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Nézev prace: Metoda pro studium oxida¢niho stresu onkologickych pacientii pomoci

pritokové injek¢éni analyzy s elektrochemickou detekci

ABSTRAKT

Oxidacni poskozeni organismu a jeho mechanismy jsou jednim z dlouhodobych cila studia
Vv oblasti biochemie. Latky zpusobujici toto poskozeni, kde jsou nejcastéji skloniovany
biomolekul jako DNA. Diky tomu dochazi k pfeméndm nukleovych bazi v samotném
fetézci nukleotidli na jejich analogy a tim mulze byt pozménéna funkcnost genetického
koédu, coz muze vyustit v patologické jevy. Cilem této prace je ukazat vhodnost vyuziti
elektrochemickych metod pro citlivou detekci produkti oxidace nukleovych kyselin jako
markeru oxida¢niho poskozeni. S vyuzitim metod jako ELISA, pritokovy injekéni systém
a magnetické nanocastice byl navrzen senzor pro detekci 8-OHAG jako marker oxidace
nukleovych kyselin u onkologickych pacientd, ktery byl nasledné uspésné aplikovan.
Pomoci vyvinut¢ metody byly =zanalyzovany vzorky moci u ctrnacti pacientl
trpicich rakovinou prostaty, kde jsme byli schopni rozdélit pacienty do tfi irovni podle
detekované koncentra¢ni hladiny 8-OHdG. Cela metoda je nejen dostatecné citliva, ale
také vhodna pro ucely aplikace do mikrofluidniho zatfizeni zvaného ,Lab on a chip®.
Metoda a jeji technicky zdklad tak poskytuje do budoucna slibny potencial pro ucely

diagnostiky na poli personalizované mediciny.



Thesis: Method for study of oxidative stress in oncology patients using flow injection

analysis with electrochemical detection

ABSTRACT

An oxidative damage of an organism and its mechanisms belong to the main goals of
interest in the area of biochemistry. The substances causing such type of damage, where
oxygen radicals are mentioned mostly, affect an organism on the level of the most
important biomolecules such as DNA. Due to this fact the transformation of nucleic bases
in DNA chain to its analogues occurs and thus the functionality of genetic code may be
changed leading to pathological processes. The aim of this thesis is to show the suitability
of electrochemical methods for sensitive detection of products of oxidation of nucleic acids
as a marker of oxidative damage. Using methods as ELISA, flow injection system and
magnetic particles, the sensor for detection of 8-OHdG as a marker of oxidation of nucleic
acids at oncological patients was designed and successfully applied. By using of developed
method the samples of urine of fourteen patients suffering from prostate cancer were
analyzed. We were able to divide the patients into three levels based on determined
concentration of 8-OHdG. Whole method is not even sufficiently sensitive but it is suitable
for purposes of application into the microfluidic device so-called ,,Lab on a chip®. The
assay and its technical background thus provide promising potential for diagnostics

purposes in the field of personalized medicine.
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Seznam pouzitych zkratek
8-OHdG - 8-0x0-7,8 -dihydro-2'-deoxyguanosin
AIF - faktor indukujici apoptozu
ALP - enzym alkalicka fosfataza
APAF-1 - apoptotické proteazy aktivujici faktor 1
Bax - protein X asociovany s Bcl-2
Bcl-2 - protein (B-cell lymphoma 2)
Bcl-xL - protein (B-cell lymphoma-extra large)
BH3 - Bcl-2 homologni doména 3
DNA - deoxyribonukleové kyselina
ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay
FIA - pratokova injekéni analyza
HDV - hydrodynamicky voltamogram
HPLC-ED - vysoko-ucinna kapalinovéa chromatografie s elektrochemickou detekci
LSV - voltametrie s linedrnim skenem
MAPKSs — mitogenem-aktivované-proteinkinazy
MnSOD - mangan superoxid dismutaza
NF-«B - nukleédrni faktor kappa B
NOXA - immediate early response protein
p53 - protein 53
PEG3 - protein (Paternally-expressed gene 3 protein)
PUMA - modulator apoptdzy regulovany proteinem p53
ROS - reaktivni slouceniny kysliku
RSD - relativni smérodatna odchylka
SFIA - pritokova injek¢ni analyza v zastaveném toku
SIAH 1 - protein (E3 ubiquitin-protein ligase)
SOD - superoxiddismutdza

TNF-a - faktor nddorové nekrozy alfa



1. CILE RIGOROZNI PRACE

Tato rigordézni prace je zaméfena na problematiku oxidacniho poSkozeni organismu
kyslikovymi radikaly na bunééné a molekuldrni trovni a jeho monitoringem, zejména pak
v souvislosti s nadorovym onemocnénim.

Cilem této prace je ukazat vhodnost vyuziti elektrochemickych metod pro citlivou detekci
produkti oxidace nukleovych kyselin jako markerti oxidacniho poskozeni. S vyuzitim
dalSich metod jako jsou ELISA, aplikace pritokového systému a vyuZiti nanocastic byl
navrzen senzor pro detekci markeru oxida¢niho poskozeni u onkologickych vzorkt, ktery

byl nasledné uspésné aplikovan.
Pro tuto praci byly stanoveny nasledujici dil¢i cile:

1. Pfipravit uceleny literarni pfehled o oxidacnim poSkozeni nukleovych kyselin
v souvislosti s onkologickym onemocnénim a vyuziti elektrochemickych metod pro

stanoveni tohoto poskozeni.

2. Aplikovat a zoptimalizovat ELISA metodu pro selektivni detekci 8-OHdG

s vyuzitim alkalické fosfatazy na paramagnetické Castice.

3. Navrhnout a zoptimalizovat zafizeni vyuZzivajici metodu pro mikrofluidni analyzu
obsahu naftolu jako produktu alkalické¢ fosfatdzy pro hodnoceni oxida¢niho

poskozeni nukleovych kyselin.

4. Aplikovat noveé vytvoreny senzor pro analyzu oxida¢niho poskozeni ve vzorcich

pacienti s rakovinou prostaty.



