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Souhrn

Vramci této bakalafské prace byla prostudovana literatura tykajici se
elektrochemické detekce DNA. Prvni ¢ast prace je vénovana elektrodam, tedy materialim
elektrod pouzivanych k detekci DNA, jejich bazi, nukleotidi a nukleosidl a interakcim
téchto latek s elektrodovym povrchem. V dal$i casti prace je pozornost vénovana a
elektrochemické oxidaci a redukci DNA a bazi na povrchu riznych elektrod. Treti cast
prace se pak zabyva elektrochemickou detekci hybridizace DNA. Ta je sloZena ze tii Casti,
kdy nejprve je pozornost vé€novana spojeni studované casti DNA s elektrodou. Poté
provedeni vlastni hybridizace a v zavéru zplsobim elektrochemické detekce tohoto

procesu.

Kli¢ova slova
elektrochemické detekce DNA
detekce hybridizace DNA
voltametrie

uhlikové elektrody



Summary

In this bachelor thesis, the literature about electrochemical detection of DNA was
reviewed. The first part of this work is devoted to electrodes used to detection of DNA,
their bases, nucleotides and nucleosides, and to interaction of such species with electrode
surface. In the second part, the attention is focused on the electrochemical oxidation and
reduction of DNA and its bases at the surface of different electrodes. The third part of
thesis deals with electrochemical detection of DNA hybdridization. It is consisted of three
section, where firstly immobilization of DNA at the electrode is discussed, then the
hybridization process is described and finally the methods of electrochemical detection of
DNA hybridization are outlined.

Keywords
electrochemical DNA detection
detection of DNA hybridization
voltammetry

carbon electrodes.
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1. UvoDp

Molekula DNA byla objevena vroce 1869 Svycarskym Iékafem Miescherem.
Tehdejsi postupy ovSem nedovolovaly ziskat DNA v tak potiebné Cistoté, aby mohla byt
dale zkoumana. V roce 1952 byla Jamesem Watsonem a Francisem Crickem objevena
jeji dvousroubovita struktura. S postupnym rozvojem genetického inzenyrstvi dochazi i
Kk rozvoji riznych oblasti zabyvajicich se vyzkumem DNA, jejich vlastnosti a moznosti
vyuziti jako je napf. geneticka daktyloskopie, studium genetickych mutaci atd.

DNA se sklada ze ¢étyf zakladnich bazi, pyrimidinovych bazi thymin a cytosin,

purinovych bazi adenin a guanin (obr.1l), z cukerné slozky 2-deoxyribosy a kyseliny

fosforecné.
pyrimidinové baze purinové baze
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Obr. 1 Purinové a pyrimidinové baze vyskytujici se v DNA [67]
Baze spojené s deoxyribosou se nazyvaji nukleosidy (cytidin, thymidin, guanosin a

adenosin). Jejich estery s kyselinou fosforeénou se pak nazyvaji nukleotidy.

2. ELEKTROCHEMICKE VLASTNOSTI DNA

2.1 Rtut'ové elektrody

Béze, nukleotidy a nukleosidy jsou povrchové aktivni latky. Tuto povrchovou
aktivitu vykazuji 1 jiné slou€eniny, napi. organické molekuly. I ty jsou siln€ adsorbovany
na rtutovych elektrodach v Sirokém rozsahu potenciali. Méfeni impedance vzdjemného
ovlivitovani nukleovych kyselin a jejich soucasti s elektrodovym povrchem se objevilo uz
v roce 1961 [1+2]. Diferencialni kapacita elektrodovych dvojvrstev je citlivym
indikatorem adsorpce. Pokud jsou nukleové kyseliny (NA), baze NA, nukleotidy a
nukleosidy adsorbovany na povrchu elektrody, vytlaci z povrchu elektrody molekuly a
ionty rozpoustédla a tak snizi hodnotu diferencialni kapacity elektrodovych dvojvrstev.

K tomu dochdzi vlivem vyssi dielektrické permitivity rozpoustédla oproti nukleovym
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kyselinam. Nejvice jsou na rtutovych elektroddch adsorbovany baze guaninu. Zavislost
povrchové koncentrace adsorbovanych molekul na jejich celkové koncentraci byla
popsana Frumkinovou a Isingovou adsorp¢ni isotermou [3].

V roce 1965 bylo objeveno, ze baze nukleovych kyselin maji mimotadné vysokou
schopnost zorganizovat se spontanné na povrchu elektrody a podstupovat dvojrozmérnou
kondenzaci za vzniku monomolekularni vrstvy [4]. Témito vysokymi kondenza¢nimi
schopnostmi bazi nukleovych kyselin se 1i§i od vétSiny dalSich odvozenin purinu a
pyrimidint, které se aktudlné nevyskytuji v nukleovych kyselinach (jako isocytosin,
isoguanin, xantin). 2-D kondenzace byla pozorovana u nékterych halogen-, aza- a methyl
derivati z béznych bazi nukleovych kyselin a vétSinou nukleosidy a nukleotidy bézn¢ se
vyskytujici v nukleovych kyselinach. Hnaci silou 2-D kondenzaci bazi nukleovych
kyselin je tvorba vodikovych vazeb mezi plochami orientovanych adsorbovanych molekul
anebo vzajemné ovliviiovani mezi kolmymi adsorbovanymi molekulami, tj. sily, které
jsou odpovédné za stabilitu dvojitého spiralovitého uskupeni DNA.

V piitomnosti kompaktnich filmi z bazi nukleovych kyselin, nukleosidi anebo
nukleotidd, které jsou stabilni jen vrozmezi uréitych elektrodovych potenciald, se
vSechny molekuly rozpoustédla na povrchu elektrody nahrazuji kondenzovanymi ¢astmi
nukleovych kyselin, tim se znacné zmens$i diferencialni kapacitance elektrodové
dvojvrstvy a objevi se charakteristicky propad na kiivce kapacitance-potencial(C-E) a
ostry vrchol na cyklickém voltamogramu. Takové snizeni kapacitance byly poprvé
pozorovany Lorenzem v roce 1958 v nenasyceném roztoku kyseliny noniové [5] a
vysvétleny utvafenim kondenzovaného filmu na povrchu elektrody. Pozice proudovych
maxim na cyklickém voltamogramu (CV) a minim na C-E kfivkach zavisi na sméru
potencialového skenu (hystereze) a tloustka kondenzovaného filmu se sniZuje s rostouci
teplotou. Tyto charakteristické rysy jsou typické vlastnosti 2-D fyzikaln€ sorbované
kondenzované filmy.

