzymem (ta se
véze na primarni protilatku). Elektrochemicky se pak sle-
duje enzymaticka reakce znacici pfitomnost cilové NK.
Protoze se pfi vytvoreni jednoho duplexu (a navazani jed-
noho enzymu) generuje enzymatickou reakci velké mnoz-
stvi elektroaktivniho produktu, patii tato strategie mezi
vibec nejcitlivéj$i, umoznujici stanoveni dokonce zepto-
moli DNA'".

Dalsim pristupem je tzv. ,,molekularni majak® (angl.
molecular beacon)'*'"®. Jedna se o znadenou DNA sondu
kombinujici vazebni i detekéni sondu v jednu molekulu,
navazanou na povrch elektrody (obr. 2c¢). Pred hybridizaci
je sonda velmi flexibilni; diky tomu se na konci pfipojena
elektroaktivni znacka nachazi relativné blizko povrchu
elektrody a jeji signal je tak vysoky. Po hybridizaci
s cilovou NK sonda méni konformaci, je vice rigidni,
a znacka se dostava dal od elektrody, ¢imz signal klesa.
Pozdéji ptibyla citlivéjsi strategie, u které po hybridizaci
nedochazi k poklesu signalu, ale k jeho naristu'®. Moleku-
larni majak pfipomina senzory na bazi aptamert — krat-
kych syntetickych oligonukleotidli, které se s vysokou
afinitou vaZou na proteiny'> & nizkomolekularni latky'®,
a tak umoziluji jejich stanoveni.

V posledni dobé se v elektrochemii NK ¢im dal ¢asté-
ji pouzivaji nanomateridly (obr. 2d), a to zejména k vyraz-
nému zvyseni citlivosti detekce'”"”. Poskytuji viak i dalsi
vyhody, kupfikladu miniaturizovatelnost senzorti a tak
i nizkou spotfebu vzorkl, mechanickou a tepelnou stabili-
tu, atd. Oblibenou strategii je tieba aplikace anorganickych
nanocastic (kovovych, polovodi¢ovych, atd.), které slouzi
bud’ jako elektroaktivni znacky, nebo jako katalyzatory
chemickych reakci. Pro zvétSeni povrchu elektrod (a tudiz
pro veétsi mnozstvi prenesenych elektronil) je mozné modi-
fikovat povrch uhlikovymi nanotrubkami anebo grafé-
nem®*?' . J. Wang a spol. dokazali pomoci anorganickych
nanokrystalll na bazi siry (ZnS, CdS a PbS) paraleln¢ dete-
govat tii riizné sekvence cilové DNA?. Pouzili piitom
magnetické kulicky a tfi DNA sondy znac¢ené nanokrysta-
ly, které po Gspé&$né hybridizaci s komplementarnimi cilo-
vymi DNA sekvencemi rozpustili na kationty kovu a volta-
metricky detegovali.

Jiz v roce 1962 se ukéazalo, ze pary bazi v dvousrou-
bovicové DNA mohou slouzit jako efektivni draha pro
transport  elektroni mezi elektronovym donorem
a akceptorem®, i kdyZ v té dobé se tomuto zjisténi mnoho
pozornosti nevénovalo. To se zménilo v roce 1993, kdy
skupina J. Bartonové pouzila DNA duplex jako vhodné
médium pro prenos elektroni mezi dvéma metalointerkala-

tory, a to az na vzdalenost 40 angstromi**. Prvni pokusy
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Obr. 3. Elektronovy transport pies DNA duplex imobilizova-
ny na zlaté elektrodé. V pfipadé dvou plné komplementarnich
fetézcli s Watson-Crick parovanim (A) dochézi k prenosu elektro-
nd od elektrody k interkalatoru (methylenova modi (MB)), ktery
je redukovan na leukometylenovou modi (LB). LB je oxidovana
zpét na MB v elektrokatalytickém cyklu zahrnujici redukci
Fe(CN)¢’~ na Fe(CN)s*". V piipadé nespravného parovani (tzv.
,mismatch®) je pfenos narusen a signal klesa (B). Prevzato
z cit.?. Copyright 2008 American Chemical Society

