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1. Uvod

Molekuly DNA mohou zaujimat velké mnozstvi ne-
obvyklych struktur. Kromé nejcastéji se vyskytujici pravo-
tocivé formy B a méné Casté pravotoCivé formy A, se za
uritych extrémnich podminek v organismech objevuje
1 levotociva forma Z. Znamé jsou téz vlasenkové struktury
DNA (hairpins), seskupeni Ctyf guaninovych bazi, tzv.
G-kvadruplexy, struktury i-motivu a dalsi malo charakteri-
zované struktury' >, lisici se od klasické Watson-Crickovy
Sroubovice (B-DNA). Pravé tyto struktury mohou hrat
dilezitou roli jak v transkripéni funkci DNA, tak i v pato-
logii' . Vlisenky jsou povaZzovany za mozna rozpoznava-
ci mista pro regulacni proteiny, které tidi dilezité zivotni
cykly®; jsou &asto spojeny s rozvojem opakujicich se
tripletovych sekvenci v fetézci nukleovych kyselin, di-
sledkem cehoz je vyskyt mnoha neurodegenerativnich
onemocnéni (syndrom fragilniho chromosomu, Friedre-
ichsova ataxie, Huntigtonova choroba, aj.)f”g. Z hlediska
struktury se DNA vlasenky sestavaji z jednofetézcové
smycky a kmene tvofeného pary bazi™'’. Za nejkratsi
a termodynamicky nejstabilngjsi vlasenkovou strukturu je
povazovan DNA heptamer se sekvenci d(GCGAAGC)
(cit.)**!°, ktery byl nalezen v replikaénich po&atcich faga
®X174 (cit.'"), herpes simplex viru'2, v promotorovych
oblastech heat-shock genu bakterie E. coli'® a v rRNA
genech’. Struktura uveden¢ho heptameru byla nejdiive
studovana metodami NMR spektroskopie a molekulové
dynamiky®. Diky chiroptické aktivité DNA molekul byly

studovany konformacni vlastnosti heptamerti spektroskopii
cirkularniho dichroismu (CD spektroskopii). Také UV
absorpc¢ni spektroskopie byla doplnéna polyakrylamidovou
gelovou elektroforézou (PAGE)'*'*. Na spektralni vy-
zkum d(GCGAAGC) navézal elektrochemicky vyzkum
a ten ukazal, Ze i cyklickd voltametrie (CV) v kombinaci
s eliminacni voltametrickou procedurou (EVP) muze pfi-
spét ke studiu struktury DNA fragmentt. Dtikazem toho je
napi. prace® pojednavajici o elektrochemické studii této
nejkrat$i a termodynamicky nejstabiln€jsi DNA vlasenky.
Zjistilo se, ze tento DNA fragment poskytuje na rtutové
elektrodé¢ ve vodném pufrovaném prostiedi charakteristic-
ky redukéni signal adeninu a cytosinu (AC pik) a dvojity
oxidacni signdl guaninovych zbytkl (tzv. G pik). Pomoci
drivgjsich elektrochemickych studii a NMR spektralnich
analyz bylo zjiSténo, Zze G pik odpovida oxidaci reduk¢ni-
ho produktu guaninu, ktery vznikd pii velmi negativnich
potencialech. Redukéni proces, jehoz vysledkem je 7,8-di-
hydrogenguanin, neni na rtutové elektrodé pozorovatelny,
nebot’ je skryty v majoritnim proudu vylucovani vodiku.
Skutecnost dvojitého charakteru G piku (viz obr. 1, GI
a GII) byla zpocatku vysvétlovana jednoduchou, lehce
nabizejici se vahou: jeden G signal odpovida oxidaci
guaninu ve smycce (loop) a druhy G signal odpovida oxi-
daci guaninu v kmenu (stem) studovaného fragmentu. Na
tuto praci pozd&ji navéazala prace'’, jez si kladla za cil ové-
Fit spravnost této hypotézy a méla také ukazat, zda diky
rozdilné struktufe DNA fragmentd budou pozorovany
zmény v jejich elektrochemickém a spektralnim (CD
a UV/VIS) chovani. DNA fragmenty (heptamery) se od
sebe lisily riznou stfedovou sekvenci oligonukleotidi
(GAA, AAA, CCC, GGQG), pticemz kmen (dva GC pary)
zustal stejny. Dalo se predpokladat, Zze na zaklad¢é rizné
struktury heptamerd se budou lisit i jejich elektroforetické
pohyblivosti, a proto jako dopliujici metodika byla zvole-
na elektroforéza v polyakrylamidovém gelu. Pravé vysled-
ky PAGE nés vedly k zamysleni nad adsorpci zkoumanych
oligonukleotidi na povrchu rtutové elektrody. Ziskané
elektrochemické experimenty se staly podkladem pro
predkladanou praci, v niz byly sledovany nejen zmény
adsorpéni vrstvy heptamert v disledku vlivu doby adsorp-
ce, ale 1 v dusledku vlivu zmény trinukleotidové sekvence
uprostied oligonukleotidové (ODN) molekuly.