2. UVOD

Kyslik je po dusiku druhou hlavni slozkou zemské atmosféry a diky svym redoxnim
vlastnostem je pro nas velmi dilezitym prvkem, na jehoz kolob€hu zavisi jak naSe preziti,
tak zachovani celé civilizace. Zasoby atmosférického molekularniho kysliku vznikaji
behem fotosyntézy, kdy je tvotren fotolyzou vody. Na druhé stran€ jej redukujeme, pomoci
reduk¢nich ekvivalenti vzniklych béhem citrdtového cyklu a glykolyzy, béhem pochodt
v dychacim fetézci opét na vodu. V roce 1775 britsky védec Joseph Priestley publikoval
knihu s ndzvem ,,Experiments and Observations on Different Kinds of Air* ve které mimo
jiné¢ demonstroval, ze svice hofi rychleji v Cistém kysliku nez v obycejném vzduchu.
Nadnesené teCeno stejné tak jako svici, tak 1 lidskému organismu mulze vice
koncentrovany kyslik ptivodit rychlejsi zkazu.

Molekularni kyslik je diky své vysoké elektronegativité¢ velmi dobrym akceptorem
elektronii a vodikovych protonti pfi kontaktu s vnitinim prosttedim lidského téla. Diky
tomu vzniké fada sloucenin, které vyvolavaji oxidacni stres. Tyto jsou pro organismus na
jednu stranu nebezpecné, ale na druhou stranu jsou biochemicky odbouratelné a maji svoji
dilezitou roli v bunécné fyziologii. Pfi vyrazném nadbytku téchto sloucenin v lidském téle
vSak muze dochazet k patologickym jevim, které mohou vést az ke smrti jedince.
Oxidacni stres v organismu mtize byt vyvolan fadou faktorii, mezi které patii 1 medikace
agresivnimi 1écebnymi pfipravky, které jsou pouzivany pii 1é€bé onkologickych
onemocnéni. Diky velkému poctu enzymovych reakci, kterymi se organismus snazi snizit
akutni oxidacni stres a diky nizkému polocasu rozpadu vétsiny téchto rizikovych sloucenin
je stanovovani trovné oxida¢niho stresu u pacientii pomérné narocné.

Vzhledem k uplatnéni redoxnich mechanismil v této problematice se jako nejlépe
vyuzitelné pro studium na molekularni trovni hodi elektrochemické metody. Dalsi
vyhodou, téchto metod je jejich snadna miniaturizace, nizké provozni naklady a diky tomu
potencial pro uplatnéni v personalizované¢ medicing.

Tato rigorozni prace se zabyva vyvojem elektrochemické metody a jeji
implementace do mikrofluidniho systému pro néasledné rychlé stanoveni oxidacniho stresu

u onkologicky nemocnych pacientt.



3. Literarni prehled

Pojem oxidacni stres je v novodobé historii stale castéji pouzivan nejen odbornou ale také
laickou vetejnosti. Volné radikaly jako chemicky termin jsou znamy od zacatku dvacéatého
stoleti a zahrnuji jak organické tak anorganické molekuly. Od poloviny dvacétého stoleti se
objevuji prvni prace, které volnym radikaltiim ptisuzuji nekteré dulezité biologické role,
predev§im vSak Skodlivost pro zivé bunky [1]. Brzy poté se vSak zacaly objevovat
publikace, které¢ naznacovaly, ze volné radikaly mohou mit 1 fyziologicky vyznam zejména
pro procesy starnuti [1]. Herman Denham a jeho hypotéza zvana ,,Free-radical theory of
aging™ od té doby inspirovala velkou fadu védeckych praci a studii s cilem pfispét co
nejvice ke stavu poznani radikalt, kyslikovych radikalt a radikali kyslikovych sloucenin
ale také dalSich reaktivnich sloucenin, které jsou dnes povazovany za velmi dilezité pro

bunécnou biochemii s vystupy pro klinickou oblast [2,3].

3.1 Oxidaéni stres

Z chemického hlediska je sloucenina nebo atom, ktery je schopen pfijmout dalsi elektron
do svého valen¢niho elektronového obalu oxidant respektive oxidacni ¢inidlo. Na druhou
stranu sloucenina nebo atom, ktery dokaze poskytnout nebo odevzdat elektron ze své
valen¢ni vrstvy se nazyva reduktantem neboli redukénim ¢inidlem. Redoxni reakce, kdy
dochdzi prave k predani elektronu, se G€astni oba typy téchto sloucenin. Takovéto reakce
se odehravaji v biologickych procesech, pfevazné za ucasti vodiku jako reduktantu a
kysliku jako oxidantu. Redoxni reakce jsou zakladem velkého poctu fyziologickych déja
zivych bunck, jako jsou biosyntézy, energeticky metabolismus a regulace. Na druhou
stranu n¢které¢ oxidanty mohou byt pro organismus nebezpecné, protoze mohou odnimat
elektrony 1 molekuldm mimo obvyklé redoxni reakce organismu prospésné. Tento jev lze

souhrnn¢ nazyvat jako oxidacni stres.



3.1.1 Reaktivni formy kysliku

Slouceniny, zplsobujici oxidacni stres lze rozdélit na dvé zdkladni skupiny. Prvni
pocetnéjsi skupinou jsou reaktivni slouc¢eniny kysliku “Reactive Oxygen Species” - ROS
(HO*, H,0,, 102, 02', 03, ROO*, HO;®) a druhou, méné pocetnou skupinou jsou reaktivni
slouceniny dusiku “Reactive Nitrogen Species” — RNS (NO°®, NO,*) [2]. Déile mohou
existovat 1 thiolové a uhlovodikové radikaly, které jsou také potencidlnim plvodcem
oxida¢niho stresu [4]. Reaktivni formy kysliku zahrnuji skupinu oxidantt, kterou tvofi
jednak (volné) radikdly a jednak slouceniny, které mohou volné radikaly generovat.
Radikaly jsou z chemického hlediska molekuly nebo atomy, které obsahuji alespon jeden
orbital s nepdrovym elektronem. Radikdly vznikaji homolytickym S§tépenim kovalentni
chemické vazby, redukei nebo oxidaci. Intraceluldarné mohou vznikat pouze superoxidové
ionty (0;*) a dusikové radikaly (NO*®), avsak pouze 2 % z veSkerych reakci se déje na
urovni fyziologickych podminek jako je mitochondrialni dychéni ¢i fagocytoza [5]. (NO®)
a (0Oy**) radikaly mohou byt pfeménény na hydroxylové radikaly (HO®), alkoxy radikaly
(RO"), peroxylové radikaly (ROO®) a singletovy kyslik ('O,). Nékteré tyto radikaly jsou
dale prevedeny na peroxid vodiku (H»O;), peroxynitrity (ONOQO") a kyselinu chlornou
(HOCI). Ptehled téchto latek je znazornén v tabulce (Tab. 1).