byly jest¢ délany v roztoku neelektrochemicky, ale brzy
nasledovaly prace vyuzivajici DNA duplex jako mediator
mezi interkalatorem a zlatou elektrodou”. Skupina
J. Bartonové aplikovala tento pfistup mj. pro detekci DNA
hybridizace® ¢i bodovych mutaci a poskozeni DNA*3°,
Elektronovy pienos byl nejefektivngjsi u perfektniho DNA
duplexu s Watson-Crickovskym parovanim, a tato ucinnost
klesala jiz za pritomnosti jediné Spatné sparované nebo
chybéjici baze (obr. 3). Rovnéz byla studovana interakce
DNA s proteinem — obdobné jako u DNA mutaci, i vazba
proteinu vedla k poklesu prenosu elektroni®' >,

3. Aplikace v biomedicinském vyzkumu

Vyse zminéné strategie a postupy byly jiz Gspésné
vyzkouSeny na ruznych biomedicinsky dalezitych systé-
mech. Jednim znich je detekce bodovych mutaci (tzv.
jednonukleotidového polymorfismu, z angl. single nucleo-
tide polymorphism, SNP) pro rychly screening genetic-
kych chorob. I nepatrna zména sekvence v dulezitém genu
totiz mize zpusobit zdvaznou genetickou nemoc, napf.
srpkovou anemii, cystickou fibréozu nebo hemochromaté-
zu, popripadé vétsi nachylnost ke vzniku rakoviny.
V 1. 2005 vysla prace, ktera zkoumala bodové mutace genu
p53 (dilezitého tumor supresorového proteinu) sledovanim
elektronového transportu pres dvousroubovicovou DNA™,
pri¢emz bodové mutace zpusobily pokles signalu.

Kromé SNP je mozné detegovat i repetitivni sekvence
(tzv. tripletové expanze typické napt. pro Huntingtonovu
chorobu, myotonickou dystrofii nebo Friedreichovu ata-
xii). Fojta a spol. separovali pomoci magnetickych kulic¢ek
modifikovanych oligonukleotidem T,s DNA obsahujici tfi
nukleotidové repetitivni sekvence, a to diky tomu, Ze tato
DNA obsahuje i prirozené se vyskytujici adeninovy
,ocasek* hybridizujici s T,s (cit.*®). Po separaci cilové
DNA aplikovali biotinem znacenou DNA sondu komple-
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mentéarni k repeticim vazajici se na streptavidin konjugova-
ny s enzymem, jehoz produkt potom sledovali elektroche-
micky. VySka signalu pak reprezentovala pocet repetici.

Zajimavou moznosti je detekce bakterialni nebo viro-
vé NK za Gelem stanoveni jejich pfitomnosti v jidle, vo-
dé, nebo dokonce pfimo v télnich tekutinach (krev, moc,
sliny). Byla publikovana relativné levna metoda simultanni
detekce Ctyf patogend v jidle, konkrétné bakterii Sal-
monella, Lysteria, Staphylococcus a E. coli, opét
s vyuzitim biotinylovanych DNA sond a streptavidinu
konjugovanym s enzymem, avSak za pouZiti jednordzo-
vych titénych elektrodovych &ipa®.

Vétsina téchto pristupu kvili zvyseni citlivosti stano-
veni vyzaduje PCR amplifikaci pfed samotnou hybridizaci
a detekci. Ve spolupraci s americkou laboratori J. Wanga
se ndm nedavno podatilo obejit PCR amplifikaci pii detek-
ci E. coli tim, Ze jsme se namisto bakterialni DNA zaméfili
na detekci ribozomalni RNA, ktera se v bakterii nachazi ve
vice kopiich®’. Modifikaci zlatého povrchu elektrodového
¢ipu tzv. ternarni vrstvou (sloZzenou z DNA vazebni sondy
a dvou riiznych alkanthiolll) jsme vyrazné potlacili Sum
z nespecifickych adsorpci, coz nam dovolilo pouzit i ne-
ziedéné a neupravené vzorky lidského séra a moci (obr. 4).
Aplikace této vrstvy vedla aZ k osmdesatindsobnému zlep-
Seni poméru signal/Sum v nezfedéném lidském séru, ve
srovnani s obvyklou binarni vrstvou sloZzenou z vazebni
sondy a jednoho alkanthiolu.