* Tveta Ttiskova je laureatkou Ceny Metrohm za nejlepsi publikaci mladého elektroanalytického chemika do 35 let v roce

2014.
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Experimentalni ¢ast

Cyklicka voltametrie / voltametrie se stejno-
smérnym polarizaénim napétim

Elektrochemické  chovani  studovanych  DNA
heptameri se sekvenci d(GCXXXGC), kde XXX = GAA,
AAA, CCC a GGG (Thermo Fisher Scientific, Ulm, Né-
mecko) bylo sledovano pomoci CV, resp. LSV
v kombinaci s eliminacni voltametrickou procedurou
(EVP).

Voltametricky experiment byl realizovan s vyuzitim
elektrochemického analyzitoru pnAUTOLAB TYPE III
(Metrohm, Switzerland). Métené vzorky byly davkovany
do voltametrické cely osazené tfemi elektrodami: rtutovou
kapkovou elektrodou (HMDE s plochou 0,04 mm?) jako
elektrodou pracovni, argentchloridovou elektrodou (Ag/
AgCl1/3M KCl) jako elektrodou referenc¢ni a platinovym
dratkem jako pomocnou elektrodou. Experimentalni pod-
minky pro LSV byly nasledujici: rychlost polarizace: 200,
400 a 800 mV s'; rozsah potenciali: 0 az—-1700 mV; doba
akumulace: 20, 40, 80, 160 a 300 s pfi potencialu —
100 mV; laboratorni teplota; inertni argonové atmosféra
(99,999 %). Heptamery o koncentraci 2-10° mol I"! byly
rozpustény ve fosfatovém-acetdtovém pufru (pH 5,8; 1 =
0,55 mol I'").

polarizace elektrody

|/UA
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Eliminaé¢ni voltametricka procedura (EVP)

Ziskané voltametrické kiivky byly nasledné vyhlaze-
ny pomoci Savitzky-Golay filtru (Grovein 2). Z vyhlaze-
nych voltametrickych kfivek snimanych pti 200, 400 a 800
mV s byla vypoétena eliminaéni funkce E4, ktera simul-
tanné eliminuje kinetickou a nabijeci slozku proudu a zacho-
vava difuzni proudovou slozku. Této elimina¢ni funkci f{7)
odpovida rovnice: f{I) = 17,485 I — 11,657 I,,— 5, 8584 L,
kde I, a I jsou celkové voltametrické proudy pro polovic-
ni a dvojnasobnou polarizaéni rychlost nez je referen¢ni
rychlost polarizace /. Pro elektroaktivni latky, u kterych
elektronovy pienos probihd v adsorbovaném stavu elimi-
nacni funkce E4 ziskava podobu elimina¢niho signalu ve
tvaru piku-protipiku'® .