Reaktivni formy kysliku Reaktivni formy dusiku
radikaly reaktivni latky radikaly reaktivni latky
Sup;r;)i)l((lafilovy 0O,* |Peroxid vodiku| H,0, | Oxid dusnaty | NO°® Peroxynitrit | ONOO"
Hydro?(yllovy HO*® Kyselln.:a HOCI | Oxid dusi¢ity | NO,* Dusitan NOy
radikal chlorna
AIkoxyIs;vy RO*® Ozon (OF} Dusi¢nan NOs
radikal
Peroxylovy ROO® Singletovy 19 Nitrosvl NO*
radikal kyslik 2 y

Tab. 1 Tabulkovy piehled hlavnich reaktivnich forem kysliku a dusiku.
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3.1.2 Redoxni rovnovaha

Vyskyt a ptitomnost kyslikovych radikéalii v organismu je diky mnoha procesim velmi
striktné regulovana za pomoci sloucenin, které maji antioxida¢ni ucinek a které jsou tak
schopny tyto radikdly vychytavat, a tim neutralizovat jejich potencidlni negativni efekt.
Tyto reduktanty se v organismu musi vyskytovat v rovnovaze s oxidanty, a pokud je jich
nedostatek, pak mize castéji dochdzet k tvorbé oxidacniho stresu, ktery miize mit za
nasledek tadu patologickych jevi, jenzZ mohou vyustit az ve smrt organismu (Obr. 1).
Na druhou stranu ale také mulze dochédzet v opacném piipadé¢ k redukénimu stresu.
Oxida¢ni stres je asociovan s procesy jako starnuti a kancerogeneze a také tadou
onemocnéni jako jsou Alzheimerova choroba, atheroskler6za a Parkinsonova

choroba [6-9].

Balonce is important

ANTIOXIDANTS

\ 4

«

Obr. 1 ZjednodusSené naznaceni rovnovahy mezi oxidacnim respektive redukénim

stresem zpitsobenym oxidanty respektive antioxidanty. Prevzato z [10].

3.1.3 Antioxida¢ni mechanismy pro regulaci hladiny ROS

Antioxidanty udrzuji rovnovahu proti tvorbé ROS. Jsou to slouceniny, které vyznamné
prispivaji k ochrané proti oxidaci oxidovatelného substratu. Princip jejich pisobeni spociva
v tom, ze mohou poskytnout sviij vlastni elektron ROS a tim je pfeménit na neSkodné
molekuly [1]. Mnoho studii potvrzuje, zZe antioxidanty mohou v organismu fungovat na

ttech odliSnych urovnich: jako prevence proti formovani ROS, jako c¢initelé schopni
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eliminace ROS, a, jako napiiklad glutathion, opravné mechanismy pro opravu
poskozenych molekul. Antioxidacni systémy mohou byt klasifikovany do dvou hlavnich
skupin.

Antioxidacni enzymy, mezi které patii cytochrom c, katalaza, glutathionperoxidaza,
glutathion reduktaza, superoxiddismutaza (SOD) a ceruloplasmin, se v organismu podili na
ochrané proti plisobeni ROS jejich katalyzou nebo konverzi na méné reaktivni nebo
nete¢né formy [11]. Skupina enzymu SOD zahrnuje MnSOD, kterd je lokalizovana
v mitochondrialni matrix a Cu, ZnSOD, které jsou lokalizovany v mitochondrialnim
mezimembranovém prostoru, cytosolu a extracelularnim prostoru. Tyto klicové enzymy
katalyzuji dismutaci superoxidového aniontového radikalu na peroxid vodiku a
molekularni kyslik [12]. Tim tak chrani bunky pfed oxida¢nim poSkozenim a reguluji
bunécnou koncentraci O, a jeho reaktivni produkty ve fyziologickych i patologickych
podminkach. MnSOD je vSudyptitomny metaloenzym, ktery je esencidlni pro preziti vSech
aerobnich organismu od bakterii po ¢lovéka. Je zodpovédny za udrzovani bunécné redoxni
rovnovahy v celém organismu. Peroxid vodiku, ktery vznika pisobenim SOD je nasledné
rozlozen pomoci n¢kolika izoenzymt glutathionperoxiddzy nebo katalazy, které se nachazi
v cytosolu a mitochondriich vétSiny tkani. Aktivita katalazy se stava velmi dilezitou pfi
vysokych koncentraci peroxidu vodiku, ktery je schopna velmi ucinné rozkladat na
molekularni kyslik a vodu. Mikrosomalni glutation-S-transferasa je membranové vazany
enzym existujici ve formé trimeru, ktery katalyzuje konjugaci elektrofilnich sloucenin s
glutathionem a redukei lipidickych peroxidi.

Druhou skupinou antioxida¢nich systémii jsou nékteré nizkomolekularni latky, které
jsou pfitomny v bunkach a vykazuji tak sekundarni obranu proti ROS. Lze také fici, Ze
jsou to reduktanty nebo volné antioxidanty [13]. Mezi nejvyznamnéjsi antioxidanty lze
zatadit glutathion, dalSi slouceniny obsahujici volné sulthydrylové skupiny (thioly),
thioredoxin, vitamin A a provitamin A, vitamin C, vitamin E a vitamin K, koenzym Q10,
kyselinu mocovou, bilirubin ¢i flavonoidy a dalsi. Tyto latky se na ochrané organismu

podili predevsim diky jejich schopnosti zpomalit nebo zabranit oxidaci jiné molekuly.
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3.2 Role ROS v normalni fyziologii

Nizké koncentrace ROS jsou esencialni pro fyziologické funkce v organismu, genovou
expresi, bunécny rust a ochranu proti infekci. ROS se uplatiuji jako simultanni molekuly
pro biochemické procesy v bunce [14] nebo aktivatory aktivnich mist v transkripénich
faktorech jako je nukledrni faktor kappa B (NF-xkB) ¢i aktivator proteinl-1, a to
prostiednictvim reverzibilni oxidace v zavislosti na genové expresi a bunécném ristu. ROS
také mohou neptfimo pusobit na transkripéni faktory aktivaci signalnich transdukénich cest
proteinkindz aktivovanych mitogenem (MAPKs) [15]. ROS se také ucastni biosyntézy
latek podobnych hormoniim (thyroxiny nebo prostaglandiny), a tim mohou urychlovat
vyvojovy proces organismu. Bylo prokézano, ze ROS jsou vyuzivany imunitnim systémem
jako spousté¢ proliferace T-bunék prostfednictvim aktivace NF-kB. Makrofagy a
neutrofilni bunky vytvaii ROS pro usmrceni bakterii, které nasledn¢ fagocytuji. Diky
tvorb& ROS také prendsi faktor nadorové nekrézy (TNF-a) cytotoxicitu na rakovinné nebo

bunky napadené viry, a tak indukuje apoptozu téchto bunck [14].

