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Trocha historie...

Elektrochemicka analyza...

1922 Jaroslav Heyrovsky: polarografie
1959 Nobelova cena

zaklad cele skaly siroce vyuzivanych
elektrochemickych metod




Trocha historie...

DNA...

1869 Miescher: objev DNA jako do té doby
neznamé slozky bunék (leukocytu)

1944 Avery: DNA je zodpovedna za
transformaci (zmeénu vlastnosti) bunek

1950 Herschey a Chase: DNA je genetickym
materialem bunek




Trocha historie...

Struktura DNA...
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1953: James Watson, Francis Crick,
. Rosalind Franklin, Maurice Wilkins:
dvousroubovice DNA

1962: Nobelova cena (JW, FC, MW)

vysvétleni zakladnich principu
uchovani, predavani a exprese
dedicné informace
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Trocha historie...

Elektrochemicka analyza nukleovych kyselin

Fig. 2. 100 pgm. deoxyribonuclei
in 2 M ammonium forma ntra S cleic acid)
yribonucleic acid + 5 plasma 3 3 ] i balti id 1 M ammonium
X I; protein, ITT

1958 — 1960 Emil Palecek: polarografie DNA

(Reprinted from Nature, Vol. 188, No.
November 19, 1960)

Oscillographic Polarography of Highly
Polymerized Deoxyribonucleic Acid
ProceEEDING from my finding',® that nucleotides,
nucleosides and the bases of nucleic acids can be
1 by alternating current oscillograph
I ha o tried t
cyribonucleic acid by this m
The appara sed was a
(Krizik, Praha). ith this apparat I
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Trocha historie...

Elektrochemicka analyza nukleovych kyselin

60. — 70. leta:

80. leta:

1986:

90. leta-dosud:

polarografické studie denaturace/renaturace
DNA/RNA, preddenaturacni zmeény, poskozeni DNA

elektroaktivni znacky; vyuzivani stacionarnich
elektrod (v€etné pevnych); adsorptivni stripping

zavedeni elektrod modifikovanych DNA
(imobilizace DNA na povrchu elektrody)

vyzkum a vyvoj elektrochemickych biosenzoru
»pro poskozeni DNA
»pro hybridizaci DNA




nukleové Kyseliny jsou elektroaktivni

* A, Ca G podl¢haji redoxnim preménam na
rtutove elektrodé

* G a A jsou oxidovany na uhlikovych
elektrodach

« cukerné slozky NK jsou katalyticky oxidovany na médénych

elektrodach Singhal, P.; Kuhr, W. G.: Anal. Chem. 1997, 69, 3552-3557; Anal.
Chem. 1997, 69, 4828-4832.




A a C jsou redukovany na rtutove elektrodé
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G je na rtutove elektrod¢ redukovan pi1 vysoce
negativnim potencialu. ..
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..a Jeho reduk¢ni produkt pri1 elektrooxidaci
poskytuje anodicky signal
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G a A poskytuji specifické oxidacni signaly
na uhlikov¢ elektrodé
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redukc¢ni signaly C a A na rtutovych e ¢ trodagh, jsou

* souvisi to s lokalizaci elektroaktivnich center uvnatisr..
dvouSroubovice DNA Py
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reduk¢ni signaly C a A na rtutovych elektrodach jsou
siln¢ ovlivnény strukturou DNA
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oxidacni signaly na uhlikovych elektrodach jsou
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oxidacni signaly na uhlikovych elektrodach jsou
mené cithive ke strukture DNA
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Na rtutovych elektrodach v mirné alkalickém prostredi 1ze
detekovat adsorpcné-desorpcni déje (signaly)

e v zavislosti na podminkéch a na strukture DNA se téchto
d¢éji mohou ucastnit jednotliveé slozky DNA




-dvouretézcova DNA poskytuje pik 1 v souvislosti s adsorpci

DNA prostrednictvim cukrfosfatové patere

1
‘ zékladni elekrolyt
* p.z.C.
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-distortované nebo poskozené oblasti dsDNA poskytuji

pik 2
2
‘ zékladni elekrolyt
*p.z.c.
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jEanf‘etéZCOVé (denaturovana) DNA poskytuje
pﬂ( | (cukrfosfatova pater) A pik 3 SOUViSGjiCi S
adsorpci/desorpci segmenti DNA prostfednictvim

volné pristupnych bazi

zékladni elekrolyt
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diferenc¢ni pulsni polarografie

kapajici rtutova elektroda

*hlavni metoda vyuzivana v oblasti elektrochemie DNA v 60. a 70. letech
rozliSeni ds a sSDNA — rozdil v intenzité 1 potencialu ptislusnych signalu
*zmény Vv intenzité piku II indikuji zmény konformace dsDNA, zatimco vznik
piku III pfitomnost nesparovanych bazi (denaturovanych/ss tseku)
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diferencni pulsni polarografie

« hlavni metoda vyuzivana v 60. a 70. letech

e rozliSeni ds a ssDNA

epeak II: vysoka citlivost k malym strukturnim zménam

preddenaturacni zmény
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—— o

Fic. 2. Thermal transition of calf thymus DNA followed by circular dichroism
(CD), derivative pulse polarography and spectrophotometry. CD: A
V, negative band (245 nm); O
@, absorbance at 269 nm. 6,., the ratio between the ellipticity at the given
temperature and at 25°C. A;.1, the ratio between the absorbance (260 nm) at the
given temperature and the absorbance at 25°C. I, the height of the pulse-polaro-
graphic peak in divisions. Adapted from Paletek and Frié (21).