Z teplotni zavislosti $itky minima anebo z méfeni povrchovych napéti a z prubéhu
adsorpénich izoterem mohou byt urCeny interakéni energie adsorbovanych molekul a
plocha obsazené jednou absorbovanou molekulou [3]. Tato plocha dava informaci o
orientaci molekul na povrchu elektrody (adenin a uracil v rovinné orientaci zabiraji asi 0,6
nm? a v kolmé orientaci asi 0,4 nm?) [6]. U neutralnich bazi je kapacitancni propad
obvykle pozorovan blizko potencidlu elektrokapilarniho maxima (potencidlu nulového
naboje). lonty halogenii mohou navodit druhou oblast potencialtt kondenzace, coz bylo

pozorovano u adeninu [7] a cytosinu [8]. Existence dvou oblasti potencialit kondenzaci
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byla vysvétlena riiznou orientaci adsorbovanych molekul v téchto oblastech. Orientace
bazi a nukleosidii v kompaktnim filmu, vliv ionti v rozpoustédle a substituent bazi na
formaci filmu a energii vzdjemného ovliviiovani mezi bazemi ve filmu byly dale

studovany v [9].

2.1.1 Rtut'ové filmové elektrody na uhlikovych substratech

Pted vice nez 35 lety bylo prokazano, ze uhlikové substraty modifikované rtutovymi
vrstvami, tzv. rtutové filmové elektrody (MFE), mohou byt uspésné pouzity v
elektrochemické analyze a k detekci stop tézkych kovi v Zivotnim prostiedi a
potravinovych vzorcich v rozmezi potenciald jako u rtutovych elektrod [10]. Rtuti
modifikovana uhlikova elektroda spojuje vyhody uhlikovych a rtutovych elektrod. Tyto
elektrody maji Siroky rozsah pracovnich potenciall, priméfenou reprodukovatelnost
povrchu elektrody a jsou méné ovlivnény tenzidy nez pevné kovové elektrody. Pouziti
MFE je omezené kvili kratké stabilité povrchu modifikovaného rtuti (od minut az do
hodin). Moznosti pouziti MFE v elektrochemické analyze riznych anorganickych iontt a
organickych slou¢enin v riznych environmentalnich a analytickych vzorkt byly shrnuty
nedavno [11].

V prubéhu poslednich deseti let byly MFE pouzity pro voltametrické a impedan¢ni
analyzy DNA, RNA a syntetickych polynukleotidt [12].

Bylo ukazano, ze MFE mohou byt vhodné pro studium adsorpce, 2-D kondenzace a
vytvareni uspofadanych vrstev a kinetik fazového prechodu rlznych vrstev slozek

nukleovych kyselin.

2.2 Stribrné elektrody

Wytvareni vrstvy uracilu na Ag(111) a Ag(100) elektrodach ve vodnych roztocich
byly studovany cyklickou voltametrii CV a ze zavislosti kapacitance-potencial [13]. Byla
prokazana existence dvou zieteln¢ odlisnych organizovanych vrstev uracilu na obou
krystalovych rovinach. Prvni z nich byla vytvofena ve stiednich pokrytich a potencialech
blizko u potencidlu nulového naboje elektrolytu a odpovidd 2-D kondenzovanému
fyzikalné sorbovaného filmu. Druhy typ vrstvy byl vytvofen pii kladnych hustotich
naboje a vykazuje extrémni teplotni stabilitu. Tento film byl ur¢en jako chemisorbovany
uracil. Adsorpce 6-methyluracilu, thyminu a 5,6-dimethyluracilu z vodnych roztokti na
Ag(111) byl sledovan CV, métenim kapacity a proudovymi piechody k objasnéni role

povrchu elektrody a mezimolekulovych sil pifi tvorbé uspofadanych vrstev. Z
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vypocitanych volnych adsorpénich entalpii byly stanoveny sekvence stability pro
kondenzovanou fyzikalné adsorbovanou fazi [14].

Byla zkoumana také adsorpce uridinu na Ag(111) a sledovana kinetika mezifazovych
preskupeni zaznamenavanim kiivky zavislosti proudu vs. c¢as. Potencidlem indukované
zmény v koordinaci thyminu na polykrystalickych stéibrnych elektrodach byly studovany
metodou SERS pro kladnéjsi potencialy vzhledem k potencialu nulového naboje az do
konce rozsahu dvojvrstvy. V tomto rozsahu potenciald 1ze ziskat dve odlisné sady spekter.
Oba rozdilné stavy odpovidaji chemisorbovanym fazim thyminu na stfibru, kde se na
povrch vazou ruzné heteroatomy. Pfi méné pozitivnich potencidlech je za vazbu je
odpovédny jeden z kruhovych kyslikovych atomii a molekula se nakloni. Pfi kladngjsich
potencialech vytvaii novou vazbu s povrchem - jeden z dusikatych atomua heterocyklu,
mozna deprotonovany, a molekularni osa se blizi kolmici k povrchu.

Ramanovou a SERS spektroskopii s vyuZzitim stiibrné¢ho koloidu byly identifikovany
dva tautomery deprotovaného uracilu a sledovano jejich jejich zastoupeni v zavislosti na
koncentraci uracilu a pH roztoku [15]. Vzajemné interakce mezi uracilem a
elektrochemicky zdrsnénou stiibrnou elektrodou byly podobné t€ém mezi uracilem a
stiibrnym koloidem. Spektralni zmény zptsobené ménicim se potencialem elektrody jsou
nejspise projevem induktivniho ptisobeni kovu nez reorientaci molekul na povrchu kovu
[15]. S pomoci vySe uvedenych stiibrnych elektrod a SERS byly studovany také
povrchové interakce a orientace molekul adeninu a jeho analog [16], cytosine a jeho

derivatt [17] a hypoxantinu [18].

2.3 Zlaté elektrody

Adsorpce cytosinu na zlaté elektrod¢ z 0,1 M vodného roztoku NaClO4 a HCIO,4 byly
studovany in situ povrchové zesilenou infracervenou absorpéni spektroskopii a cyklickou
voltametrii [19]. Ze spektralni analyzy bylo zji§téno, Ze cytosin je fyzikalné sorbovany pfi
negativnich potencidlech a chemisorbovany pfi kladnych potencidlech. Pii obou
zpusobech sorpce jsou jeho molekuly orientované N(3), C=0 a NH; skupinami smérem k
povrchu. Dvojice redox pikili pozorovanych v cyklickém voltamogramu byla pfipsana
transformaci mezi fyzikalni a chemickou adsorpci.

Bylo ukazano, ze cytidin v kyselém prostfedi (pH 4,2) a neutralnim prostiedi (pH
7,0) tvoril na Au(111) fyzikalné sorbovanou 2-D kondenzovanou vrstvu v rozmezi
potenciala 0,3 V az + 0,07 V [20]. V pozitivnich potencialech (okolo +0,23 V) cytidin
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tvoti v kyselém a neutralnim roztoku uspoiadané chemisorbované vrstvy, které jsou jen
malo ovlivnéné zménou teploty nebo koncentrace.