3.2.1 Role ROS v normalni fyziologii — bunééna smrt

Zvysena koncentrace ROS muze piimo ovlivnit DNA v bunééném jadie a touto cestou
vyvolat kaskadu reakei, které vedou k bunééné smrti. Jednim z dobie popsanych piikladii

takového procesu je znazornén na schématu (Obr. 2).
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Obr. 2 Schéma vyvoje bunécné smrti neuronu, indukované pres protein p53, ktery je
ovlivnén metabolickym signdlem nebo oxidacnim stresem (Prevzato z [10]). Schéma
ukazuje vitah mezi proteinem p53 a jeho zvySenou expresi v piipadé zvySeného
oxidativniho poSkozeni anebo ve spojeni s indukci dalSich signalnich molekul. ZvySeni
exprese proteinu p53 ddle ovliviiuje expresi genii Bax, BH3-only proteinu PUMA a

Noxa. Ddle jsou timto proteinem také ovlivnény proteiny Fas a APAF-1.

V zavislosti na pocateCnim aktivaénim stimulu mize byt aktivace p53 uskute¢néna
riznymi cestami vcetné téch, které obecné pusobi proti aktivaci pS3. P53 svoji aktivitu
vyvolavajici bunéénou smrt vynaklada na zvySenou expresi pro-apoptotickych gena jako
Bax a proteint PUMA a NOXA, které se nasledné pfemistuji do mitochondrii. Zde tyto
proteiny zpusobuji naruseni membranového potencidlu a uvolnéni pro-apoptotickych
faktorti véetné cytochromu c a proteinu AIF. Mnoho transkripénich gent jako Peg3/Pwl,

Siah-1 a SIVA ptisobi podobné diky moznosti interakce s pro-apoptotickymi ¢leny rodiny
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proteina Bcl-2 na Grovni mitochondrii. Dale mtize p53 vyvolat bunéénou smrt transaktivaci
receptoru Fas anebo ,,nadregulaci APAF-1, ktery podporuje kaspazovou dependentni
apoptdzu po formaci apoptosomu s cytochromem c a kaspazou-9 . V neposledni fadé¢ miize
p53 ptimo spoustet apoptdzu po presunu do mitochondrii (u nervovych synapsi, synapticka
apoptoza), kde mohou byt zahrnuty i interakce s Bax nebo Bcel-xL. Vznik mutaci, chyb pfi

translaci a nasledna inhibice proteosyntézy jsou vysledkem téchto poskozeni.

3.3 Poskozeni zptisobena ROS na molekularni urovni

ROS reaguji s mnoha bunéénymi makromolekulami v¢etné proteind, lipidi a DNA.

Proteiny zastavaji v buikdch mnoho vyznamnych funkci, primarné se uplatiuji
jako enzymy, které katalyzuji biochemické procesy v organismu. Proteiny obecné jsou
slozeny z 21 aminokyselin, které vSak diky odliSnosti ve své chemické struktuie, vykazuji
odli$nou afinitu k ROS, a tudiZ i nachylnost k poskozeni. Aminokyseliny jako cystein,
methionin a histidin jsou mimofadné citlivé na oxidaéni poskozeni vzniklé
z hydroxylovych radikali. Pokud jsou lokalizovany v aktivnich mistech enzymu, dochazi
pii ataku ROS k inaktivaci celého enzymu. Je také dulezité zminit, Ze mira oxidace
proteinu zavisi na jeho struktufe, 3D-konformaci, fragmentaci, agregaci nebo piipadné
interakci. Oxidace proteini cCasto vede kjejich degradaci bunécnymi systémy
zodpoveédnymi za eliminaci poskozenych proteint z bun¢k [16].

Lipidy jsou esencialni sou¢asti membran, které obklopuji buniky nebo nékteré z
bunécnych organel, jako je jadro ¢i mitochondrie. Jejich kompletni degradace je typickym
projevem oxidacniho poskozeni. Polynenasycené mastné kyseliny jsou diky dvojnym
vazbam v uhlikovém fetézci senzitivni zejména k atakiim hydroxylovymi radikaly, ale i
ostatnimi ROS. Lipidova peroxidace bunécnych membran tak c¢asto vede k formaci

sekundarnich reaktivnich produktt [16].
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3.3.1 Oxidacni posSkozeni DNA

Ptestoze studium oxida¢niho poskozeni DNA je jednou velmi intenzivné studovanych
oblasti, jsou stile hledany nové vice ¢i méné spolehlivé markery tohoto poskozeni.
Oxidacni poskozeni DNA je indukovdno ROS, které mohou reagovat s DNA, avSak ne
vSechny reaktivni formy kysliku poSkozuji DNA pifimo. Peroxid vodiku a O,*" poskozuji
DNA interakci s pfechodnymi kovy za tvorby chelati nebo v Haber-Weissové reakci
katalyzované kovy, kde je produkovan (HO®)[17]. Déle i Fentonova reakce, ktera se
uplatiiuje pii oxidaci Fe a Cu je jednim z hlavnich zdroji (HO®) radikala [18].

V ptedchozim studiich bylo popséno vice nez 20 raznych mechanismt vedoucich
k oxidaénimu poskozeni DNA a diky tomu formovani téchto derivati guaninu (8-
hydroxyguanin,  8,5’-cyklo-2’-deoxyguanosin,  7,8-dihydro-8-oxoguanin,  xanthin,
hypoxanthin), adeninu (7,8-dihydro-8-oxoadenin, 8,5"-cyklo-2'-deoxyadenosin, 2-
hydroxyadenin,4,6-diamino-5-formamidopyrimidin), dale oxidacnich produktl cytosinu
(5-hydroxycytosin, 5,6-dihydoxycytosin), produktii odvozenych od thyminu a uracilu (5-
hydroxyuracil, isodivalurovd kyselina) a také alloxanu (thymin glykol, 5-
hydroxymethyluracil, 5-formyluracil, 5- hydroxy-5-methylhydantoin a mocovina) [10].