I mediatorova RNA (mRNA), kterd by mohla slouZit
jako nadorovy biomarker, byla pouzita pro elektrochemic-
kou analyzu. Xie a spol. amperometricky detegovali tran-
skripty mRNA u genl dilezitych v rakoviné prsu
(BRCAI, p53, HSP90 a histon H4) izolovanych piimo
z lidskych tkani, a to bez nutnosti PCR (cit.*®). Tento pii-
stup zahrnoval znaceni veskeré RNA v bunkach (tzv.
totalRNA) cisplatinou konjugovanou s biotinem, hybridi-
zaci s vazebni sondou a inkubaci s komplexem avidin-
glukosooxidasa (A-GOx). Jednalo se o vysoce citlivy pfi-
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stup (kde na jednu molekulu mRNA pfipadalo vice A-GOx
komplextl) umoziujici analyzu 5 ng mRNA. Wei a spol.
naopak pouzili pro detekci mRNA molekuldrni majak®”.
Na stanoveni mRNA transkriptu pro gen kdédujici interleu-
kin-8 (naddorovy biomarker napf. u rakoviny ustni dutiny)
vyuzili béhem hybridizace pravidelné stfidani hodnot po-
tencialu, a to z +200 mV po dobu 1 s na =300 mV po dobu
9 s a zpét, které zefektiviiovalo hybridizaci. Velkou vyho-
dou byla detekce mRNA ptfimo ve slinach, idealni pro
neinvazivni bezbolestnou diagnostiku.

Hlavnim trendem je v soucasnosti pravdépodobné
detekce kratkych molekul RNA, tzv. mikroRNA. Jedna se
o nekddujici jednotetézové RNA o délce 18-25 nukleotidl
vyuzivajici dva rozdilné mechanismy posttranskrip¢ni
regulace genové exprese, vedouci bud’ k degradaci cilové
mRNA, nebo k represi jeji translace a nasledné k poklesu
hladiny pfislusného proteinu. Skutecnost, ze mikroRNA
mohou vykazovat funkci jak nadorového supresoru, tak
i onkogenu, naznacuje jejich Sirokou vyuzitelnost v onko-
logické praxi, a to nejen jako diagnostickych biomarkerd,
ale i jako potencialnich terapeutickych cila*’. V sougasné
dobé jsou mikroRNA stanovovany zejména pomoci metod
zalozenych na amplifikaci (napf. reversni transkripci
v kombinaci s PCR v redlném case) a na hybridizaci
(metody zalozené na Cipovych technologiich, tzv.
»microarrays®). S rozvojem sekvenacnich technologii se
zacina prosazovat i tzv. hloubkové sekvencovani (deep
sequencing). Tyto robustni metody vSak nelze vyuzivat
univerzaln€, maji fadu omezeni, zejména jsou jesteé stale
¢asov€ a finantn€ narocné a vyzaduji kvalifikovanou ob-
sluhu. Neni proto divu, Ze i elektrochemické metody nasly
uplatnéni ve vyzkumu mikroRNA, zejména ve vyvoji sen-
zoru pro rychlou detekci konkrétnich sekvenci, které jsou
dillezité pravé z onkologického hlediska® . T kdyz prvni
prace naznacovaly spiSe nizsi citlivost metody a nebyl
u nich feSen ani problém specificity, postupné se zacaly
objevovat sofistikovanéjsi postupy, ve kterych se ¢im dal
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Obr. 4. Chronoamperometricka odezva pro rizné koncentrace cilové NK béhem hybridizace (A) v nefedéném séru a (B) v nefedé-
né moci; (a) 0 pM, (b) 10 pM, (c) 25 pM, (d) 50 pM, (e) 75 pM, (f) 100 pM, (g) 125 pM a (h) 150 pM. Vlozeny graf: kalibrac¢ni kiivka
s chybovymi usekami z p&ti nezavislych méfeni. Pfevzato z cit.’’. Copyright 2011 Elsevier
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Castéji uplatiiuji i nanotechnologie. Nejnovéjsi pristupy
jsou jiz schopné detekce piko- ¢i femtomolarnich koncen-
traci mikroRNA, i kdyZ obvykle za cenu vétsi sloZitosti celé
metody. I nadale je tak velké usili vénovano nejenom zvyseni
specificity, ale i zjednoduSeni a zrychleni téchto analyz. Ne-
davno jsme vyvinuli pomérn¢ jednoduchou a ¢asové i financ-
né nendro¢nou metodu detekce konkrétnich mikroRNA sek-
venci**™*. Spo¢iva v naznateni mikroRNA elektroaktivni
znaCkou na bazi osmia, kterd se specificky vaze na
3’-konec RNA diky ptitomnosti dvou hydroxylovych sku-
pin na ribose, a v nasledné hybridizaci s vazebni sondou
(komplementarni k hledané mikroRNA) pfipevnénou
k magnetickym kulickam (obr. 5). Po hybridizaci a odstranéni
nespecificky navazanych molekul je hledana mikroRNA sta-
novena zmefenim signélu elektroaktivni znacky.