A, posi-
O, polarography;

* Nonstandard abbreviations: CD, circular dichroism; ORD, optical rotatory dis-




diferencni pulsni polarografie
posSkozeni DNA:

»zlomy (nap¥. po ozareni ionizujicim zaieni)
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Figure 3. Differential pulse polarograms of DNA irradiated with ionizing radiation.
DNA was irradiated in the concentration 460 ug/ml in the medium given in figure 1.
(@) a control; (b) 10* rads; (¢) 6 x 10° rads; (d) the sample (b) heated at 50°C for
6 min and quickly cooled. The differential pulse polarograms were measured in
0-3 M ammonium formate, 0-1 M sodium phosphate, pH 6:9 at DNA concentration

400 pg/ml.  Sensitivity of the apparatus was 1uA in parts (a), (b) and (d), and
"~ 5 uA in part (¢).




diferencni pulsni polarografie

posSkozeni DNA:

»zlomy
»poskozeni UV zarenim
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‘igure 6. Differential pulse polarograms of DNA irradiated with U.V.-radiation. DNA
was irradiated in the concentration 460 ug/ml in the medium given in figure 1.
{a) a control; (b) 2-1 x10* erg mm~*; (¢) 6 x 10% erg mm~2; (d), (e) the samples
(h) and (c), respectively, heated at 50°C for 6 min and quickly cooled. The
differential pulse polarograms were measured under the conditions given in figure 3
with the apparatus sensitivity 1 pA.




diferencni pulsni polarografie

posSkozeni DNA.:

»zlomy
»posSkozeni UV zarenim
» chemicky poSkozena DNA

Platinove komplexy

rozliSeni typu strukturni zmeény
vlivem tvorby Pt-DNA aduktu

== by e fa OF L=

| 1
-1.2 -1.4 i

Fig. 7 Differential pulke polarographic analysis of CT-DMNA
madificd by ORGANObsPL DMNA at a concentration of 04 mg

mL in 0.3 M oammonivm formate with 0000 M phosphate bulfer,
pH 68, Cwrve 1 control, unmaodified DMNA; cwves 20 DNA
madified by ORGANObEP at r, = 0,000, (U003, U00E, 0007, 0001,
respactively; the awows marked I and N indicate potentinls £
{agnina saturmted calomel cloctrode) at which native or denatuned
DMNA samples vielded PP peaks 11 or 1L, respactively (soe text)




omezeni polarografickych metod

*vysoke pozadavky na mnozstvi analytu

—>obtize pri analyze dobre definovanych vzorkiu —

vysoka cena nebo pracnost pripravy
(oligonukleotidy, RNA, plasmidova DNA...)

sloZeni analyzovan¢ho roztoku je primarné ur¢eno
charakterem elektrodoveé reakce

—omezeny vybér experimentalnich podminek pro
studium struktury DNA, jejich zmén, interakci
DNA s jinymi molekulami atd.




Biomakromolekuly jsou silné adsorbovany
na povrSich elektrod

* akumulace na povrchu
elektrody

capillary —

*adsorptivni stripping
DNA: zvySeni citlivosti
analyzy (az 3 rady)




Adsorpce DNA na povrchu elektrod je natolik
pevna, ze vydrzi vyménu media

washing

capillary —

adsorpce prenos pfenos  méieni v Eistém
zakladnim elektrolytu

Adsorptive  Transfer  Stripping




Zavedeni AdTS (,,medium-exchange®, ,.ex-situ*) techniky
otevrela zcela nové moznosti v elektrochemii NK:

-vyrazné snizeni objemu vzorku
-adsorbovat DNA na povrch elektrody Ize i z jiného prostredi, nez v jakem se meri

-odstranéni interference latek, které se adsorbuji slabé a Ize je ,odmyt"

»vyvoj elektrochemickych biosenzori

pro poskozeni DNA
pro hybridizace DNA




Elektrochemicka detekce
poskozeni DNA




ProcC je dulezita analyza poskozeni DNA?
(a detekce DNA poskozujicich, ,genotoxickych® latek?)

DNA: geneticky material Poskozeni DNA:

* uchovani genetické * muze vést ke zméné
informace genetické informace
+ jeji predavani (mutace)
potomstvu * zamezeni jeji spravne
* |eji prepis a preklad exprese

do struktury bilkovin * zavazneé zdravotni
dusledky




DNA v bunkach je neustale vystavena uCinku rady
chemickych (nebo fyzikalnich) ¢imidel

» endogenni - produkty a meziprodukty metabolickych premén
»exogenni - vlivy prostiredi (zafeni, polutanty)

»bunky disponuji nastroji na opravu poskozené DNA

Scharer, O. D. (2003) Chemistry and biology
of DNA repair, Angew. Chem. Int. Ed. 42,

2946-74. ;
spontansous reactions
oxygen radicals LIV figght
alkgylating alkylating agents environmental replication
agents X-rays mutagens X-rays emors

Qg-mal abasic sites pyrimidine dimers double-strand base msmatches
ouidized, deaminatead, bulky adducts breaks {D5Bs) insertions
alkylated bases deletions
ssDNA breaks
| | | | |
direct rapair base-excision nucleotide-excision homologous mismalch repair
repair { BER) repair{NER) recombination (HA) (MMB)
nonhomologous

end jaoining (NHEJ)




Nejcastéjsi ,produkty“ poskozeni DNA

o S preruseni
preruseni cukrfosfatove patere DNA N-glykosidické

vazby

jednofetézcovy zlom dvouretézcovy zlom ,abazicka“ mista
»kyslikové radikaly »spontanni hydrolyza
»Cinnost nukleaz (depurinace)

»dusledek poskozeni bazi »>dusledek poskozeni bazi
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NejCastejsi ,produkty” poskozeni DNA

guanin CH,

poskozeni bazi:
chemické modifikace

»alkylace bazi

»oxidativni poSkozeni

N N
N N
e
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> deaminace bazi
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Metody vyuzivane pro detekci poskozeni DNA

1. Metody zaloZené na kompletni hydrolyze DNA a nasledneém
stanoveni modifikovanych bazi pomoci chromatografickych

metod nebo hmotoveé spektrometrie




Metody vyuzivane pro detekci poskozeni DNA

HPLC: detekce 8-oxoguaninu
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time (min) Fig. I. Reversed-phase HPLC analysis, using electrochemical detec

: . . ; . tion at +0600 mY, of a solution containing 500 nM guanine (G} and
Fig. 4. Effect of guanase on bases derived from a formic acid hydrolysate of calf thymus DNA. Samples were . 40 nM B-oxoguanine (B-ox0G). Chromatographic conditions were

I-!Fl_(. wrth. uv dctn:.tmi? prior to .q—-.] and fnlinwms {—) guanase treatment as described in Materials and Methods. as described in Materials and Methods except the mobile phase
G, guanine; X, xanthine; T, thymine; A, adenine. was S0 mM sodium acetate, | mM EDTA, pHS.1 containing 2%
methanol.