Béhem reakce s purinovymi bazemi je hydroxylovy radikal adovéan na pozice 4, 5,
nebo 8 (Obr. 3A). Adice na pozici C8 guaninu vede k formovani 8-hydroxyguaninového
radikdlu, ktery muze byt nasledné¢ oxidovan za formovani 8-hydroxyguaninu. Tento
produkt mize byt redukovan za soucasného otevieni purinového kruhu a vzniku 2,6-
diamino-4-hydroxy-5-formaminopyrimidinu (Obr. 3B). Struktura adeninu muize byt

modifikovéana stejnym mechanismem.
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Obr. 3 (A) Znazornéni mist pro atak nukleofilu (Cervené Sipky) v ramci jednovliknové
DNA. (B) Schéma formovdni dvou typu oxidacnich produktii guaninu jako je 8-
hydroxyguanin a 2,2,-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin, u kterého dochadzi

k otevireni purinového kruhu. Pievzato 7 [10].

Ze vSech zde zminénych oxida¢nich produktl, 8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosin
patii k tém nejvice slibnym ve smyslu indikace oxida¢niho stresu. Casovy vyvoj v poétu
védeckych praci obsahujicich "8-0x0-7,8 -dihydro-2'-deoxyguanosine (8-OHdG)" ve svém
abstraktu, nazvu ¢i klicovych slovech hledanych v databazi Web of Science od 1991 do
2014 je témét exponencialni (Obr. 4A). V roce 2014, je k zde k datu 12. inora elektronicky
publikovéno jiz dalSich 13 impaktovanych praci. Z hlediska vyuziti 8-OHdG v oblastech
vyzkumu je zde velmi vyrovnané zastoupeni mezi péti hlavnimi vyzkumnymi oblastmi

(Obr. 4B).
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Obr. 4 (A) Schéma vyvoje poctu publikaci cilenych na 8-OHdG v case dle WOS. (B)
Procentudlni zastoupeni jednotlivych védeckych oblasti vénujici se vyzkumu 8-OHdG.

Prevzato 7 [10] a aktualizovano k datu 12.2.2014.

Jedno-vldknové zlomy v DNA jsou casto vysledkem ptimého plsobeni radikald spolu s
chemickou modifikaci purinovych a pyrimidinovych bazi nebo cukr-fosfatové kostry.
Piikladem neptimého piisobeni je aktivace Ca®’- dependentnich endonukledz v jadie, ktera
vede k fragmentaci DNA a celkové k vyvolani procestt bunééné smrti (apoptozy). Dale
muze byt kromé DNA posSkozena fada jadernych proteintl, které maji dilezitou strukturni a
regulaéni roli spojenou naptiklad s transkripci. Vzniklé proteinové radikdly mohou
nasledné¢ reagovat s bazemi za vzniku DNA-protein ,,kiizovych* produktt. Jako vysledek
tohoto poSkozeni dochazi k formovéani mutaci jako GC« AT tranzice a GC < TA
transverze. Tyto maji dale za nasledek chyby v translaci pii biosyntéze proteind, které
mohou vést az k celkové inhibici proteosyntézy. Vznik 8-oxoG (O) v DNA fetézci mize
proteinovych produkti také zabraniuje ,,rozbalovani* chromatinu, jeho néasledné replikaci a
transkripci. Plsobeni hydroxylovych radikdlii na deoxyribéozu vede k odStépeni
vodikového atomu za vzniku uhlovodikovych radikalt. V ptitomnosti O,  radikalt jsou
formovany peroxylové radikaly, které pokracuji do dalSich reakci jako disproporcionace,
eliminace vody, $tépeni vazeb uhlik-uhlik a podobné. V ptipad¢ nizké koncentrace O se

zacne vyskytovat intramolekularni cyklizace, jejimz findlnim produktem je 8,5'-
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cyklopurin-2'-deoxynukleotid. 'O, reaguje zejména s guaninem, za vzniku nestabilniho

endoperoxidu, ktery je dale pfic¢inou vzniku mnoZzstvi rozkladnych produktt.
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Obr. 5 Schéma opravy poSkozeného ietézce DNA pomoci excize bazi za ucasti BER
glykosylazy MutM (OGG1) a DNA glykosylazy MUTYH. Pievzato 7 [10]. Pritomnost
8-0x0G (0) v DNA zpuisobuje transverse z G-na-T, jak je schematicky ukdzdino na cesté
uprostied. Lidska DNA glykozyliza OGG1 a MUTYH jsou zapojeny do excize bazi 7
DNA. OGG1 odstraniuje 8-0x0G z pari 8-0x0G-C, a MUTYH odstrafiuje A z pdru
8-0x0G-A, a oboji generuji AP mista na DNA. Krokové znacend ' oprava ' zahrnuje
ucinky Apurinové/apyrimidinové AP endonukledazy, deoxyribofosfat lyazy, DNA
polymerdzy a DNA ligazy. OGG1 ma také AP lydazovou aktivitu.

3.4 Nadorova onemocnéni

Jako nadorové onemocnéni se oznacuje skupina onemocnéni, které souvisi s enormnim a
nekontrolovatelnym délenim bunék. To muze byt zptisobeno disledkem nékolika faktord,
jako jsou biologické, chemické, fyzikéalni, hormonélni nebo jejich synergii. Svoji roli ale

také hraji vlivy jako dédicnost, v€k, prostiedi a zivotni styl. Nekontrolované déleni je

19



zpravidla zpusobeno mutacemi genetického koédu na urovni DNA, které maji za nasledek
vyfazeni nebo naruseni mechanismu apoptdzy. Obecné nejvice nachylné k témto mutacim
jsou bunky tkani s vysokou frekvenci déleni (dychaci a trdvici soustava) a vysokou

hladinou hormonalni stimulace (prostata, vajecniky, varlata, prsa).