Z onkologického hlediska je dalezita i dalsi oblast, ve
které se uplatiiuje elektrochemie NK, a to studium DNA
methylace — epigenetické modifikace hrajici roli v regulaci
genové exprese (methylovan je cytosin na S-uhliku za
vzniku methylcytosinu, mC). V nadorovych buikach byly
totiz nalezeny pozménéné methylaéni vzorce DNA, proto
methylace DNA predstavuje dalsi slibny biomarker nado-
rovych onemocnéni a jako takova je intenzivné studovana.
Bylo publikovédno jiz nckolik praci na elektrochemické
rozliseni methylované a nemethylované DNA, obvykle
vyuzivajici reakci DNA s hydrogensifi¢itanem sodnym,
kterd vede k deaminaci cytosinu na uracil, zatimco mC
zustava nezménén. Po vhodné volbé primerd je pak prove-
dena PCR amplifikace bud’ methylované nebo nemethylo-
vané DNA, pfiCemZ uracil je amplifikovan jako tymin
a mC jako cytosin, a amplifikovana DNA je stanovena
pomoci vybranych redoxnich znatek®’. Podobna, ale
jednodussi metoda vyuzivajici reakci s hydrogensificita-
nem sodnym bez nutnosti pouzit PCR amplifikaci naznaci-
la, ze by mohla byt aplikovatelna pro rozliseni nadmérné
methylovanych fragment’’'. Metoda spo¢ivala v tom, Ze

%1“ .
luvolnénl’

lstanovenl’
i\—

E

magneticka
kulicka

Os-

interferujici
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Obr. 5. Detekce mikroRNA pomoci magnetickych kulicek
a elektroaktivniho komplexu na bazi Sestimocného osmia,
ktery selektivné modifikuje 3'-konec mikroRNA*, Streptavidi-
nové (STR) magnetické kulicky vazou biotinylovanou DNA
sondu (bio-CP) hybridizujici se znacenou mikroRNA (Os-
mikroRNA). Po dikladném promyti a odstranéni interferujicich
molekul je mikroRNA uvolnéna a voltametricky stanovena po-
moci znacky
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uracil je na rtutovych elektrodach neredukovatelny, zatim-
co mC ano. Methylovana DNA proto po reakci
s hydrogensifi¢itanem sodnym poskytovala vysSi signal
nez nemethylovand DNA, protoZe redukovatelné mC byly
pfed konverzi chrdnény, kdezto cytosiny nikoliv. I dalsi
publikované strategie® >* davaji tusit, Ze elektrochemické
analyza DNA methylace by jednou mohla byt vhodnou
alternativou ke stavajicim technikdm, zejména az se objevi
vic aplikaci pro realné fragmenty, napf. promotory genti.