Adsorpce uracilu na zlatych monokrystalovych elektrodach rizné krystalografické
orientace byla popsana s vyuzitim elektrochemickych a mikroskopickych technik.
Fyzikaln¢ sorbovany film z rovinné orientovanych molekul uracilu spojenych vodikovymi
vazbami se vytvaii na zaporné nabité AU(100) elektrodé. Spolu se zménami
Vv elektronickém stavu adsorbovaného uracilu dochazi pti zméné potencialu ke kladngj$im
hodnotam k fazové preméné, az vznikne chemisorbovana vrstva. Dochazi také ke zméné
orientace z rovinné na kolmou a vznika specificky koordina¢ni komplex se substratem Z
infraCervenych spekter lze odvodit, ze uracil a thymin maji podobné koordinacni
uspotadani s povrchem a s obéma exocyklickymi atomy kysliku a deprotonovanym N(3)
¢elné K povrchu ve svisle orientovaném chemisorbatu. Thymin vykazuje mensi
usporadané domény, které jsou rozsifeny v jednom sméru kvuli prostorovym pozadavkim
methylové skupiny na thyminu.

Dvoutetézcové oligonukleotidy (poly(dAsp).poly(dTsp)) adsorbované na zlatych
elektrodach byly zkoumany riznymi technikami véetné CV, QCM, elektrochemickou
rastrovaci tunelovou mikroskopii (EC-STM) a Ramanovou rozptylovaci spektroskopii
(SERS). Vysledky z CV a QCM ukazuji, ze dvouietézcova poly(dAszp).poly(dTsg) tvoii
na zlaté elektrodé nasycenou monovrstvu dvouretézcové DNA (dSDNA) lezici ptimo na
povrchu. EC-STM byla pouzita jako pfimy dikaz, ze dsSDNA vytvafi na zlatém substratu
vysoce usporadanou a kompaktni monovrstvu, zatimco jednofetézcova DNA (poly(dTsp))
se svinuje, a proto nemize tvofit uspofadanou strukturu. Navic bylo pomoci SERS
experimentll prokazana ¢aste¢nd denaturace duplexil v dusledku riznych mezifazovych
orientaci bazi adeninu a thyminu na povrchu zlaté elektrody. DNA modifikovany zlaty
povrch je stabilni v Sirokém rozsahu potenciald [21]. Organizované monovrstvy
oligonukleotidi na polykrystalickém Au a monokrystalu Au(111) byly studovany
Wackerbarthem a vysledky byly shrnuty do kapitoly knihy [22].

Komplementarni fetézce DNA (ssDNA), navdzané jeden na zlatou elektroda a druhy
ke zlaté nanocastici, byly hybridizovany na povrchu k vytvofeni samoorganizovaného
dsDNA mostu mezi dvéma zlatymi kontakty [23]. Adsorpci ssDNA monovrstvy na
kazdém ze zlatych rozhrani se vylouci nespecifické interakce dsDNA s povrchem a
mustek vznikd jen pii hybridizaci. PouZit4 technika kromé dobrého elektrického kontaktu
nabizi také topograficky kontrast mezi zlatymi nanocéasticemi a nehybridizovanym

povrchem a umoziuje presné zjisténi umisténi mostu pro elektrickd meétfeni. Byly
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provedeny reprodukovatelné AFM experimenty méfeni vodivosti a byly zjiStény
vyznamné rozdily mezi vodivosti ss- a dSSDNA.

Molekuly DNA byly adsorbovany specificky na zlatych povrsich. Specificita
adsorpce byla fizena novym pfistupem, pii kterém byl zlaty povrch nejprve blokovan
hydrofobni vrstvou (C18-SH) do rtizné miry s naslednou adsorpci thiolované DNA.
Technika byla aplikovéana pro kratké i dlouhé tet€ézce DNA. Bylo prokazano, zZe reaktivita
thiolovanych kratkych fetézci DNA pii vazebné reakci je v pritomnosti alkylthiolové
vrstvy vic nez fadoveé zvySena. Tato metoda blokovani je diky hydrofobni a izola¢ni

povaze vrstvy C18-SH vrstvy vyhodna pro elektronicka méfeni [24].

2.4 Médéné elektrody

Bylo pozorovano, Ze molekuly b4dzi DNA tvofi mélo rozmérné superstruktury na
Cu(111) povrsich diky vodikovym vazbam mezi molekulami a stejné orientaci bazi na
povrchu. Formace charakteristickych samoorganizovanych struktur zavisi nejen na
pokryti molekulami, ale také na rychlosti depozice, a oba parametry naznacuji, ze
dynamicky proces na povrchu hraje dilezitou roli pii jejich tvorbé. Zadznamy z STM
odhalily, ze chemicky inertni Cu(111) substrdt umoznuje molekuldm difundovat po
povrchu a spontanné vznikaji jejich vlastni jedineéné struktury: adenin do
jednorozmérnych molekularnich fetézcii, thymin do 2D ostravki, guanin do 2D ¢tvercové
miizky a cytosin do jednorozmérnych klikatych molekularnich shlukd tvoticich sit’ [25].
Bylo objasnéno, Ze nejstabilnéj§i dimery, svazané vodikovymi mistky, hraji velmi
dilezitou roli jako zarodek pifi samoorganizovaném uspotradani molekul adeninu. Tyto
difunduji v substratu a shlukuji se do dvou odliSnych charakteristickych superstruktur,
jednorozmérné fetézcové a dvourozmérné hexagonalni, diky dvéma odlisnym zpiisoblim
tvorby vodikovych vazeb pfinizkém pokryti a malé rychlosti depozice. Také bylo
zjisténo, ze adenin chemicky modifikovany alkyl fetézcem, ktery brani tvorbé
zarode¢ného dimeru, vytvaii ndhodn¢ shromazdéné malé shluky. Nové struktury ze
samoorganizovanych molekul uracilu byly také pozorovany pii nizsi teplot¢ na Cu(111).
Izolované uracilové trimery Se vytvareji pifi nizkém pokryti, zatimco pii vyS$$im pokryti
vznikaji 2-D ostrivky s hexagonalni superstrukturou. Dominantni sila odpovédna za
formovani trimerii a ostrivki je elektrostatickd interakce v disledku tvorby anizotropnich
vodikovych vazeb mezi molekulami uracilu.

Semi-empiricky vypocet molekularnich orbitald indikuje existenci pievazné

stabilnich dimernich struktur pro guanin, cytosin a adenin, zatimco takové jevy nebyly
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pozorovany mezi moznym thyminovym dimerem a dokonce trimer strukturami. Na
zaklade teoretickych a experimentalnich vysledka lze tvrdit, ze tvorba vySe uvedenych
zarodku je rozhodujici proces pti 2-D samoorganizovaném formovani molekul bazi DNA
na povrsich Cu(111) [26].

STM obrazky poly(dA-dT)-poly(dA-dT) a poly(dG-dC)-poly(dG-dC) adsorbovanych
na Cu(111) substratech odhalily, ze tyto dvé molekuly DNA maji rizné adsorbované
struktury a topografické vysky. Pozorované strukturalni rozdily jsou pfisuzovany rozdilim

ve stabilité part bazi adenin-thymin a guanin-cytosin [27].