3.4.1 Kancerogeneze a ROS

Piisobeni oxida¢nich mechanismli bylo prokazano jako potenciondlni €initel pfi iniciaci,
promoci a maligniho zvratu kancerogeneze. Vzhledem ke kumulativnimu charakteru rizik,
je s vyssim veékem pacienta spojeno vyssi oxidacni poskozeni DNA, a proto je oxidacni
poskozeni DNA povazovano za ukazatele n¢kterych onemocnéni. Jako jeden z markert je
sledovan 8-OHdG, jehoz ptitomnost je spojena s potenciondlni mutaci DNA v sav¢ich
bunkach. Podporou pro toto tvrzeni je, Ze transverze CG->TA je potencionalné odvozena
z 8-OHdG, jak bylo prokazano in vivo, v RAS onkogenu a tumorovém supresorovém genu
p53 v rakovinné tkani plic a jater. Samoziejmé tato transverze neni jedind a muze také
vznikat CC->TT substituce pifi absenci UV svétla. Ve vnitinich ¢astech tumoru byly tyto
substituce identifikovany jako charakteristické pro mutaci zptisobené ROS [19]. Mnoho
studii naznacuje, Ze né€které nadorové bunécné linie mohou produkovat vyznamné
mnozstvi H,O, bez exogenni stimulace, coZ se projevuje zvysenym oxida¢nim poskozenim
DNA. Gackowski a kol. ukazuji, ze pfitomnost volného mnozstvi nizkomolekularniho
zeleza (LIP) v bunikdch s H,O; rozhoduje o produkei ROS [20]. AvSak mnoho poznatkd,
naznacujicich vztah mezi ROS a nadorovym bujenim, bylo odvozeno nepiimo. Je také
mozné, ze pusobenim ROS se nejen zvySuje poskozeni DNA, ale také se snizuje exprese a
aktivita enzymu, které piisobi v prevenci tohoto poskozeni [21]. Mnoh¢ studie potvrzuji
roli oxidacniho stresu v progresi kancerogeneze, avSak dosud neni pfesné definovdno

v jakém rozsahu.

3.4.2 Nadorové onemocnéni prostaty

Z hlediska déleni nddorovych onemocnéni podle tkanég, ze které vychdzi primarni loZisko
postizenych bunék, patii rakovina prostaty do skupiny karcinomil. Pfesny mechanismus
vzniku a progrese karcinomu prostaty neni dosud objasnén [22], nicméné byla

identifikovana tada rizikovych faktori, které vyrazné zvySuji vznik tohoto onemocnéni.
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Mezi tyto faktory patii vék, genetické predispozice, etnicky pivod a Zivotni styl [23].
Dal§imi zminénymi rizikovymi faktory, které pravdépodobné pfispivaji ke vzniku
nadorovych onemocnéni prostaty, jsou genetické dispozice [24,25], kde riziko vyskytu
karcinomu prostaty je asi trojnasobné pokud rodinna anamnéza obsahuje rakovinu prsu a
karcinom prostaty [26]. Dulezitou roli pfi vzniku a rozvoji tohoto onemocnéni hraji
hormonalni latky androgeny. Z tohoto pohledu lze rozd¢lit karcinomy prostaty na
»androgen-dependentni* a ,,androgen non-dependentni* [27,28].

Vyvoj naddoru prostaty je velmi pozvolny, pficemz agresivni forma se objevuje bez
zjevnych stimulti [29]. Nezhoubny typ nadoru pacienta omezuje minimalné a po léta se
prilis neméni [30], a proto se mlZe stat, ze pacienti s benignim typem nadoru podstupuji
chirurgické zakroky a radioterapie zbytecné. RozliSeni obou variant je totiz velmi obtizné
[31]. Pro tyto ucely je k dispozici soubor vysetieni, kterd 1ze rozdélit na ta, kterd 1) oznaci
podezieni na karcinom prostaty - vySetfeni per rectum a hladiny prostatického
specifického antigenu [32], 1) na =zakladé¢ histologického vySetieni potvrdi toto
onemocnéni - transrektalni sonografie s biopsii prostaty [33], iii) a ostatni vySetieni, ktera
slouzi k ur€eni pokroc€ilosti onemocnéni - magnetickd rezonance [34], CT [35] nebo
pozitronova emisni tomografie [36].

Klicovym faktorem pro léCbu nadorovych onemocnéni prostaty zustava stale
vCasna diagnostika a urceni stddia nemoci, na kterych pak zéavisi celkovd onkologicka
1é¢ba. Onkologicti pacienti jsou vystaveni oxidacnimu stresu at’ uz vlivem onemocnéni
anebo vlivem &by [37-41]. Sledovani zmén urovné oxidacniho stresu za pouziti
jednodussich a pln¢ automatizovanych piistupi miize mimo jiné pfinést moznosti okamzité

zmény léCebného protokolu a pfispét tak k posunu do oblasti personalizované mediciny.

3.5 Analyza oxidacniho stresu pusobiciho na DNA

Diky tomu, Ze je oxidac¢ni stres plisobici na DNA spojen s nddorovym onemocnénim, je
v poslednich letech intenzivné studovan. Antioxidacni systém clovéka ROS rychle
rozklada na sekundarni produkty a tak je jejich stanoveni zna¢n¢ ztizeno. Proto je vhodné
se zam¢fit na detekci téch sloucenin, které vznikaji v disledku poSkozeni proteint, lipida a
DNA, jako jsou malondialdehyd [42,43], skupina izoprostanii [44], pomér hladiny
redukovaného glutathionu (GSH) a jeho oxidované formy disulfidu glutathionu (GSSG)

[45], akrolein [46], 3-nitrotyrosin [47] a dalSich. Jednim z nejsledovanéjSich markera
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oxida¢niho posSkozeni je 8-oxo0-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosin (8-OHdG). Tato latka neni
pfijiména potravou, jeji hladina neni ovlivnéna dietou a je dobfe stanovitelna. Proto je
hladina 8-OHdG ve vybranych biologickych materidlech, hlavné v moci, pokladana za
validni marker oxidacniho poskozeni DNA a v obecnéjs§im smyslu téz jako marker
oxida¢niho stresu [48-50]. Vhodnymi metodami pro stanoveni 8-OHdG jsou v soucasné
dobé vysoko-uc€innad kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci (HPLC-ED)
[51,52] diky které lze sledovat obsah tohoto analytu pfi optimaln€ nastaveném
elektrochemickém detektoru (Obr. 6A). Toto nastaveni je urceno vlozenym aplikovanym
potencidlem na pratokové elektrody. Pro optimalizaci vhodného potencialu je sestaven
takzvany hydrodynamicky voltamogram, ktery znazoriiuje v tomto piipadé maximalni

oxidacni proudovou odezvu v zdvislosti na vloZzeném konstantnim potencialu (Obr. 6B).
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Obr. 6 (A) Chromatogram redlného vzorku moce s viditelnym pikem 8-OHdG (Retencni
cas 5,4 min). Chromatogram byl ziskdan s vyuZitim pristroje HPLC-ED CoulArray. (B)
Souctové hydrodynamické voltamogramy (HDV) pro stanoveni optimalniho

aplikovaného potencialu (800 mV) na detektoru CoulArray. Pievzato 7 [10].