Metody vyuzivane pro detekci poskozeni DNA

32P-“postlabeling®

-Np-Np-Np-Np-Xp-Yp-Zp-
xenobiotic-modified DNA
|
Enzymatic hydrolysis of DNA to 3'-mononucleotides
using micrococcal endonuclease and
spleen phophodiesterase

\j
Np+Np+Np+---+Xp+Yp+Zp+--

Normal 3'-mononucleotides Adducted 3'-mononucleotides

Adduct enrichment by selective removal of
normal 3'-mononucleotides

a) nuclease P1
b) n-butanol extraction

Y
Xp+Yp+Zp+-----

Radiolabel adducted 3'-mononucleotides with 3P

Y
*PXp + *pYp + *pZp + -----

Multidimensional thin-layer chromatography
of adducts on PEl-cellulose
\j
Autoradiography or storage phosphor
imaging to determine the distribution
of radioactivity on the chromatograms
Y
Quantitation of the radioactive
areas on the chromatograms




Metody vyuzivane pro detekci poskozeni DNA

2. Sledovani zmén vlastnosti ,,celych* molekul DNA

(elektroforetické a imunochemickeé metody)




Metody vyuzivane pro detekci poskozeni DNA

detekce zlomu:

relaxace plasmidoveé nadsroubovicové (sc) DNA

1 2 5
Fedily = + + ¥ = * "
<« OCDNA
+—1INDNA
scDNA——* | (posSkozena)
(neposkozena) Figure 10. Relaxation of supercoiled pBR322 plasmid DNA by Fe

(MedeglyeoBLM 11, Lane 1, DNA + 10 oM deglveoBLM: lane 2, 1 uM
deglyecoBLM: lane 3, 5 pM deglycoBLM: lane 4, 10 M deglycoBLM:
lane 5, 10 M deglyveoBLM 11; lane 6, | pM deglycoBLM 11: lane 7. 5
M deglyveoBLM 11: lane 8, 10 uM deglycoBLM 11. Lanes 2—4 and 6—38
also contained 10 uM Fe*'; essentiallv no cleavage was obhserved in the
presence of Fe*" alone.




Metody vyuzivane pro detekci poskozeni DNA

detekce zlomu v jednotlivych bunkach:

,,comet assay* (dsb) -

Fig.l Unexposed Fig.2 X-ray

Fig.3 cell Phone level

contrel. Bundle of calibration 25%.6 microwave exposure Zhrs
oMa [No-Taill rads. Dwa breaks are  2.43GHz reaching_so
- . very obvious called safe sar levels

Comet Tail = DNA Damage

,,alkalicka eluce* (ssb + mista labilni vici alkalicke hydrolyze)




Metody vyuzivane pro detekci poskozeni DNA

imunochemické metody

detekce poSkozenych bazi a adukti, o T
proti nimZ jsou k dispozici protilatky | ' e 5y

»ELISA - O
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Detekce 8-oxoguaninu in situ v tkani ledviny




Elektrochemicke metody Ize vyuzit
Vv ramci obou skupin metod:

a) elektrochemicka detekce ve spojeni s HPLC nebo
jinou separacni metodou

b) monitorovani zmén elektrochemickych vilastnosti

,celych® molekul DNA
elektroda s povrchem modifikovanym DNA:
biosenzor pro poskozeniDNA/latky poskozujici DNA




Elektrochemicky senzor pro poSkozeni DNA

interakce s ,,poSkozujici* latkou

ﬂ

pienos do elektrochemické
nadobky

ponoreni

do
analyzovaného
vzorku

elektroda modifikovana DNA

AAAAA

I

detek¢ni krok
(méfeni signalu)




Detekce zlomu v DNA




Rtut’ova elektroda modifikovana kovalentné uzavirenou kruznicovou
(nadsSroubovicovou, sc) DNA: senzor pro latky indukujici zlomy v DNA

scDNA

ACV

dsDNA s volnymi konci (oc a linearni DNA), nikoli v§ak scDNA,
poskytuji AC voltametricky pik 3 (specificky pro ssDNA) diky
CasteCné denaturaci dvousroubovice na povrchu elektrody




Odvijeni dvouSsroubovice DNA probiha na povrchu rtutoveé
elektrody v oblasti potencialu okolo -0.2 V —tzv. ,,oblast U*

vijeni dochazi
dosazenim

DNA s volnymi konci (zlomy ncialu piku 3

A poskytujilpik 3

useky ss

-1.5 1.0 -0.5
E/V

smer posuvu potencialu




Odvijeni dvouSsroubovice DNA probiha na povrchu rtutoveé
elektrody v oblasti potencialu okolo -0.2 V —tzv. ,,oblast U*

scDNA

.
-1.5 -1.0 -0.5

E/V
—

smer posuvu potencialu




Stépeni na DNA na povrchu elektrod Ize
elektrochemicky ,,modulovat*

\ /
S /
HyO»
[Fe(EDTA)]?-
HyO»

H>O» *OH + OH-

Napr. hydroxylove radikaly (nebo jiné reaktivni formy kysliku) Ize vytvorit
pres elektrochemicky kontrolovane Fentonovy a Haber-Weissovy reakce

Elektroda s scDNA na povrchu se vlozi do roztoku napf. komplexu Fe/EDTA
a H,0O, (nebo O,), a na urcCitou dobu se vlozi prislusny potencial




Stépeni na DNA na povrchu elektrod lIze
elektrochemicky ,,modulovat*

SQJ HyO»

[Fe(EDTA)]?-

NAVA S

HyO» prenos elektrody a méreni signalu




Intenzita piku 3 (tj. stupen poskozeni DNA, mnozstvi vytvorenych
zlomu) zavisi na vlozeném potencialu:

height of
peak 3 |

607

oxygen +|iron

Fe** +e- =% Fe?
40

Fe?* + H,O, ==» .