2.5 Bizmutové elektrody

Metoda elektrochemické impedance byla vyuzita pro kvantitativni studium kinetik
adsorpci uracilu na plose monokrystalu bismutu ve vodném prostiedi Na;SO4. Analyza
dat impedance ukazuje, Ze adsorpéni proces uracilu je komplikovany a je omezeny
smisenymi kinetikami, tj. pomalymi adsorpénimi a difuznimi kroky. Analyza z riznych
zavislosti ukazuje, ze pfi malych frekvencich a vyssich koncentracich uracilu je mozné 2D

shlukovani jeho molekul [28].

3. ELEKTROCHEMICKA REDUKCE A OXIDACE DNA

3.1 Redukce a oxidace bazi nukleovych kyselin
V roce 1958 ptisel E. PaleCek [29] na to, ze vSech pét bazi, vyskytujicich se
v nukleovych kyselindch, poskytuje oscilopolarograficky signal. Tento signal byl

zaznamenan pro piislusné nukleotidy i nukleosidy adeninu, cytosinu a guaninu.

3.1.1 Redukce na rtut’ové elektrodé

Redukci na rtutové elektrodé podléha v protonizované formé adenin a cytosin a i
jejich nukleosidy a nukleotidy. Redukce probiha ve vodném prostiedi.

Adenin poskytuje jednoduchou, Sirokou a diftzi fizenou polarografickou vinu
zéavislou na pH (Ey, = -0,975 az 0,084 a pH= 1 az 6). Reduk¢ni vina adeninu ma témeét
stalou vysku aZ do pH 4 nebo 5, kdy se zacne sniZovat se stoupajicim pH a zmizi ptfi pH 6
nebo 7. Mechanismus elektrodovych reakci byl studovan hlavné Janikem a Elvingem

[30]. Redukce adeninu zahrnuje primarni redukci dvojné vazby N(1)=C(6) za vzniku
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1,6-dihydro-6-aminopurin a v dalSim kroku az na 1,2,3,6-tetranydro-6-aminopurin(obr. 2).

Redukéni mechanismus je stejny i u adeninovych nukleotidt a nukleosidu.

NH, H_ NH,

H_NH,

" H N H N
NZ N +2e" +2H* “N +2¢e, +2H+ “N

() X =

5 A p .

W W ¥

Obr. 2 Reakéni schéma polarografické redukce adeninu [31]

Cytosin také poskytuje jednoduchou, na pH =zavisejici polarografickou vlnu
(Exz =-1,125 az 0,073 V a pH= 4 az 6) [32]. Zékladni reakéni schéma zahrnuje rychlou
protonizaci na pozici N(3), kterd vede ke vzniku elektroaktivni latky. Dvou elektronové
redukce dvojné vazby N(3)=C(4), po které dochazi redukci k tvorbé karbaniového iontu.
Jeho protonaci a naslednou deaminaci se regeneruje vazba N(3)=C(4) a vznika
2-oxypyrimidin. Protonace a dalsi jednoelektronova redukce 2-oxypyrimidinu poskytuje
volny radikal, ktery pak dimeruje na 6,6"-bis(3,6)-dihydropirimid-2-on (obr. 3). Stejny

mechanismus redukce je navrzen pro nukleotidy a nukleosidy cytosinu.

NH, _ -
H_ NH, ; H
H N
I | +2¢ , +2H°* \Nﬁ -NH3 Nrﬁ) +e°, +H* 1 Nﬁ
— — i e
2 )\N
" H H "

Obr. 3 Reak¢ni schéma polarografické redukce cytosinu [31]

Guanin mize byt na rtut'ové elektrodé redukovan pti vysoce zapornych potencidlech
blizkych redukci zakladniho elektrolytu [33].

Thymin a uracil jsou redukovany na rtutové elektrodé¢ v nevodnych roztocich.
Katodicka stripping voltametrie a katodicka pienosova rozpoustéci (stripping) voltametrie
vyvinuta Paleckem [34] mize byt pouzita k ur€ovani nizkych koncentraci latek, které

tvofi §patné rozpustné slouceniny se rtutovou elektrodou.
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Baze nukleovych kyselin mohou byt stanoveny pomoci techniky CSV na visici
rtutové kapkové elektrodé (HMDE) v nanomolarnich koncentracich v pfitomnosti malého
mnozstvi méd’nych iontl, kdy se tvoii Spatné¢ rozpustné slouceniny médnych iontld s
purinovymi bazemi [35]. Bylo zjisténo, Ze tyto latky mohou byt akumulovany na povrchu
elektrody bud’ redukci Cu?* jontéi na HMDE nebo oxidaci kapalného amalgamu meédi.
Komplex purinova baze-Cu® byl katodicky nebo anodicky rozpous§tén a na zakladé
ziskaného voltametrického signalu byla mozna detekce purinovych bazi DNA pii velmi
nizkych koncentraci (az desitky pikomolit).

Dalsimi studiemi bylo také zjiSténo, ze ke tvorbé komplexu purinova baze-Cu®
nedochdzi jen na kapalnych rtutovych elektrodach, ale i na pevnych uhlikovych
elektrodach. PFi anodickém rozpousténi komplexu purinova baze-Cu®, ktery je na
povrchu uhlikové elektrody akumulovan elektrochemicky, doslo ke zvySeni oxidac¢nich
signall purinovych bazi DNA.

Pro rozliseni redukénich signali adeninu nebo cytosinu v kratkych syntetickych
homooligodeoxynukleotidech (dA(9) a dC(9)) muze byt pouzita eliminacni voltametrie
s linearnim skenem (EVLS) [36]. Ve srovnani s béznymi elektrochemickymi metodami
(linedrni, diferenéni pulzni a square-wave voltametrie) umoziuje EVLS rozlisit
prekryvajici se signaly s pomoci funkce, ktera eliminuje nabijeci a kinetické proudy (I-c,
I-k) a zachova difazni proud (I-d). Pro adsorbovanou elektroaktivni latku tato eliminaéni
funkce poskytne vyrazny pik-protipik, ktery byl Gspésné vyuzit pii analyze piesahujicich
se reduk¢nich signali adeninu a cytosinu na HMDE. Studovana vySka a potencial signalu
byly ovlivnény pomérem dC(9)/dA(9), Casem akumulace, rychlosti michani b&éhem

adsorpce a pH.

3.1.2 Oxidace na uhlikovych elektrodach

Purinové baze, nukleosidy a nukleotidy jsou oxidovany v Sirokém rozsahu pH na
uhlikovych elektrodéch.

Mechanismy elektrooxidace adeninu na grafitovych elektrodach zahrnuje dvé
nasledné oxidace, spojené s prenosem dvou elektronti a dvou protonti, za vzniku nejprve
2-0xy a poté 2,8-dioxyadeninu. Dale pak dva elektrony oxiduji dvojnou vazbu na
C(4)=C(5) a vznika dikarboniovy ion.