Vice rozsifenymi jsou vSak imunochemické metody [53-55] a hmotnostni detekce
v kombinaci s plynovou chromatografii (GC-MS) [56], hmotnostni detekce s ionizaci za
pomoci elektrospreje (ESI-MS) [57], hmotnostni detekce v tandemu s kapalinovou
chromatografii (LC-MS) [58] a kapilarni elektroforéza [59-61]. Vycet téchto metod
ukazuje zna¢né rozsifeni analyzy tohoto analytu na trovni specializovanych a klinickych
laboratofi. Oproti tomu v oblasti personalizované mediciny neni realnd moznost uplatnéni

takto instrumentaln€¢ narocnych metod. Proto se vyzkum v této oblasti ubira také cestou
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vyuziti jednodusSich metod s jistou moznosti snadné miniaturizace a rapidni redukce

vyrobnich naklada.

3.5.1 Elektrochemické metody pro méreni oxidacniho poskozeni DNA

Elektrochemické metody vynikaji svoji senzitivitou a selektivitou pro stanoveni produktti
oxida¢niho poskozeni DNA. Elektroaktivita nukleovych kyselin je znama jiz mnoho let
[62]. Rtutové elektrody jsou vhodné pro studium molekul, které jsou produkty oxida¢niho
poskozeni DNA. Rtutové elektrody jsou uzplsobeny zejména ke studiu redukcnich
procesi, které probihaji na nukleovych kyselindich [62-65], zatimco ke sledovani
oxidacnich dé&ju, které jsou principem poskozeni nukleovych kyselin se pouzivaji pevné
elektrody, a to predevs§im elektrody uhlikové [66-68]. Ke studiu oxidace adeninu (A),
guaninu (G), thyminu (T) a cytosinu (C) byla pouZita metoda diferen¢ni pulzni voltametrie
na skelné uhlikové elektrodé (GCE), kde bylo dosazeno limitu detekce jednotlivych
nukleotidii niz$i nez 1 uM [69]. Obdobny limit detekce byl i pifi pouziti voltametrie
s vkladanym pravothlym napétim (SWV) na uhlikové pastové elektrodé (CPE). Pii
neutralnim pH, s pouZzitim Ag/AgCl/3 M KCI referencni elektrody, byly pozorovany piky
pii 1.00, 1.28, 1.47 a 1.53 V pro G, A, T a C [70]. Pro stanoveni 8-OHdG lze také vyuzit
sklenénou uhlikovou elektrodu. Limity detekce jsou 5 ng/ml s pouzitim SPE extrakce [71].
Vyhodou skeln¢ uhlikové elektrody je moznost jeji modifikace a tim dosazeni lepSich
limith detekce a zvySeni selektivity, coz usnadnuje pfipravu vzorkd. Vsechny vyse
uvedené metody vSak vétSinou vyuzivaji takzvanych stacionarnich systémt, které jsou
diky své vSestrannosti velmi vhodné pro provadéni charakterizace elektrod, studium
elektrodovych procesti a optimalizaci a vyvoj novych metod pro stanoveni analyti. Pro
konkrétni aplikace s vys$Simi naroky na robustnost, opakovatelnost a miniaturizaci se
daleko vice hodi sofistikované pritokové systémy, které vyuzivaji pfevazné pevnych

elektrod.

3.5.2 Mikrofluidni systémy

Pratokové systémy lze diky dneSnim znalostem fyzikalnich parametri kapalin a diky
pokrokim v oblastech materidlového vyzkumu snadno miniaturizovat a dosahnout tak

vykonu srovnatelného s konvencnimi pfistroji a metodami. K rozvoji miniaturizace
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analytickych zafizeni v této oblasti pfispivaji prace jako pouziti elektrody z uhlikového
vlakna pro detekci 8-OHAG v redlném case na povrchu epitelidlni buiiky [72]. Tyto
elektrody mohou byt implementovany do mikrofluidnich systémi, které vynikaji
jednoduchosti, citlivosti a specifitou stejné tak jako automatizaci a potencidlni
miniaturizaci detek¢nich zatizeni [73]. Vyuzitim elektrochemického detektoru pro analyzu
8-OHdG vznikd mnoho instrumentalnich variaci. V uspotfadani FIA (pritokova injek¢ni
analyza) s amperometrickym detektorem a modifikovanou elektrodou, byl 8-OHdG
stanoven ze vzorku DNA se stejnou senzitivitou, kterou poskytuje vysoko-u¢inna
kapalinova chromatografie. Limit detekce byl 26.6 fg/ml [74]. V jednom z experimentd
bylo prokéazano, ze opakovatelnost stanoveni 8-OHdG pomoci FIA-ED s elektrodou ze
skelného uhliku modifikovanou poly (3-methylthiofenem), je velmi dobré (RSD 0.77%)
[75]. Velkym pokrokem bylo spojeni miniaturizovanych detektort se separacni technikou
[76]. Paramagnetické nebo superparamagnetické ¢astice (MPs) jsou slibnym nastrojem pro
takovéto systémové usporadani [77-79]. MPs, jejichz velikost je v rozmezi nm az mm,
reaguji na vnéjsi magnetické pole a usnadiiuji navazani bioaktivnich molekul diky jejich
afinit¢ k modifikovanému povrchu MPs [80-83]. 8-OHdG tedy nemusi byt nutné
detekovan elektrochemickym detektorem piimo, ale byla uspésné provedena i nepiima
detekce pomoci 1-naftolu vznikajiciho po imunoseparaci 8-OHdG =za pomoci
paramagnetickych ¢astic z biologického vzorku [55]. Samotnd elektrochemickd detekce
vzniklého 1-naftolu néasledné probihala pomoci mikrofluidniho SFIA systému. Vyhodou

tohoto uspofadani je nizka spotieba vzorku (10 pl) a velmi nizky limit detekce [55].
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3.6 Odborna publikace I - Prehledovy ¢lanek

Priloha A

Zitka O., Krizkova S., Skalickova S., Kopel P., Babula P., Adam V., Kizek R.:

Electrochemical Study of DNA Damaged by Oxidation Stress.

Combinatorial Chemistry & High Throughput Screening 16: 130-141, 2013

Podil autora Zitka O.: 50 % textové ¢asti prace.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast predkladané rigor6zni préce je ptilozena ve formé odborné publikace.