= OH + OH- + F
0

no oxygen, iron

08 06  -04
Ec(V)

pokud je potencial dostateCne negativni pro redukci Fe(lll) na F
peroxid vodiku) tvori se OH radikaly a probiha stépeni DNA

II) (a kysliku na




l (nA)

V pritomnosti meédi (a kysliku) dochazi k poskozeni DNA v uzkém
rozmezi potencialu, kde mohou probihat reakce vedouci k tvorbe
ROS za ucasti méd’nych iontu (ty jsou pfi téchto potencialech

stabilizovany vazbou na baze DNA):

I(nA)

1,10-fenatrolin, ligand stablizujici Cu*,
uCinek médi zesiluje a posouva k
negativnéjSim potencialum

A0

30

phen+Cu+0,
20

10

05 -04 -03 02 -01 -00 01 02




Lze citlive detekovat zlomy v DNA
pomoci jinych elektrod nez HMDE?




meéfeni oxida¢niho signalu guaninu na uhlikové elektrodé

(nejCastéjsi ,,label-free* pristup v elektrochemické analyze DNA)
neni pro detekci jednotlivych zlomu dostateéné citlivé

» maly rozdil intenzity signalu produkovanych ss a dsDNA
* absence ,,povrchove denaturace® DNA
prakticky totozna odezva sc, oc a linearni DNA

b




MOZNOSTI NAHRAZENI KAPKOVE Hg ELEKTRODY:

e rtutové filmové elektrody (Kubi¢arova 2000)

* pevne amalgamove elektrody (Cahova-Kucharikova, Fadrna,
Yosypchuk, Novotny 2004)

0.06
0.054
denDNA
/—J / N

—— Y

AC voltametrickée kiivky sc, linearni a ss zavislost vySky piku 3 na koncentraci chemicke
plasmidové DNA na AgSAE. nukleazy Cu(phen),




Detekce degradace DNA pomoci uhlikovych elektrod:

‘metoda zalozend na elektroaktiyvnim indikatoru struktury DNA (Labuda a kol.)

BOD

interkalator

GO0 - ™

. nA

400 -

200 | . .

-
I, n&
[
(==}

1 \ 100 -

i) S T "
a 200 A0 G500 B0 1000

t s

pokles signalu v zavislosti na dobé
vystaveni DNA senzoru chemické
nukleaze Cu(phen),




Detekce degradace DNA pomoci uhlikovych elektrod:

‘metoda zaloZend na elektroaktivnim indikdtoru struktury DNA (Labuda a kol.)
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Figure 3. Antioxidative effect of rosmarin >id (M) and caffeic acid (M) in CIC'!\'al"C mixture
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Detekce poskozeni bazi DNA




 metody zalozené na ztraté elektrochemické aktivity

modifikovanych bazi

* obvykle guanin

« alkylacni ¢inidla, hydrazinove
derivaty, cytostatika, PCB,
akridinové derivaty ....

e meéfeni signalu G na uhlikové
nebo rtutove elektrodée

Jedna se o signal-off metodu:
je nutno, aby frakce
poskozenych guaninl presahla
relativni chybu méreni

peak G
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Fig. 6. Chronopotentiometric response of the DNA carbon paste
biosensor for increasing levels of dimethylhydrazine in 1.2pug!™'
steps (b)—(f), along with the resulting calibration plot. Also shown
(a) is the response of the sensor prior to the hydrazine addition.
[nteraction time, 10 min. (See [21] for details.)




« nékteré modifikované baze poskytuji specifické signaly
pri potencialech odliSnych od signalu puvodnich bazi

e 8-oxoguanin

0.5 ph

...........

Fig. 8. Differential pulze voltammograms in pH 435 0.1 M

Fi, Acctate buffer obtained with a thin layer dzsDNA-moditicd

* GUE after being immerzed in a 3 pM adriamyein solution

. during 3 min and rinzed with water before the experiment in

1 aller applying a

p potential of — 0.6 % during 60 =, Pulse amplitude 530 mV, pulse
ot

-q budler: (-] without applicd potential; ©

width 70 ms. scan rate 3 m¥ s~ Y First scans.

8-0x0G elektrochemicky
generovany v DNA na
povrchu elektrody v
pritomnosti adriamycinu
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Poskozeni DNA muze vést ke zméné pristupnosti okolnich
bazi (v dsDNA) pro elektrochemickou reakci

«detekce pomoci DPP na zakladé piku II
*senzor pro testovani toxicity -b&hem difuse testované

(Rusling a kol.) latky skrz vrstvu
hemoveho proteinu

dochazi k jeji
HC—CH, enzymaticke premene
(,metabolicka aktivace”)

A

c
w
+

*vytvori se adukt s DNA

tim se rozvolni
dvousroubovice a
usnadni prenos elektronu
ze sousednich zbytku G
na elektrodu
prostrednictvim Ru
mediatoru:

NARUST SIGNALU

" HC=CH,

uhlikova elektroda
(PVP)-RuCl(bpy),*
hemoprotein




Senzor pro testovani toxicity (Rusling a kol.):

|

" 04 06 08

E, V vs SCE

STYREN

TOLUEN
(neni
substratem
pro
enzymatickou
aktivaci)

*beéhem difuse testovane
latky skrz vrstvu
hemoveho proteinu
dochazi kK jeji
enzymaticke premene
(,metabolicka aktivace”)

vytvori se adukt s DNA

tim se rozvolni
dvousSroubovice a
usnadni prenos elektronu
ze sousednich zbytkd G
na elektrodu
porstrednictvim Ru
mediatoru:

NARUST SIGNALU




Detekce poskozeni bazi pomoci kombinace specifickych

endonukleaz a elektrochemické detekce
ecnzymy ucastnici se opravnych procesu rozpoznavaji poskozen¢ baze
sprevedeni poskozenych bazi na zlomy

poskozeni Jreparaéni @

>

> K D
baze endonukleaza =

ss usek




height of peak 3 [uA]
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a — scDNA
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c — UV ozarena scDNA

d — UV+endoV
TTTTTTTTTTT]
LLLL LD L]
UV
o(:|-|3CH30
HN /NC
TTTTTTU ]
LLLiLidiaiir. o N o
R R
] 1 pyrimidinovy
endonukleazaV dimer

FTTTTTTITT
LIt irrgd

endonukleazaV l 11

ssb/
[TTTTTT 111
[Tt Itd




Adukty DNA s elektrochemicky
aktivnimi latkami

» poskozeni DNA vs. znaCeni DNA (vnaseni
elektroaktivnich markeru do molekul DNA)

» adukty nukleovych kyselin s prechodnymi kovy

— redox prechody kovovych iontu

— katalytické vyluCovani vodiku na rtutovych a amalgamovych
elektrodach




cisplatina

H;N Cl
cisplatin

v'protinadorové légivo
v'ucinek je pfipisovan tvorbé
kovalentnich aduktu s DNA

v’ zejména bifunkéni adukty -
,kroslinky“ mezi dvéma G nebo
mezi Ga A

o N,
)tN/
N
%
HZN)\\N N

5 bl
Intrastrand GpG (~65%)

/

NH,
t\ 0
N N
L
N™ N P,

Intrastrand GpNpG (6-10%) Interstrand G-G (1-2%)




cisplatina

0.225x10°®
0.200x10°+
0.175x10°+
pri vysokém stupni 0.150¢10%, Gox
modifikace Ize pozorovat B
ubytek oxidacniho signalu  oorsaos. 1h
guaninu na uhlikové oosato) 3
. 0.025x10°5 AOX
elektrode 0
-0.025x10°% +——————7——7—— T
0.800 0.900 1.000 1.100 1.200 1.300 1.400 1.500 1.600
. . v E/V
(30 uM cisplatina, pomér
cisplatina/nukleotid r,=1.0,
casova zavislost)
5
pro rb mensi nez 0.1 nejsou £
zmény ve vysce piku 3
GoXvyznamné g
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©

time (hr)




(proud na anodické vétvi pfi -1.3 V)

cisplatina

na rtut'ové elektrode
katalyzuje DNA modifikovana
cisplatinou (produkty jeji
redukce) vyvijeni vodiku
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ilA

cisplatina

square-wave voltametrie: srovnhani zmeén signalu se stupném platinace DNA
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merit nové vznikajici signal je vzdy lepsi, nez sledovat zménu intenzity
zanikajiciho signalu (pokud to systém umoziuje)




Komplexy OsO, jako
elektroaktivni markery DNA




Modifikace DNA komplexy oxidu osmicelého

DNA-Os,bipy volny Os,bipy
/ .

AV

_ ! 05 ' 0.0
i / © BN

nemodifikovana DNA




Os,L: chemické strukturni sondy

‘DNA muze obsahovat distortované nebo jednoretézcové (lokalné

wdenaturované) oblasti
‘napr. v negativné nadsroubovicové DNA: tvorba tzv. otevienych lokalnich

struktur
*baze v téchto oblastech mohou vstupovat do reakci s vhodnymi ¢inidly
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ss DNA

V polyT
PGE 4 '
\ N
“ 1 10 par c g P
L
.- |
polyC

I I
-0.75 = -0.25

polyA, polyG




Adukty DNA s Os.L jsou elektrochemicky aktivni

x/
HMDE
5.0x107 -
-1.0x10° 4
<
= _1.5x10° -
2.0x10° - cathod.
v=1V/s
-2.5x10° .
-06 -0.4 -0.2 0.0
E[V]
-3.0x10° l I '
16 06 04 02 0.0

[V]
Cv nemodifikované ss DNA a ss DNA modifikované 2mM 0304, 2.2'-bipy

(24h, 26°C), zékladni elektrolyt: 0.3M mraven¢an amonny a 0.05 M fosfat (pH=6.98),
C=10pg/mL, t =1 min.




Vyuziti komplext OsO4 pro detekci poSkozeni DNA

Linearni chromosomalni DNA (snaze dostupna nez scDNA):
sama o sobé poskytuje vyrazny AC voltametricky pik 3 —
mnohem nizi citlivost detekce zlomd/ss Useki nez s scDNA " « podkozena

0.7 4

' ne neposkozena

0.6 4

—

S i iticrem

0.5+

0.4 4N

0.3

T T T T T T
-1.6 -1.4 1.2 -1.0

jiny zpUsob detekce: selektivni modifikace ss usektl Os,bipy

L] Y 4 [
| |
— Signaly DNA-Os,bipy:
8.0E-06
@ Os,bipy 25 4
mACV
$koz DNA
OSKOz e 3 . \
A P = [ I
g. U 1 l, ‘\
el 1
4.0E-06 - ; Y !
1 \ h
] \ A
1 \
154, S U
X II ~ - . ,l
2.0E-06 N ) S ’
S~ > N 7
T T T T T T T T T T
0.0E+00 |——INNN ] = . -1.0 -08 -06 -04 -0.2 00
0% 0.25% 0.50% 0.75% E [V]
C(DMS)

nepoSkozena DNA




Obstoji elektrochemicka detekce poskozeni
DNA ve srovnani s jinymi metodami?

srovnani citlivosti:

* hmotova spektroskopie: 20-50 femtomoli TT dimeru/1 poskozeni na 10°
bazi (I.D. Podmore, et al. Photochem Photobiol 1996, 64, 310-5).