12



N N\ +H,0, -2e-, -2H+ NZ N +H,0, -2¢, -2H+
5 " il =
07 "N
H gy H
NH2 ;_' NH2
N % N <2¢r, -2H* N N
[ =0 ——— 0
e gy
0 | 1 0
H |
H H

Obr. 4 Reakéni schéma elektrochemické oxidace adeninu [37]

Guanin je oxidovan 2 elektrony na N(7)=C(8) a vznika 8-oxyguanin, ktery je ihned
oxidovan v dal$im procesu, kdy dojde k pienosu dvou elektronii a dvou protoni, na
diimin (obr. 5). Tento produkt se sekundarn¢ hydratuje, $té€pi a oxiduje na parabanovou
kyselinu nebo sekundarné hydrolyzuje na oxalylguanidin. Asi 4,7 elektroni jsou
pfeneseny béhem oxidace guaninu, coz odpovida ¢tyfem elektroniim v primarnim procesu
prenosu elektroni plus dalsi elektrony pro vznik parabanové kyseliny. Ke sledovani
oxidace redukcéniho produktu guaninu (7,8-dihydroguanin) muze byt pouzito cyklické

voltametrie.

0 H 0
s s H N . H N
+H50, -2¢7,-2H N -2¢,-2H N -
| 0 ——n >=0
HN \ N

Obr. 5 Reakéni schéma elektrochemické oxidace guaninu [38]

Elektrochemicka oxidace adenosinu a adenosin monofosfatu byla studovdna ve
fosfore¢nanovém pufru v rozmezi pH 1,4 az 9,8 na pyrolitické uhlikové elektrodé [39].

Na zéklad¢ elektrochemické, spektrochemické analyzy a analyzy produkti byl navrzen
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detailni redoxni mechanismus pro vznik produkti oxidace v neutralnim a alkalickém
prostiedi.

Elektrochemickd impedanc¢ni spektroskopie byla pouzita pro studium absorpce a
oxidace guaninu a jeho nukleosidu, guanosinu a adeninu na elektrodé ze skelného uhliku
(GCE) [40]. Impedan¢ni méfeni za riznych koncentraci a s pouzitim riznych potenciali
ukdzalo, ze vSechny tfi baze se absorbuji na elektrodu a blokuji jeji povrch. Ozatovani
elektrody nizkofrekvenénim ultrazvukem pii zaznamu impedancnich spekter zvysilo
transport molekul k povrchu elektrody; dochézelo ke kavita¢nimu ciSténi povrchu a
odstranily se tak siln¢ adsorbované molekuly bazi. Timto zpisobem provedené
sonoelektrochemické experimenty dovolily studovat elektrodovy proces za nepfitomnosti
adsorpce a byly vypocitany rychlostni konstanty oxidace. Oxidace thyminu a cytosinu na
uhlikové elektrodé byla pozorovana Oliveira-Brettem a Matysikem [41].

Voltametricka oxidace vSech monofosfatovych nukleotidi DNA byla studovana
Vv Sirokém rozsahu pH diferen¢ni pulzni voltametrii na GCE. Experimentalni podminky
jako velikost elektrody, sloZeni zékladniho elektrolytu a pH byly optimalizovany pro co
nejlepsi rozdéleni pikid a vyssi proudy. To dovoluje soucasné urceni vSech Ctyt bazi DNA
v ekvimolarnich smésich s detekénimi limity v nanomolarnim rozsahu pii fyziologickém
pH. Bylo mozné také zjistit oxidaci jednotlivych purinovych a pyrimidinovych nukleotid
volnych v roztoku nebo jako monomery v ssDNA.

Smés tuhé epoxidové pryskyfice (GEC) mé nerovny povrch dovolujici adsorpci
oligonukleotidi DNA a volnych bazi DNA za pouziti jednoduchych a rychlych procedur
mokré adsorpce. Na rozdil od dalSich senzort uzivanych pro elektrochemicky
genosenzing jsou oxidaéni potencialy pfi pouziti této elektrody mnohem nizsi. Volna
guaninova baze se oxiduje pii 0,35 V, zatimco adenin pii 0,63 V (proti Ag/AgCl). Volné
baze cytosinu a inosinu neposkytuji zadné piky v pracovnim rozsahu potencialii. Oxidace
guaninu v DNA nastane pii 0,55 V, zatimco baze adeninu v DNA jsou oxidovany pfi
0,85 V. Pro specifickou detekci sekvenci tykajicich se bakterii Salmonella byl jako
elektrochemicky snima¢ vyvinut novy hybridizacni genosenzor bez vyuziti znacky [42].
Rozsah hybridizace mezi sondou a cilovou DNA na povrchu GEC byl ur¢en technikou

DPV z oxida¢niho signalu guaninu z cilové DNA.
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3.1.3 Oxidace na diamantové elektrodé

Borem dopovany diamant se jevi jako material, ktery je velmi vhodny pro
elektroanalytickou chemii hlavné kvili jeho vysoké chemické stalosti, vysoké elektrické
mérné vodivosti a velkému rozsahu pracovnich potencidlti ve vodném prostiedi. Posledni
uvedend vlastnost umoznila studium piimé oxidace dvou elektroaktivnich nukleosida,
guanosinu a adenosinu [43]. Borem dopovana diamantova elektroda (BDD) byla nejprve
aktivovana aplikaci vysokych oxida¢nich potenciali dovolujici zvétsit anodicky rozsah
potencialt diky oxidaci CH povrchovych skupin na hydroxyl a karbonyl skupiny.
Guanosin (1,2 V proti Ag/AgCl) a adenosin (1,5 V proti Ag/AgCl) mohly byt
elektrochemicky detekovany s piijatelnym pomérem signal/ Sum. Elektrochemicky vzor
kazdé oxidovatelné baze byl uréen pouzitim DPV v roztocich obsahujicich jeden nebo oba
nukleosidy. Tyto experimenty poukdzaly na adsorpci oxidacnich produktd na
diamantovém povrchu. Skenovaci elektrochemickou mikroskopii byly tyto adsorpéni jevy
zkoumany na mikroskopické urovni. Bylo potvrzeno mozné pouziti BDD elektrod pro

piimé elektrochemické stanoveni syntetickych oligonukleodtida.

3.2 REDUKCE A OXIDACE NUKLEOVYCH KYSELIN

Schopnost nukleovych kyselin (NA) piijimat nebo poskytovat elektrony pfi interakci
s elektrodami byla pozorovana pted vice nez 40 lety [29] a dale byla v pribéhu let
zkoumana v n€kterych laboratofich. Obecné vSak na zakladé nékterych praci panoval
nazor, ze NA jsou elektroinaktivni [44] a mé&li by se znacit elektroaktivnimi latkami. Toto
tvrzeni bylo mylné podporovano v poslednim desetileti, kdy se popularnim stal vyzkum
senzorti hybridizace DNA a mnoho vyzkumnych pracovnikli vyuZzivalo zlaté elektrody
pro elektrochemické studie DNA, na kterych byla DNA elektroinaktivni. Zlaté elektrody
jsou vhodné k fixaci thiolovanych oligodeoxyribonukleotidi (ODN), ale neznacena
chromozomalni DNA se vaze jen slabé a literatury o elektroaktivit¢ NA na téchto
elektrodach je velmi malo. Elektrooxidaci nukleotidi purinu stejné jako nativni a
denaturované DNA na zlatych mikroelektrodach prezentoval Pang [45]. Ferapontova a
Dominiques [46] publikovali v posledni dobé oxidaci guaninu na polykrystalické zlaté

elektrodé€. Pii1 pouziti vhodnych elektrochemickych metod poskytuje DNA i RNA vyrazné
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reduk¢ni a oxidacni signaly na rtutovych elektrodach a oxida¢ni signaly na uhlikovych

elektrodach.