Vysledky a diskuse
Voltametricka charakteristika DNA heptamert

Voltametricky experiment ukazal, Zze vSechny studo-
vané¢ DNA fragmenty poskytuji ve vodném pufrovaném
prostiedi (fosfatovy-acetatovy pufr; pH 5,8) na rtutové
elektrodé charakteristicky reduk¢ni signal adeninovych
a cytosinovych residui (AC piky) (v oblasti potencialu
kolem —1300 mV pro A redukéni signal a kolem —
1400 mV pro C redukeni signdl) a charakteristicky oxida¢ni
signal guaninovych residui (tzv. G pik) (obr. 1). Jak jiz bylo
zminéno v Uvodu, oxidacni signal guaninu (GI ~-300 mV
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Obr. 1. Cyklické voltamogramy DNA heptamerii s riznou stiedovou sekvenci nukleotidit d(GCXXXGC), kde XXX = GAA (—),
AAA (----), CCC (-++---), GGG (000) na HMDE ve fosfatovém-acetatovém pufru (pH 5,8). Potencialovy rozsah: 0 az —1500 mV, rych-
lost polarizace: 400 mV s, potencidlovy krok: 2 mV. Koncentrace DNA heptameri: 2 pmol 17!, doba akumulace #,: 60 s, akumulaéni

potencial: =100 mV
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a GII ~ -200 mV) odpovida oxidaci redukéniho produktu
guaninu (7,8-dihydrogenguaninu). Redukce guaninu a tedy
i guaninovych zbytki ODN probiha v oblastech vysoce
negativnich potencialti (vyssich nez —1600 mV ) a prekry-
va se s procesem vyludovani vodiku®'.

Klasicky DNA heptamer se sekvenci d(GCGAAGC)
poskytoval ve shodé s praci® dvojity oxida¢ni signal guani-
novych zbytkd (obr. 1). Tvrzeni, ze jeden G oxidacni sig-
nal pochazi od guaninovych zbytkii ve smycce a druhy G
oxidacni signal od guaninovych zbytkli v kmenu se nepo-
tvrdilo, nebot” dvojity G pik byl pozorovan u vsech studo-
vanych heptamera'”.

Navazujici prace'® nejen dokézala, 7e predchozi tvr-
zeni nejsou Uplné€ jednoznacna, ale ze také nelze jednoduse
z elektrochemického experimentu vysvétlit ptitomnost
dvojitého G oxida¢niho signalu, protoze vSechny studova-
né DNA heptamery s riznou sttedovou sekvenci poskytuji
dvojity G oxidacni signal. Elektrochemickéa data nam po-
skytla odezvy lisici se jednak intenzitou redukénich i oxi-
dacnich signalti a jednak polohou na potencialové ose,
signalizujici ur¢ité strukturni zmény a pfibuznost struktur
vlivem ménici se sttedové sekvence nukleotidi.

Spektralni a elektroforeticka charakteristika DNA
heptamert

JelikoZ elektrochemie nedokéze fici, jaké strukturni
uspotradani zaujima dany heptamer s danou stfedovou sek-
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venci, bylo nutné tyto elektrochemické experimenty dopl-
nit experimenty spektrdlnimi a experimenty spojenymi
s polyakrylamidovou gelovou elektroforézou (PAGE). Na
zaklad¢ spekter cirkularniho dichroismu, hodnot teplot tani
(t,) heptamert a elektroforetické mobility v PAGE vyply-
nulo, Ze GAA a AAA heptamer tvoti vlasenku (¢, = 74,5
a 70 °C), CCC heptamer bimolekularni duplex (z,, = 22 °C).
GGG heptamer s nejvyssi hodnotou teploty tani (¢, =
75,4 °C) a s nejvétsim rozdilem v CD spektrech byl vy-
hodnocen jako ODN fragment s nejstabilnéjsi strukturou
odpovidajici G-kvadruplexu'®. Vysledky PAGE nas moti-
vovaly k dal§im elektrochemickym experimentiim, spoci-
vajicim v objasnéni predpokladd, Ze rtizné usporadané
a rizné kompaktni struktury, pohybujici se v elektrickém
poli rychleji nebo pomaleji, se budou také rizné adsorbo-
vat na povrchu elektrody. V ptedkladané praci se proto
studovala adsorpce heptamerd s riiznou stfedovou sekven-
ci na povrchu rtut'ové elektrody.