4. PoSkozeni DNA a jeji interakce
s nizkomolekularnimi latkami

I kdyZ se vétSina praci vénuje vyvoji hybridizacnich
senzorti pro detekci konkrétnich sekvenci NK, nesmime
zapominat 1 na jiné oblasti uplatnéni elektrochemie, a to
zejména studium poSkozeni DNA a interakce DNA
s jinymi molekulami. Ve skutecnosti jsou ob¢ tyto oblasti
do jist¢é miry propojeny, protoze pii interakci DNA
s jinymi latkami Casto dochazi k jejimu poskozeni, které se
muze projevit vznikem mutaci a tim i zavaznych onemoc-
néni, vetné rakoviny. Mezi tyto latky patii tfeba kyslikové
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Obr. 6. Principy elektrochemické detekce DNA poskozeni na
rtutovych a uhlikovych elektrodach. (a) Rtutova elektroda
(me) modifikovana superhelikalni DNA (scDNA) poskytuje pik
1. Po interakci s ¢inidlem zptsobujicim jednofetézovy zlom
(napf. OH radikalem) se objevuje pik 3. (b) Pik guaninu G
u DNA adsorbované na rtutové elektrodé se zmensi po interakci s
¢inidlem vazajicim se na guanin, napi. s alkylaénim cinidlem
DMS (dimethylsulfat). (c) Zvyseni redoxniho signalu interkalato-
ru po jeho interakci s DNA (pik I). Pfevzato z cit.®*. Copyright
1998 Elsevier
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radikaly, alkyla¢ni Cinidla, aromatické uhlovodiky, nebo
pesticidy. I cytostatika poskozuji DNA (napf. cisplatina se
véaze na guaniny a potlacuje replikaci), a proto by elektro-
chemie mohla byt vhodnym nastrojem pro analyzu interak-
ci DNA s potencidlnimi protinddorovymi 1é¢ivy. Obvykle
se vyuziva toho, ze samotna DNA je elektroaktivni mole-
kula, konkrétné adenin, cytosin a guanin se Gcastni redox-
nich dé&ji na rtutovych elektrodach, a adenin s guaninem
jsou oxidovany na uhlikovych elektrodach. Na rtutové
elektrodé navic dochazi u DNA k adsorpéné/desorpénim
jevim, které se projevuji vznikem tzv. tensametrickych
piku citlivych ke strukturnim zménam v DNA. Elektroakti-
vita DNA byla proto vyuzita pro vyvoj jednoduchych sen-
zord na detekei jejiho poskozeni®®™’. Jednim z nich byla
i rtutova elektroda modifikovana kovalentné uzavienou
plazmidovou DNA, vhodnou pro detekci jednotetézovych
zlomii pisobenim hydroxylovych radikalt®®. P¥i interakci
s radikaly dochazelo ke vzniku zlomu, ktery pii vystaveni
elektrody zapornym potencialim zpusobil rozvinuti
dvousroubovicové struktury a dal vzniknout novému sig-
nalu piislusicimu prave oteviené strukture DNA (obr. 6).

Uhlikové elektrody se naopak pouzily pro monitoro-
vani oxidativniho poskozeni DNA bazi (zejména guaninu)
pii interakci DNA s hydrazinem®, chromem® anebo afla-
toxinem®, ale i pro studium interakce DNA s platinovymi
derivaty pouZivanymi jako protinddorové léciva (zejména
cisplatinou). Brabec a spol. pouzili grafitovou elektrodu,
na kterou imobilizovali dvousroubovicovou DNA a volta-
metricky sledovali oxida¢ni pik guaninu. Po modifikaci
DNA cisplatinou dochézelo k vyraznému poklesu piku
guaninu, a to jiz po 10 min.