3.2.1 Oxidace na pevnych elektrodach

Oxidace guaninovych a adeninovych zbytkii polynukleotidd na uhlikovych
elektrodach byla uveifejnéna jiz koncem sedmdesatych let [47] a brzo poté byly
voltametrické oxidacni signaly vyuzity ve vyzkumu DNA a RNA. Voltametrické piky
DNA vsak nebyly pfili$ zfetelné a citlivost analyzy DNA a RNA byla podstatné nizsi nez
na rtutovych elektrodach. V roce 1995 bylo ukazano, ze aplikaci propracované korekce na
zakladni linii se velmi zlepS$il tvar oxida¢nich pikii a zvySila se citlivost analyzy
nukleovych kyselin na uhlikovych elektroddch. Pouzitim chronopotenciometrické
rozpoustéci analyzy s konstantnim proudem nebo square-wave rozpoustéci voltametrie se
zvysila citlivost stanoveni DNA a RNA 0 2-3 tady (viz obr. 6) a stala se tak srovnatelnou

s citlivostmi ziskanymi na rtutovych elektrodéch.

sSwWv CPSA
08l A1 Aox
1/ pA ssDNA
8
Gox
0.6 |- dsDNA
4
<
£ 2s/V
I ] [} ] ! | 1
06 0.8 1.0 1.2 14 0.9 11 0.9 1.1

E/V
Obr. 6 Oxidace DNA na uhlikovych elektrodach [48]
SWV...Square wave voltametricka kiivka oligodeoxynukleotidu (AAAAGGAGAG) pied
a po korekci na zakladni linii. Na obrazku jsou oxidacni piky adeninu a guaninu.
CPSA...Chronopotenciometricka striping analyza ds a ss DNA. Je zobrazen jen oxida¢ni

pik guaninu.
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Dalsi zlepSeni pro analyzu nukleovych kyselin bylo neddvno dosazeno pouzitim
uhlikovych vlaknovych mikroelektrod v nemichaném roztoku a pfi nizké iontové sile a
pouzitim uhlikovych nanotrubiéek, jejichz moznosti jesté nebyly plné vyuzivany. Docela
nedavno Brett [49] poukazal, ze kromé& guaninu a adeninu také pyrimidinové baze jako
cytosin a thymin mohou poskytovat oxida¢ni signaly pii vysoce pozitivnich potencialech
na uhlikovych elektrodach.

Aplikace uhlikovych nanotrubicek Vv elektroanalyze nukleovych kyselin a zvlasté
biosensorech je velice slibna. Jsou to utvary 10000x ten¢i nez lidsky vlas. Tyto trubicky je
mozné pfipravit vybojem v oblouku mezi dvéma uhlikovymi elektrodami, laserovou
ablaci uhliku anebo chemickou depozici par. Uhlikové nanotrubicky mohou zlepSovat
elektrochemickou reaktivitu dilezitych biomakromolekul vcetné oxidace guaninovych
zbytkd v DNA. Tyto nanotrubi¢ky také mohou fungovat jako rezervoary enzymii a dalSich
katalyticky aktivnich slozek v DNA senzorech, zvlast¢ v kombinaci s dvoupovrchovou
technikou.

Mezi dalsimi pevnymi elektrodami aplikovanymi v elektrochemii nukleovych
kyselin jsou stfibrné a médéné elektrody. Na médénych elektrodach ve spojeni s AC
voltametrii byly pozorovany signaly oxidace cukernych zbytki a tato metoda byla pouZita
pro stanoveni nukleotidi, ODN a DNA. Thorpova skupina studovala oxida¢ni odezvy
DNA méfené ITO elektrodami modifikovanymi nitrocelulézovymi nebo nylonovymi
membranami nebo se samoorganizovanymi monovrstvami dikarboxylatu [50-51].
V téchto experimentech byla DNA navazana na elektrodu bud’ kovalentni vazbou nebo
adsorpénimi silami v modifikované vrstvé. Cista ITO elektroda DNA neadsorbovala.
Oxidace guaninu v DNA byla zprostiedkovana redoxnim chelatem kovu [Ru(bipy)s],
ktery pienasel elektrony na povrch elektrody z DNA bud’ v roztoku nebo jako fixovany na
film modifikatoru [50+51]. Rovnéz byla pouzita metoda fixace redoxniho mediatoru

na ITO elektrodu modifikovanou elektropolymerizovanym poly[Ru(bipy)s] filmem.
3.2.2 Redukece

Doposud byla elektroredukce nukleovych kyselin pozorovdna vyhradné na rtutovych
elektrodach. Rtutové elektrody jsou zvlasté citlivé na malé zmény v konformaci DNA
zpusobené nukleazami, chemickymi a fyzikalnimi Cciniteli, které zahrnuji i ionizacni
zatfeni. Linearni nativni dvoufetézcova DNA V neutralnim pH a nizkych iontovych silach

neposkytuje zadny polarograficky reduk¢ni signal (na DME) pii pokojové teploté [52]
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dokonce ani pii koncentracich 0,5 mg/ml. Denaturovana DNA a dalsi jednoifetézcové NA
(SSNA) obsahujici adeninové anebo cytosinové zbytky byly za stejnych podminek
polarograficky redukovatelné. Polarograficky signal poskytnuty denaturovanymi
chromozomalnimi ssNA byl dost nizky kvuli pomalému transportu jejich molekul
k elektrodé. Klasicka polarografie tak neni ptili§ vhodnou technikou pro biochemickou
analyzu pozadujici citlivéj$i metody. Derivacni pulzni polarografie (ktera byla pouzita pro
analyzu DNA jiz v roce 1960) dovolila detekci ssDNA v uM a mensich koncentracich
(vztazeno k obsahu monomeru).

Jednotetézcové nukleové kyseliny obsahujici cytosin nebo adenin byly
redukovatelné v neutralnim a slabé kyselém pH s polarografickymi (s DME) nebo
voltametrickymi (S HMDE) redukénimi signaly okolo -1,4 V. Protonované formy
nukleovych kyselin byly nevratné redukovany v adsorbovaném stav. V rozsahu pH 6,0 —
8,7 (vzakladnim elektrolytu mravenéanu amonném) byly v denaturované DNA

redukovany zbytky adeninu a cytosinu [53].