Adsorpéni charakteristika DNA heptamert

Ziskané voltametrické vysledky ukézaly, ze GAA
a AAA heptamery (obr. 2 a 3) se strukturou vlasenky vy-
kazuji podobny charakter reduk¢nich i oxidacnich signalt.
Tyto heptamery jiz pfi akumulaci 10 s (pfi potencidlu —
100 mV) poskytuji patrné redukéni piky A a C a oxidacni
signaly guaninovych zbytkl (pfi potencidlech —300 mV
a —200 mV), zvySujici se s ¢asem akumulace. Z hlediska
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Obr. 2. Katodicka (a) a anodicka (c) ¢ast cyklického voltamogramu na HMDE a odpovidajici elimina¢ni voltamogram (b, d) DNA
hepatmeru d(GCGAAGC) pii dobé akumulace: 0 s (—), 20 s (----), 40 s (......), 80 s (000), 160 s (xxx) a 300 s (A A A). Rychlosti
polarizace pro EVP byly 200, 400 a 800 mV"s™". Ostatni experimentalni podminky jako v obr. 1
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Obr. 3. Katodicka (a) a anodicka (c) ¢ast cyklického voltamogramu na HMDE a odpovidajici elimina¢ni voltamogram (b, d) DNA
hepatmeru d(GCAAAGC) pfi dobé akumulace: 0 s (—), 20 s (----), 40 s (......), 80 s (000), 160 s (xxx) a 300 s (A A A). Rychlosti
polarizace pro EVP byly 200, 400 a 800 mV"s™". Ostatni experimentalni podminky jako v obr. 1
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Obr. 4. Katodicka (a) a anodicka (c) ¢ast cyklického voltamogramu na HMDE a odpovidajici elimina¢ni voltamogram (b, d) DNA
hepatmeru d(GCCCCGC) pri dobé akumulace: 0 s (—), 20 s (----), 40 s (......
polarizace pro EVP byly 200, 400 a 800 mV-s™'. Ostatni experimentalni podminky jako v obr. 1
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Obr. 5. Katodicka (a) a anodicka (c) ¢ast cyklického voltamogramu na HMDE a odpovidajici elimina¢ni voltamogram (b, d) DNA
hepatmeru d(GCGGGGQC) pri dobé akumulace: 0 s (—), 20 s (----), 40 s (......), 80 s (000), 160 s (xxx) a 300 s (A A A). Rychlosti
polarizace pro EVP byly 200, 400 a 800 mV-s™. Ostatni experimentalni podminky jako v obr. 1

toho, ze oba G oxidacni signaly se nachazi ve stejné pozici
a maji stejny pomer vysek, pravdépodobné béhem adsorp-
ce nedochazi ke zméné v adsorpcni vrstvé. S casem aku-
mulace se také zvySuji redukéni AC signaly. Po 60 s je
dosazeno adsorpéniho maxima, intenzita redukénich
a oxidacnich signall se jiz dale neméni a zavislost proudo-
vé intenzity piku I, (I, a I,;) na dob¢é akumulace vykazuje
v obou piipadech izotermalni charakter (obr. 6). Eliminac-
ni voltametricka procedura (EVP) poskytuje rozliSitelné
jak A a C redukeni signaly, tak 1 GI a GII oxidac¢ni signaly.
Dokonce, i kdyZz na LSV zaznamu ptevazuje signal A
(u heptameru s AAA), elimina¢ni funkce E4 odhali i mensi
redukéni signal C. Charakter katodickych i anodickych
eliminacnich signalti ve tvaru piku — protipiku potvrzuje
adsorbovany stav heptamerti na povrchu elektrody.