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

« HPLC: po hydrolyze DNA — obvykle uvadéna citlivost 1 poSkozena baze
mezi 107 neposkozenych

» 32P postlabeling: jednotky femtomolii aduktu

* stanoveni ssb (nebo poSkozenych bazi po jejich enzymatickém pievedeni
na ssb) elektrochemicky na rtut’ové elektrodé: 1 zlom na 2x10°
nukleotidii; vzhledem k pouZitéemu mnoZstvi DNA (50 ng 3 kb plasmidu)
jde o méné nez 1 fmol produktu poskozeni




Obstoji elektrochemicka detekce poskozeni
DNA ve srovnani s jinymi metodami?

dalsi vyhody:

* rychlost analyzy
o relativne nenakladne zarizeni

* snadno kvantifikovatelna data




Hybridizace DNA




Trocha historie...

Hybridizace DNA

1963 Julius Marmur: renaturace DNA
\\/ /\J /\\/ <
1 denaturace (zahratim)

- 5

= renaturace
- (pomalym ochlazenim)

NN




Hybridizace DNA (RNA) je zalozena na principu tvorby
dvousroubovice ze dvou komplementarnich retézcu

sekvence sondy je navrzena
(syntetizovana) vzhledem k sekvenci
DNA, ktera nas zajima

) GCTTATGCTGGAAT
\\//\\//\\//
GCTTATGCTGGAAT

\/ cilova DNA

je pomoci sondy detekovana




Hybridizace DNA (RNA) je zalozena na principu tvorby
dvousroubovice ze dvou komplementarnich retézcu

Tento princip je v rizném usporadani vyuzivan pri fadé rutinnich analyz:
detekce a identifikace urcitych nukleotidovych sekvenci
«detekce mutaci, ,polymorfismu” v urCitych usecich genomu

sledovani exprese genu




Z praktickych duvodu je vyhodné zakotvit jeden z
retézcu na povrchu

imobilizovana sonda je vystavena analyzovanému vzorku DNA

(RNA)
4\\”/0 ~

pokud vzorek obsahuje viakno DNA (RNA) o sekvenci
komplementarni k sondeé , vVytvori se na
povrchu dvousroubovice (,,duplex”, ,,hybrid*)




Z praktickych duvodu je vyhodné zakotvit jeden z
retézcu na povrchu

(/Q/Qq\

pokud vzorek obsahuje viakno DNA (RNA) o sekvenci
komplementarni k sondeée vytvori se
na povrchu dvousroubovice (,,duplex”, ,,hybrid®)

N




nespecifické molekuly DNA jsou poté odstranény (odmyty)

NN L%

N

pokud vzorek obsahuje vilakno o sekvenci komplementarni
k sondé vytvori se na povrchu
dvousroubovice (,,duplex®, ,,hybrid*)




nespecifické molekuly DNA jsou poté odstranény (odmyty)

nasleduje detekcni krok, pri kterém je zjisteno, zda doslo
k hybridizaci

\/\/\/+

vyhodné je cilovou DNA oznacit dobre detekovatelnou znackou
(radionuklidem, fluoroforem...)




DNA ,,Cipy* (,,arrays*):
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*aplikace mnoha sond soucasné

eaplikace ruznych (ruzné“barevnych*) fluorescencnich
znacek — vysoce paralelni analyza

*komercné dostupné pristroje (Affymetrix...)




Proc vyvoj elektrochemickych biosenzoru?

‘rozvoj genomiky v souvislosti s dokoncenim sekvencovani
lidskeho genomu

sekvence lidského genomu tak, jak je stanovena, je

-analyza (polymorfismy, mutace) je
dulezita (mj. pro diagnostiku dédicnych chorob, sledovani mutaci
v dulezitych genech, vybér vhodné terapie...)

‘klasické metody sekvenovani DNA jsou zdlouhavé a obtizné
-analyza pomoci hybridizace DNA je vyrazneé efektivnejsi

komercne dostupné fluorescencni analyzatory (ve spojeni s DNA
Cipy) jsou nakladné a tudiz vhodné spise pro specializovana
pracoviste

‘potreba novych, ucinnych, siroce dostupnych detekcnich metod

v soucasneé dobeé se zda, ze k tomuto cili by mohla vést cesta pres
vyuziti elektrochemickych metod




Elektrochemicky senzor pro hybridizaci DNA:

elektroda se zakotvenou hybridizacni sondou na povrchu

*hybridizace s cilovou DNA se provede stejné
jako v pripadé optickych senzoru

*odezvou na hybridizacni udalost je

“

samotna sonda

P




Priklady elektrochemickych senzoru pro hybridizaci DNA

NN

sonda s 1nosiny misto guanosint

_cg (paruji se s cytosiny, ale nejsou elektroaktivni)
@)
= |
[0 N
samotna
sonda
E

H.H. Thorp a kol.




Priklady elektrochemickych senzoru pro hybridizaci DNA

elektroda

/
(
)
Q
/
K

druha hybridiza¢ni sonda, modifikovana elektroaktivni znackou,
rozpoznavajici sekvenci v cilové DNA pobliz sondy zakotvené na
elektrodé

lhara a kol.




Priklady elektrochemickych senzoru pro hybridizaci DNA

je-li sonda v konformaci vlasenky, je znacka blizko
povrchu elektrody a poskytuje signal

4%

elektroda

N I\
SN/ v’\v’\v’\v/\

W :

po hybridizaci se znacka oddali od povrchu a signal zmizi

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.




Elektrochemicky senzor pro hybridizaci DNA:

elektroda se zakotvenou hybridizacni sondou na povrchu

tzv. (hybridizacCni
| detekCni krok probiha na stejném povrchu
elektrody)

to vyzaduje hledat takové podminky, za kterych
je pracovni povrch vhodny jak pro hybridizaci
DNA, tak pro elektrochemické méreni




Dvoupovrchova strategie:

‘hybridizace se provede na jednom povrchu (H), ktery pro tento
ucCel optimalizovan; nemusi mit vlastnosti elektrody

*UCinné zachyceni a separace cilové DNA

pote je zachycena cilova DNA z povrchu H uvolnéna a
elektrochemicky stanovena

NN %
VAV ™

detekcni elektroda

AVAV AN

povrch H




Dvoupovrchova strategie:
*hybridizace se provede na jednom povrchu (H), ktery pro tento
ucel optimalizovan; nemusi mit vlastnosti elektrody
*UCinné zachyceni a separace cilové DNA

pote je zachycena cilova DNA z povrchu H uvolnéna a
elektrochemicky stanovena

/\/\/\ detekcni elektroda
AVAVAN




Dvoupovrchova strategie: vyuziti magnetickych nosicu

detekcni elektroda
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Dvoupovrchova strategie:

*metody zalozené na vlastni elektrochemicke aktivite DNA nebo
jejich slozek (,label-free®)

*metody zalozené na znaceni cilovych DNA nebo signalnich
sond:

*komplexy oxidu osmiceleho

‘enzymy

‘kovoveé a metalsulfidové nanocastice

*mikroCastice ,plnené” elektrochemicky aktivnimi

latkami

‘uhlikové nanotrubiCky znacené enzymy




magneticke ¢astice s DNA sondou
biotinylovana cilova DNA

zlaté nanocastice se streptavidinem
vylouceni stfibra na zlaté

COwp

Castice ,,pospojované*
hybridizovanou DNA jsou
magnetem priitazeny k elektrodé a
stfibro je stanoveno
elektrochemicky

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




990 Langmuir,

Magnetic < ) Hybridization
bead+
probe

S
Target :
labeled

bead

=0

Magnetic capture

A B C
Figure 1. Steps involved in the new genoelectronic protocol: (A) Introduction of probe-coated magnetic beads and target-labelec
electroactive beads. (B) Hybridization and magnetic separation. (C) Dissolution of the spheres in acetonitrile, release of the marker
and its chronopotentiometric detection at a glassy carbon electrode. Fe represents the ferrocene marker.

...citlivost 5.1 x10-2! mol level (31 000 molekul)...
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Eigore 1. Multi-target electrical DNA detection protocol based on different
inorganic colloid nanocrystal tmeers. TA) Introduction of probe-modified
magnete beads. (B) Hybridization with the DNA targets. (C) Second
hybridization with the Q-labeled probes. (I Dissolution of QD= and
electrochemical detection,




Proie with pold
nakapartiEls —-—

Probe

¢ Target :...- r

3 [arthrax)

Caplure
Clazs surface

Golden gate. Mew technique detects target DNA (here, anthrax) by using it to link fixed "capture
strands” with "probe strands” attached to current-carrying gold nanoparticles.

Ch. Mirkin et al., SCIENCE, VOL 295, p.1503
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Komplexy OsO, jako elektroaktivni znacky pii
analyze hybridizace DNA

Os-bipy znacené

sekvence komplementarni k
cilovée DNA oligo(T) usek

GAAGAAGAAGAAGAAGAAGAA

(T),-Os,bipy
homopurinovy usek neni \

modifikovan \

- jednoducha pfiprava bez potfeby specialniho
vybaveni a zkusenosti v oblasti organické syntézy




- Os-bipy znacené pro elektrochemické

hybridizacni senzory

signal roste s poctem
modifikovanych thyminu
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B clektrochemické signaly
DNA-Os,L obsahujici
jine ligandy nez bipy:

dT-Os,bipy




m rozdilh v potencialech Ize
vyuzit pf1 hybridizact DNA:
analyza vice sekvenci
soucasne

-0.8 -0.4 0.0
potential (V vs. Ag/AgCI/3M KCl)
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vSechny baze

homopurinova l 2 mM Os,L; 37 °C; 6h
GGA GGECC CCGG  CA GAA
RRRRRRRRRRRRRRRRRRRRR bi 0- CCTACCCGGAGGCCAAGTAC
[l el el el el el el el el el sl el ? 2mM Os’blpy! 20 OC! 2h
ochrana thymint v duplexu

GGA GEECC CCEG  CA GAA
bi 0- CCTACCCGGAGGCCAAGTAC

@ecoscooceoceccoscooc
bez thvmint separace retézcu l
ez thymind, l 2 mM Os,L; 20 °C, 2h
s cytosiny
CCGCCBCCGCCECCGCCEOCG DBsty bi 0- CCTACCCGGAGGCCAAGTAC

mirnéjsSi reakéni podminky




*obvykle biotinem znacené DNA v kombinaci s konjugaty
streptavidinu s enzymy

detekcni elektroda

Wang, J.; Xu, D. K; Erdem, A;
Polsky, R.; Salazar, M. A. Talanta

povrch H 2002, 56, 931-938.




Enzymem znacCené uhlikové nanotrubiCky (carbon nanotubes)
(J. Wang)

Figure 1. Schematic representation of the analytical protocal: (A) Capture
of the ALP-loaded TNT tags to the streptavidin-modified magnetic beads
by a sandwich DMNA hybridization (a) or Ab—Ag—Ab interaction (h). (B)
Enzymatic reaction. () Electrochermcal detection of the product of the
enzymatic reacton at the CNT-modified glassy carbon electrods; ME,
Magnetc heads: P, DNA probe 1: T, DNA target; P, DNA probe 2; Ab,,
first antibody; Ag, antigen; Ab:, secondary antibedy: 5 and P, substrate
and product, respectively, of the enzymatic reaction; GC, glassy carbon
electrade; CNT., carbon nanotube layer.

...citlivost: 1ze detekovat méné nez 1000 molekul)...




Analogicky system lze vyuzit i v “jednopovrchovém usporadani*
(tj. pracovni elektroda = souCasné povrch, na kterem se hybridizuje)

* adsorpce cilové DNA
* blokovani povrchu (5 % BSA)

* hybridizace se sondou zna¢enou biotinem N
* navazani konjugatu streptavidin-fosfataza o "

e produkce 1-naftolu

» méfeni signalu / OH

B o0

carbon electrode

electrooxidation




Analogicky system lze vyuzit i v “jednopovrchoveém usporadani”
(tj. pracovni elektroda = soucasne povrch, na kterem se hybridizuje)

e vyuZzitelny pro analyzu realnych vzorku DNA

amplifikovanych pomoci polymerazové retézové reakce
(PCR)




Hura!! Umim rozlisit
komplementarni a
nekomplementarni sekvenci
DNA s 10-??-molovym
mnozstvim syntetickeho
oligonukleotidu!