4. DETEKCE HYBRIDIZACE DNA

K detekci hybridizace (spojeni dvou komplementarnich fetézci) DNA se nejéastéji
pouzivaji elektrody uhlikové a zlaté. Pribéh detekce je mozné rozdélit do tii krokda.
Prvnim je fixace DNA na povrch elektrody. Poté nasleduje vlastni hybridizace DNA a

naslednd detekce tohoto spojeni.
4.1 Fixace DNA na povrch elektrody

Fixovat DNA na povrch elektrody je mozné metodami fyzikalnimi (adsorpce, fixace
pomoci membran, v gelech nebo pfimo do materidlu elektrody) nebo chemickymi
(tvorbou kovalentnich vazeb). Useky DNA, které podléhaji hybridizaci, se nazyvaji
hybridizac¢ni sondy. Jde o ¢ast fetézce s délkou od 20 do né€kolika tisic nukleotidii, pro
praktickeé uziti je vSak nejvhodné&jsi sonda oligonukleotidova, tj. kratSi nez 50 nukleotidii
[54].

Pivodné se k fixaci DNA vyuzivalo fyzikélni metody fixace na membrany. Material
této membrany byla nitroceluléza. V soucasné dob¢ se kromé nitrocelul6zové membrany
pouzivaji 1 jiné materialy jako je sklo, keramika, kiemiCité membrany, magnetické Castice
nebo nylon ¢i polymery [55]. Lze ale také pouzit elektrody jako napiiklad uhlikové nebo
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zlaté. Techniky fixace DNA zavisi na typu pouzité elektrody, na jejich uziti. Hlavnim
cilem tohoto kroku je zafixovat na povrch elektrody co nejvic DNA a zaroven zabranit

zachyceni nezadoucich latek.
4.1.1 Fixace DNA na uhlikové elektrody

Fixovat DNA muzeme na ruzné typy uhlikovych elektrod, at’ uz jde o pastovou
uhlikovou elektrodu nebo pyrolytickou grafitovou elektrodu, grafit z tuzky, uhlikovou
tisténou elektrodu, elektrodu z uhlikového vlakna nebo ze skelného uhliku [56].

Jednou z moznosti je fixace pomoci adsorpce. Je to proces reverzibilni a zavisly na
koncentraci adsorbované latky, cistoté, iontové sile, pH roztoku, teploté, velikosti
povrchového naboje. Jednoduchou a rychlou je adsorpce elektrochemicka, avsak jeji
nevyhodou je riziko desorpce z povrchu elektrody. DNA se snadno absorbuje na povrch
uhlikovych elektrod imobilizaci za stalého potencidlu.

Dal$i moznosti je fixace v objemu uhlikové pasty. Pro fixaci DNA je touto metodou
vyuzito kifemicitych kulicek, které jsou pokryté vrstvou oxidu titani¢itého. Takto upravené
kuli¢ky jsou vmiseny do materialu uhlikové pastové elektrody [57] a na né fixovana
DNA.

Imobilizace DNA je mozna také s vyuzitim polymeru, ktery je ve formé filmu. Tento
film je spontanné tvoii z reaktivnich monomeri, které jsou pfipraveny elektrochemickou
oxidaci. Vyhodou téchto filmil je jejich moznost vytvofeni i na nerovném povrchu nebo
na povrchu mikroelektrod. V pribéhu elektropolymerace mize dochazet k riznym jevam.
Pokud jsou pfitomny biomolekuly, dochazi k jejich zachyceni do vnittku membrany, 1ze
ovlivnit i jeji vlastnosti ptidavkem dalSich latek do elektropolymera¢ni smési. Nékteré
elektropolymerni vrstvy mohou byt vodivé, coz vede k usnadnéni transportu elektronti
mezi elektrodou a biomolekulami. Nejvyuzivanéjsimi polymery jsou polypyrroly nebo
také polyakrylamidy [58].

Mezi dal$i moznosti patii napf. vazba avidin-biotin, mezi nimiz je silna nekovalentni
vazba, vazba biotinylovanych sond na koloidni vrstvu zlata a neutravidinu nebo

kovalentni vazba —aktivace povrchu.
4.2 Hybridizace DNA

Hybridizaci Ize vysvétlit jako sparovani dvou jednoietézcovych DNA. Vzniké tak

dvou-sroubovice DNA na zakladé parovani bazi dle pravidel Watson-Cricka. Baze cytosin
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a guanin jsou vzajemné spojeny tfemi vodikovymi vazbami, adenin a thymin pak dvéma

vodikovymi vazbami (obr.7).
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Obr. 7 Watson-Crickovo parovani bazi [67]

Pribéh tohoto parovéani zavisi na riznych faktorech, kterymi jsou naptiklad délka
hybridiza¢ni sondy (tedy pocet bazi Ucastnicich se hybridizace), jeji koncentrace,

komplementarita.
4.3 Detekce spojeni

K detekci hybridizace nukleovych kyselin lze vyuZzit metod elektrochemickych,
optickych a metody QCM [59]. Budeme-li sledovat zmény elektrochemickych vlastnosti
mezi jednofetézovou a dvouretézovou DNA, pouzijeme metodu piimé elektrochemické
detekce. Nevyhodou této metody je nizsi citlivost nez pti pouziti indikacnich latek.

Jako indikaéni latky se pouZivaji pfedevsim interkaldtory, které se vazi dovnitt dvou-
Sroubovice [60]. Mezi tyto latky patii napf. ethidium, akridin a dalsi.

Dale se ke znaceni pouZivaji napt. komplexy oxidu osmicelého, organické komplexy
pfechodnych kovil jako je ferocen, enzymy nebo nanocastice.

Oxid osmicely je elektroaktivni latka, pouziva se v kombinaci s vhodnym ligandem a
jako strukturni sonda je ve vyzkumu DNA vyuzivan jiz fadu let. Ligandem, dusikatym
ligandem, muze byt 2,2"-bipyridil, 1,10-fenantrolin a jiné.

Nejcastéji pouzivané enzymy ke znaceni jsou peroxidasy nebo fosfatasy. Pouziti
molekuly enzymu katalyzuje vznik vétsiho mnozstvi elektroaktivnich znacek, které pak
poskytuji elektrochemicky signal.

Vlastni detekce a metoda imobilizace hybridiza¢ni sondy se vzajemné prolinaji.

Obecné lze techniky detekce rozdélit do dvou kategorii. Prvni jsou techniky zaloZzené na
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imobilizaci hybridiza¢ni sondy na povrchu elektrody, tzv. jednopovrchové techniky.
Druhé, dvoupovrchové techniky, spocivaji v imobilizaci sondy na povrch, kde probéhne

hybridizace. Poté se cilova ¢ast vlakna od sondy oddéli a provede se piislusné stanoveni.