U CCC heptameru se podle struktury bimolekularniho
duplexu dalo pfedpokladat, Ze bude k elektrodé migrovat
pomaleji nez vlasenka. Z obr. 4 vyplyva, ze se CCC
heptamer oproti ptedpokladu na povrch elektrody adsorbu-
je ve srovnani s ostatnimi heptamery nejdiive. Dale je
patrné, Ze s rostoucim ¢asem akumulace dochazi ke zvyse-
ni intenzity oxidanich  signald  guaninu. Po
60 s akumulace je pozorovdna ndhld zména charakteru
oxidacnich signald guaninu, coz mtze signalizovat zménu
ve struktufe studovaného CCC heptameru (pravdépodobné
dochazi k tvorbé struktury i — motivu predpokladajici
vznik C-C" party).
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Uplné odlisné adsorpéni chovéni bylo zaznamenano
v piipadé¢ GGG heptameru (obr. 5). d(GCGGGGC)
heptamer, zaujimajici vysoce kompaktni strukturu tetra-
i oxidaéni signaly a na povrch elektrody se adsorbuje nej-
méné ochotné. Oproti ostatnim studovanym DNA
heptamerim, se v piipadé GGG heptameru s dobou aku-
mulace postupné zvysuji redukéni i oxidacni signaly a neni
zde dosazeno adsorpéniho maxima (obr. 6). Adsorbovany
stav guaninovych zbytki je jen castecné potvrzen elimi-
nacni voltametrickou procedurou, nebot’ i kdyZ by mél byt
eliminacni signal z hlediska poétu G nejvyssi, tak neni.
Elimina¢ni protipiky jsou velmi malé a v porovnani se
signaly ostatnich heptamer( dokazuji, Ze interakce mezi
d(GCGGGGC) a povrchem elektrody neni silnd. Silnéjsi
hém akumula¢nim case (300 s) nezaujimaji zcela findlni
strukturu adsorbované vrstvy. Dynamika adsorbované
vrstvy je patrna nejen na GI a GII oxidacnich signalech,
ale i na signalech reduk¢nich (obr. 5a,b), kde EVP nazna-
cuje 2 redukeni procesy, pficemz adenin v tomto heptame-
ru neni piitomen. Jiz zde vznika myslenka, ze u elektrody
miize dochézet k tvorbé dvou riznych forem ODN.

Narast GI a GII oxidaénich piki (od 5 do 65 nA)
s dobou akumulace od 0 do 300 s je ukdzan na
obr. 6. Velikost i charakter obou G oxidac¢nich sig-
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Obr. 6. Zavislost oxida¢niho signalu piku guaninu 7;,; (GI) a I, (GII) na dobé akumulace na HMDE pro DNA heptamery s riiznou

stiedovou sekvenci GAA (eee), CCC (xxx) a GGG (A A A)

nald pro d(GCGAAGC) a d(GCAAAGC) se v podstaté
neliSily, a proto zavislost /, na dobé akumulace pro druhy
jmenovany heptamer neni uvedena. Pfi daném pH 5,8 je
limitni hodnota piku 7, GII pro oba heptamery zhruba 1,6x
vys$$i nez I, piku GI. Jina situace je v piipadé CCC
heptameru, ktery vykazuje pfi tomto pH témet stejné limit-
ni hodnoty 7, pro GI i GII. Na zékladé vysledkii gelové
elektroforézy'> se predpokladalo, Ze adsorpce GAA
a AAA heptameru z divodu vyssi elektroforetické pohyb-
livosti bude rychlejsi nez v ptipadé CCC heptameru, vyka-
zujiciho strukturu bimolekularniho duplexu. Ukazalo se,
ze opak je pravdou. Pfi¢inou tohoto chovani muze byt
rychla tvorba hemiprotonovanych C-C" part, tj. i-motivi
s kladnym nabojem, elektrostaticky interagujicim
s negativné nabitym povrchem elektrody. Ve srovnani
s CCC heptamerem 1ze u GGG heptameru pozorovat i pfi
nejdelsi dobé akumulace (300 s) ptiblizné€ poloviéni hod-
noty GI a GII pikd.