&) /
a

elektrochemik

Super... tak ted mi to ukaz s
prirozenou genomovou DNA...

biolog




m Prima hybridizacni analyza s genomovou DNA?

|

>

® to vyzaduje (v pfipadé jednokopiovych sekvenci) rozlisit a
usek DNA dlouhy nékolik malo desitek nukleotidtt mezi
tfemi milardami bp (v lidském genomu), tj. cca 1:10°

® v biologické matrici je to velmi obtizné




m Amplifikace DNA pomoci PCR

|

PCR
V

B klicova technika soucasné molekularni biologie




PCR=replikace DNA in vitro

genomova DNA
(templat pro PCR)




PCR=replikace DNA in vitro

tepelna denaturace dvousrobovice




PCR=replikace DNA in vitro

primer

I A —

+ DNA polymeraza + dNTP

.

primer




PCR=replikace DNA in vitro




PCR=replikace DNA in vitro

tepelna denaturace dvousrobovice




PCR=replikace DNA in vitro




PCR=replikace DNA in vitro

atd.... (poCet kopii useku ,mezi“ primery roste geometrickou radou)




PCR=replikace DNA in vitro

smicha se DNA templat, primery
smes NTP, termostabilni DNA
polymeraza a proces se automaticky

o

cykluje @ ~o N
OO0 @® |
OO® ° ‘;E

@LOOE T
QOODOGC ® |

Sale
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¥
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PCR=replikace DNA in vitro

»pomoci této techniky 1ze ptipravit mnoho kopii presné
definovanych usekit DNA ziskan¢ z biologickeho materialu a ty pak
pouzit pro analyzu

» geneticka diagnostika, usvédcovani pachatell, otci a nemravnych
prezidentu, Jursky park...

»detekce genové exprese: kombinace PCR s reverzni transkripci
mRNA




analyza exprese genu

(gen je pritomen)

_

protein




Detekce PCR produktu pomoci hybridizace na tistenych elektrodach

produkt PCR (neznaceny) jednoduché
predcisteni
pomoci kitu
denaturace
(NaOH)
adsorpce na blokovani povrchu elektrody (BSA)
elektrodu
(NaOH) hybridizace biotinylované sondy
X
elektroda

l

navazani konjugatu streptavidin-fosfataza, produkce 1-naftolu, elchem. meéreni




Analyza exprese genu

gen rbcL : ucCast ve fotosynteze, exprimovan jen v zelenych castech rostlin

,genomova® negativni
RTPOR |, PCR | kontroly

(exprese)

1 2 3 4

tabakovy kalus




Expanze trinukleotidovych opakovani:
dedicne neurodegenerativni choroby

*myotonicka dystrofie (CAG)
syndrom fragilniho chromozému X (CGG)
Friedreichova ataxie (GAA)

diagnostika na urovni DNA: stanoveni pocCtu opakovani




znacena signalni sonda

cilova DNA

vicenasobna hybridizace signalni sondy

o n_-_:::_;‘- Fm

povrch H
eakumulace znacky v dasledku opakovani sekvence
rozpoznavan¢ signalni sondou




elektrod

povrch H

*mnoZzstvi molekul signalni sondy zavisi delce repetitivni
sekvence

*signal roste s poCtem opakovani
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Detekce bodovych mutaci
a jednonukleotidovych polymorfismu

Zamena jedineho ,pismene” geneticke abecedy
v urCitych mistech genomu muze mit zavazné
zdravotni dusledky, pokud

'mutace zabrani spravné expresi dulezitého genu
‘mutovany gen koduje nefunkéni protein
mutovany gen koduje protein s pozménénou funkci

diagnostika na urovni DNA




Figure 5 Electrochemical assay for mismatches through DNA-mediated charge transport. On the right
is shown an electrode modified with well-matched duplex DNA. Current flows through the well-stacked
DNA to reduce methylene blue (MB*) intercalated near the top of the film, to leucomethylene blue
(LB). LB goes on to reduce ferricyanide in solution, thereby regenerating MB~ catalytically, leading to
an amplification of the hybridization signal. In the case of a DNA film containing mismatched duplexes

(left), current flow through the DNA duplex is attenuated, MB* is not reduced, and the catalytic signal
i5 lost




m _ DNA minisequencing*

\ komplementarni nukleotid \
templat /
i x* *
. testovany YTP  + DNA-polymeraza AN
nukleotid . Z

*znacka je zavedena pouze v pripadé pritomnosti komplementarni baze v
sousedstvi primeru

«opticka znacka (,APEX"), elektroaktivni znacka, biotin-streptavidin-enzym
sjednopovrchové (Patolsky a Willner) nebo dvoupovrchové (MF a kol.)
«amplifikace v PCR cykleru




*vétSina zminénych systému velmi dobre pracuje laboratornich
podminkach a na trovni modelovych vzorkit DNA (syntetické
oligonukleotidy)

fada z nich byla uspesné aplikovana 1 pf1 analyze ,,skuteCnych*
cilovych DNA (usektl ruznych genu amplifikovanych pomoci
PCR), vCetn¢ aplikaci v oblasti 1¢karskeé diagnostiky (detekce
genomove DNA patogennich organismu, mutaci v dulezitych
lidskych genech, genove exprese na modeleovych systémech apod.)

'nckteré metody (zeyména ty, které jsou zalozené na vyuziti
nanocastic nebo CNT jako znacek pro DNA) dosahuji extrémné
vysokych citlivosti (v fadu 1000 molekul cilové DNA)




hlavni cil:
*vyvo] elektrochemickych zarizeni umoznujicich citlivou,
specifickou, rychlou a levnou detekci hybridizace DNA

spolehliva analyza PCR-amplifikovanych cilovych DNA
*moZzZnost detekce neamplifikovanych cilovych sekvenci
spolehliva detekce bodovych mutaci

*inkorporace elektrochemické detekce do zarizeni typu ,,DNA
arrays®, ,,chips‘‘; lab-on-a-chip
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