4.3.1 Detekce pomoci sond imobilizovanych na povrchu elektrody

Detekce vyuzitim vlastni elektrochemické aktivity DNA

Tato technika je zavisld na elektroaktivit¢ mezi sondou a cilovym vldknem. Tuto
aktivitu zpusobuje odliSnost obsahu nékteré baze. Nejvice tento jev zpusobuje guanin, je
mozno jej stanovit elektrochemickou oxidaci [61]. Principem této detekce je nahrazeni
vSech guanind v sond€ napt. hypoxantinem (jde o derivat purinu), ktery se paruje stejné
jako guanin scytosinem. Pokud se pak objevi elektrochemické signaly, doslo

k hybridizaci s cilovym vlaknem, které guanin obsahoval.

Detekce pouzitim signalnich sond

Pfi této metodé jsou piitomny dvé sondy. Prvni je zakotvena na elektrodé, s niz dojde
K hybridizaci. Poté prob&éhne hybridizace i s druhou, signalni sondou, kterd nese

elektrochemicky aktivni latku, jejiz signal je sledovan.

cilové
viakno

signalni
sonda e

elektroaktivni
znacka~,

Obr. 8 Elektrochemicka detekce hybridizace DNA vyuzitim signalni sondy [67]

Detekce na principu elektrochemického molekularniho majaku

Sonda je za jeden konec zakotvena na povrchu elektrody a na druhém konci je
navazana elektrochemicky aktivni znacka. Pokud nedojde k hybridizaci s cilovym

vldknem, sonda vytvoii strukturu ,,vlasenky“. Elektrochemicky aktivni znacka je
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v blizkosti elektrody a poskytuje elektrochemicky signal. V pfitomnosti cilového vldkna

se vytvoii linedrni dvousroubovice, kterda vzhledem ke vzdalenosti znacky neposkytuje

elektrochemicky signal [62].
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Obr. 9 Elektrochemicka detekce hybridizace DNA pouZitim elektrochemického

molekularniho majaku[67]

4.3.2 Dvoupovrchové techniky

Senzory zalozené na imobilizaci sondy na povrchu elektrody z hlediska
jednoduchosti provedeni stanoveni se jevi jako idealni. OvSem pro stanoveni realnych
vzorkd, kdy je cilové vlakno del$i nez sonda a byva pfirozené¢ dvouretézcové, je lepsi
provedeni hybridizace a detekce na dvou rtiznych povrsich [63]. K provedeni hybridizace
obvykle slouzi magneticky nosi¢ (kulicka z paramagnetického materidlu) nesouci

hybridizaéni sondu. Poté 1ze cilové vlakno oddélit a stanovit ptisluSnou elektrochemickou

metodou.
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Obr. 10 Elektrochemicka detekce hybridizace DNA zaloZena na separaci cilové DNA

pomoci magnetického nosice [67]

Vyhodou tohoto stanoveni je moznost nachytani vétSiho mnozstvi cilové DNA a

povrch pracovnich elektrod neni nutné upravovat k provadéni hybridizace.

Stanoveni purinovych bizi uvolnénvch ze separovaného cilového vlakna kyselou

hydrolyzou

Po probéhnuti hybridizace se sondou umisténou na magnetické kulicce se cilové
vlakno oddéli a uvede do styku s kyselinou chloristou. Tim dojde k uvolnéni purinovych
bazi, ty lze stanovit v komplexech sionty médi nebo rtuti pomoci rozpoustécich

voltametrickych technik na HMDE nebo na amalgamovych elektrodach.

Znaceni cilové DNA komplexy oxidu osmic¢elého

Metoda je vhodna pro cilové useky DNA, které neobsahuji pyrimidinové nukleotidy.

Purinové baze nereaguji s komplexy OsQO;.

Signalni sondy zna¢ené komplexy oxidu osmicelého

Metoda funguje tak, Ze hybrid imobilizovand sonda-cilové vlakno-signalni sonda je
vytvofen na magnetickych kulickach. Postup je srovnatelny s postupem na obrazku €. 9.
Na konec signalni sondy se navazi osmiové znaCky, po odseparovani a oddé€leni
navazanych molekul na magnetickou kulicku se stanovi Os na HMDE ptip. uhlikovych
elektrodach. Tyto signalni sondy jsou zakladem pro diagnostiku nékterych dédi¢nych
chorob [64].
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Znaéeni DNA pomoci mikro- nebo nanocastice [65]

Tato metoda vede ke zvySeni citlivosti detekce. Sonda nebo cilové vlakno DNA je
oznacenO vétsim poctem elektrochemicky aktivnich molekul. Na koncovou ¢ast se navaze
nanocastice napft. zlatd nebo ze sulfidl zinku. Po provedeni hybridizace se ¢astice rozpusti

a stanovi voltametricky nebo rozpoustéci chronopotenciometrickou analyzou.

Vyuziti enzymu pii detekci hybridizace DNA

Pouzity enzym katalyzuje pfeménu substratu na elektrochemicky aktivni indikator,

0s
1-naftylfosfat 1-naftol elchem.
— stanoveni

jehoz signal je registrovan.

primami sekundarni protilatka
protilatka nacena enzymem

Obr. 11 Detekce hybridizace DNA elektrochemickou imunoanalyzou DNA
modifikované Os, bipy s vyuzitim alkalické fosfatasy jako enzymové znacky [67]

DNA, ktera je navdzana na povrch nosice neni nutné odstranovat z magnetickych

kulicek, ale celé se prenese do roztoku a probéhne enzymova reakce jako napft. na obrazku

11.
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5. ZAVER

Vysledky vyzkumu a metody zjisStovani DNA se v praxi vyuzivaji v mnoha oborech.
K vyznamnym patii kriminalistika, soudnictvi, medicina, botanika, archeologie a mnohé

dalsi.

Jednoznacné vysledky testi DNA se vyuziva napf. v soudnich procesech pii

urcovani otcovstvi, kde test DNA je naprosto nezpochybnitelny.

V oblasti  kriminalistiky pak testy DNA stejné nezvratitelné  spolu
s daktyloskopickymi stopami usvéd€uji pachatele trestnych ¢inli na rozdil od nepfimych
dikazi jako jsou pachové stopy, zvukové nahravky a zejména pak ¢asto ménéné vypovéedi

sveédku.

V oblasti vyzkumu v zemédélstvi pomahaji vysledky testt DNA vyzkumnym
pracovnikiim pii Slechténi nejodolngjSich, nejvynosnéjSich uzitkovych odriid rostlin a

vylouceni dédi¢nych chorob.

Obdobné jsou vyuzivany vysledky v badani i v medicing, kde testy DNA jsou
vyuzivany k zjistovani ptipadnych dédiénych nemoci plodu, k vyzkumu v oblasti

diagnostiky a 1é¢eni leukémie jakoz i v dalSich specializovanych oborech mediciny.

V archeologii pak vyzkum pomoci aplikaci testt DNA pomédhaji k urCovani a
rozpoznana archeologickych nalezli, totoZnosti osob, pfislusnosti k uréitym kmenovym

spolecnostem, pii odkryti sidliSt, pohtebist’ atd.

Je moZno konstatovat, Ze rozvoj metod k zjiStovani DNA a jejich praktické
vyuzivani v Sirokém spektru védeckych disciplin je jednim z nejvyznamnéjSich objevl

posledni doby.
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