Zavér

DNA fragment d(GCGAAGC), vyskytujici se
v pocatecnich replikacich faga ®X174, herpes simplex
viru, v promotorové oblasti heat — shock genu bakterie
E. coli a v TRNA genech, je stale v centru biologického
a biochemického vyzkumu. Tento zndmy DNA fragment
nas navedl na studii vztahu struktury a funkce ostatnich
heptameri s ménici se tripletovou sekvenci v centru mole-
kuly ODN (AAA, GGG, CCC). Obména centralni Casti
ODN byla zvolena proto, Ze se ptivodné piedpokladalo, ze
zdvojeni G oxida¢niho signalu je disledkem postaveni G
v kmenu (stem) a ve smycce (loop) prvotné zkoumaného
d(GCGAAGC) fragmentu. Experimenty vyvratily tento
pfedpoklad. V této praci jsme se vénovali studiu interakce
heptameri s povrchem rtuti s cilem odpoveédét na otazku,
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do jaké miry jsou schopny A + C redukéni signaly a G
oxida¢ni dvojpiky odraZet strukturu heptameri ovlivné-
nych rozdilnou trinukleotidovou sekvenci ve stfedu
heptameru. Guaninové zbytky d(GCGGGGC) ve struktuie
kvadruplexu nejsou ochotné meénit strukturu a redukéni
a oxida¢ni odezvy jsou proto nejniz8§i. Také interakce
kvadruplext s povrchem elektrody je slabsi nez interakce
vlasenkovych struktur d(GCGAAGC) a d(GCAAAGC)
a duplexovych struktur d(GCCCCGC). Vyzkum ukazal, ze
mald zména stiedové sekvence méni nejen jejich strukturu
(tetramolekularni  kvadruplex, vlasenka, bimolekularni
duplex), ale i elektrochemické a adsorpcni vlastnosti na
nabitém fazovém rozhrani. I kdyz je elektrochemie schop-
na reflektovat rizna strukturni usporadani studovanych
heptamert, jejich riznou interakci s povrchem elektrody je
velmi uzite¢né doplnit vysledky elektrochemické studie
vysledky ziskanymi pomoci ne-elektrochemickych metod,
jako jsou UV-Vis absorpcni spektra s vyuzitim chiroptic-
kych vlastnosti ODN a separa¢ni metody zastoupené gelo-
vou elektroforézou (PAGE).

Tento vyzkum byl financné podporovan uvedenymi
projekty: 1) Centrum SIX CZ. 2.1.00/03.0072, 2) MUNI/
A/0972/2013 a 3) LH 13053 KONTAKT II (MSMT CR).
Autorky dékuji pani prof. M. Vorlickové a pani dr. Ivé
Kejnovskeé za doplijici experimenty a diskusi CD spekter,
které nebyly sice souldsti této prezentované prdce, ale
prace publikované v roce 2014 v Electroanalysis, ale které
pomohly k objasnéni adsorpcniho chovdni studovanych
heptamerii.
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Cena Metrohm

I. Ttiskova and L. Trnkova (Department of Chemis-
try, Faculty of Science, Masaryk University Brno, Kameni-
ce): The Adsorption of Heptamers with Different Cen-
tral Nucleotide Sequence at the Mercury Electrode

The DNA fragment d(GCGAAGC), occurring in the
initial replication stage of the phage ®X174, in herpes
simplex virus, in the promoter region of the heat-shock
gene of E. coli and in rRNA genes is still in the focus of
biological and biochemical research. This shortest hairpin
guided us to study the relationship between the structure
and function of other heptamers with changing triplet se-
quence in the center of the ODN molecule (AAA, GGG,
CCC). Replacement of the central part of ODN was cho-
sen because it was initially expected that the double peak
of the G oxidation signal is due to the difference in the
positions of G in the stem and a loop of the initially inves-
tigated d (GCGAAGC) fragment. The experiments, how-
ever, did not confirm this assumption. In this work, we
have focused on the study of the interaction of selected
heptamers with the surface of the mercury in order to an-
swer the question to what extent the A + C reduction peaks
and double-peak G oxidation signals are able to reflect the
structures of heptamers affected by different central tri-
nucleotide sequences. Guanine residues d(GCGGGGC)
in the structure of the quadruplex are resistant to structural
changes and the voltammetric responses are therefore
minimized. The interactions of quadruplexes with the sur-
face of the electrode are also weaker than interactions of
hairpin structures d(GCGAAGC), d(GCAAAGC) and the
duplex structure d(GCCCCGC). The presented research
has shown that a small change in the central sequence not
only can alter the structure (tetramolecular quadruplex,
hairpin, bimolecular duplex) but also influences the elec-
trochemical and adsorption properties of these molecules
on the charged interface. Although electrochemistry is able
to detect the various structural layout of the studied hep-
tamers, it is desirable to support the electrochemical con-
clusions with other methods, e.g., UV-VIS absorption
spectra reflecting chiroptic properties of ODNs and separa-
tion methods, such as gel electrophoresis (PAGE).