Vyse popsané vysledky davaji nad¢ji, ze by tyto rela-
tivné€ rychlé a levné techniky mohly nalézt uplatnéni napft.
pfi hledani novych protinddorovych 1é¢iv, nebo pii detekci
genotoxickych latek v prostredi.

5. Zavér

Jak je patrné z predchazejicich fadkd, existuje mnoho
zajimavych aplikaci elektrochemie NK v biomedicing
s velkym potencidlem pro diagnostiku chorob. Je ovSem
pravdou, Ze velka vétSina z nich patii zatim do zakladniho
vyzkumu a nejsou piili§ vyuzivané v klinické praxi, nebo
dokonce mimo nemocnice (jako je napt. znamy glukometr
pro rychlé stanoveni hladiny glukosy v krvi diabetikil). Je
mozné najit nékolik komercné dostupnych pfistroji
s elektrochemickou detekei, napft. eSensor® od GenMark
Diagnostics™ (USA), nebo ElectraSense Microarray Rea-
der od CombiMatrix (USA), nabizejici elektrodové cipy
integrované s méficim zafizenim, avsak ani ty zatim nepat-
i mezi bézné vybaveni laboratofi zabyvajicich se vyzku-
mem NK. Pred elektrochemii NK stoji n€kolik vyzev. Jed-
nou z nich je analyza redlnych vzorkd od pacientt, které
jsou mnohem komplexnéjsi nez obvykle pouzivané mode-
lové systémy v jednotlivych studiich, a jednoznacné si
zasluhuji velkou pozornost. S tim souvisi i problém speci-
ficity, ktery muze byt v modelovych systémech vyiesen,
ale v tak slozitych prostiedich, jako jsou lidské télni tekuti-
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ny, mize hrat zasadni roli. Navic je potfebné dostatecné
minimalizovat nespecifické adsorpce nezadoucich mole-
kul, aby nedochazelo k falesné pozitivnim vysledkiim.
Povrchy elektrod jsou nekdy huf regenerovatelné a vysled-
ky ne vzdy reprodukovatelné. Stabilita senzord a jejich
zivotnost je dal$im ¢asto opomijenym kritériem. Navzdory
témto vyzvam byl v relativné kratké dobé udélan znacny
pokrok, a diky usili ¢im dal vétsiho mnozstvi laboratofi se
daji ocekavat dalsi zajimavé objevy a aplikace v ramci
tohoto slibného oboru.

Tato prdce byla podpofena projektem GA CR
14-24931P a Evropskym fondem pro regionalni rozvoj
a statnim rozpoctem Ceské republiky (OP VaVpl —
RECAMO, CZ.1.05/2.1.00/03.0101).
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M. Bartosik (RECAMO, Masaryk Memorial Cancer
Institute, Brno): Current Trends in Nucleic Acid Elec-
trochemistry

Electrochemistry could be a valuable tool in nucleic
acids research by offering relatively inexpensive instru-
mentation, short assay times and high sensitivity. Interes-
ting applications can be found in the literature, including
detection of oncogenes or tumor suppressor genes, analysis
of point mutations in DNA, or determination of viruses
and bacteria. Moreover, new strategies are being deve-
loped for detection of microRNAs, or for analysis of DNA
methylation, both important in carcinogenesis. These novel
approaches usually involve the use of various electroactive
labels, nanomaterials, enzymes or magnetic particles, ren-
dering them more sensitive, selective and efficient. In ad-
dition, electrochemistry was applied also in studies of
DNA damage and interactions with other molecules. Nu-
merous chemicals damage DNA in such a way that they
alters electrochemical properties of DNA itself, such as
oxygen radicals, aromatic hydrocarbons, alkylating agents
and pesticides. DNA-modified electrodes could thus serve
as simple biosensors for detection of environmental pollu-
tants as well as potential antitumor drugs.