4.1 Odborna publikace II - Experimentalni ¢lanek

Priloha B

Zitka O., Ktizkova S., Krejcova L., Hynek D., Gumulec J., Masaiik M., Sochor J., Adam
V., Hubalek J., Trnkova L., Kizek R.:

Microfluidic tool based on the antibody modified paramagnetic particles for detection of 8-

hydroxy-2 -deoxyguanosine in urine of prostate cancer patients.
Electrophoresis 32(22): 3207-3220, 2011

Podil autora Zitka O.: 50 % textové ¢asti prace a 60% experimentalni prace

4.2 Shrnuti vysledki

Priloha B

Tato publikace je komplexni metodickou praci, kterd popisuje vyvoj metody pro stanoveni
oxida¢niho stresu v redlném vzorku. Jako ptiklad vyuZiti byla tato metoda demonstrovana
pro analyzu moci onkologickych pacientii trpicich rakovinou prostaty. K tomuto tcelu byla
jako produkt oxida¢niho poskozeni nukleovych kyselin organismu zvolena molekula 8-
OHAG, ktery je bézn¢ v moci stanovovan.

V této praci byla optimalizovdna a testovana izolace 8-OHdG z biologického
materidlu za vyuziti paramagnetickych ¢astic s protilatkami modifikovanym povrchem. 8-
OHAG byl stanovovan pies 1-naftol, ktery byl generovan jako produkt reakce alkalické
fosfatazy (ALP), jez byla konjugovana na sekundarni protilatku. Ta se vazala na primarni

protilatku proti pokryvaci protilatce s jiz imobilizovanym 8-OHdG na magnetické castici.
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Cely komplex byl diky piisobeni magnetického pole precistén a po piidani substratu (1-
naftyl fosfatu) pro ALP probéhla v alkalickém prostfedi reakce za vzniku 1-naphtholu,
ktery byl dale elektrochemicky stanoven. Pro toto stanoveni byla vyvinuta metoda
pratokové injekéni analyzy v zastaveném toku (SFIA) s elektrochemickou detekci
vyuzivajici elektrodu ze skelného uhliku a elektrochemickou metodu voltametrie
s linedrnim skenem (LSV). Tento specidlni modularni elektrochemicky SFIA systém,
kterému pro analyzu staci pouhych 5-10 pl vzorku véetné pracovniho pufru byl kompletné
navrzen a uspéSn¢ odzkouSen. Navrzena metoda muize byt snadno modifikovana a
pfevedena do mikrofluidniho “lab on wvalve” systému. Celd tato navrzena metoda
vykazovala dostatecnou citlivost a selektivitu, a proto mohla byt pouzita pro stanoveni 8-
OHJG v lidské moci. Diky tomu se podafilo stanovit troveil oxidacniho poSkozeni DNA

jako duasledku oxida¢niho stresu u pacientli s onemocnénim rakoviny prostaty.
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S. DISKUZE

Neni piekvapujici, Ze 8-OHdG je povazovan za biomarker oxida¢niho stresu zptisobeného
jak exogennimi tak endogennimi vlivy [84-88]. Navic je zde jasné spojeni mezi ionty
tézkych kovt (jako arsenu a kadmia), které vyvolavaji vznik ROS nebo RNS produkujici
rozpad DNA doprovazeny vyskytem 8-OHdG, ktery vede k rozvoji onkologickych
onemocnéni [3,49,89-94]. V roce 2008 byla publikovana prace, ktera poukazala na spojeni
zvySené hladiny niklu v moc¢i u akutni leukémie u ¢inskych déti se zvySenou hladinou 8-
OHAG v moci [95].

8-OHdG je tak diky svému klinickému vyznamu cilem mnoha bioanalytickych,
biochemickych a biologickych nastroji a postupii. Rada postupti vyuziva vysokotGéinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC) s hmotnostni detekci (MS) jako zlaty standard [96],
nicméné takovéto metody jsou pracné vzhledem k vysokym narokiim na ptipravu vzorku
[97]. Na druhou stranu HPLC ve spojeni s elektrochemickym detektorem (ED) se zda byt
velmi vhodnym nastrojem pro stanoveni 8-OHAG diky univerzéalnosti elektrochemického
detektoru, ktery je k této molekule ultra senzitivni a navic méné senzitivni k béznym
ostatnim balastnim latkam [48,98-100].

Jako jednoduchou alternativu k této robustni metod¢ jsme vyvinuli metodu s
vyuzitim magnetickych nanocastic, které zaclinaji byt v této oblasti velmi slibnym
nastrojem [77-79]. Nanocastice maji mnoho fyzikalné-chemickych vyhod [101,102]. Jejich
velikost miize byt piizplisobena v zavislosti na potfebé a druhu biologického vzorku, ktery
ma byt zdrojem cilové biomolekuly (jako proteiny 5-50 nm, viry 20—450 nm, bunky 10—
100 pum) [103-107]. Jejich povrch miize byt také modifikovan mnozstvim cilovych
(specifickych) molekul vcetné protilatek.

Nasim cilem bylo navrhnout mikrofluidni zafizeni pro stanoveni 8-OHdAG
vyuzivajici ,,sendvicovou ELISA®“ metodu na magnetickych casticich doprovazenou
elektrochemickou detekci produktu imunoanalyzy 1-naftolu. Nejprve byly provedeny
zkousky pro ovéfeni funkcnosti alkalické fosfatazy (ALP), magnetickych castic a
elektrochemické detekce produktu (Obr. 7 A). Bylo tak ovéfeno zadkladni experimentalni

schéma.
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Obr. 7 (A) ALP konjugovana krali¢i (proti-mysi) protilatkou IgG byla spojena s G
proteinem kovalentné navdazanym na povrchu magnetické Casticee ALP Stépi
I-naftyl-fosfat za viniku I-naftolu a hydrogenfosfitu. 1- naftol je pak ndsledné
detekovan voltametrii s linedarnim skenem (LSV). (B) Schéma automatické pipetovaci
stanice epMotion 5075: A2, A3, A4 pozice pro Spicky, Bl nadriky s promyvacimi roztoky
a odpadem, B3 nadriky pro protilatky a substrat, B4 magneticky driak, CI
termostatovand pozice (4 °C), C2 a C4 manipulacni pozice, C3 termostatovand pozice

(37 °C). Prevzato z [10].

Komplexnost  biologické matrice pro stanoveni 8-OHdG  vyzaduje
n¢kolikakrokovou pfipravu vzorku [108-110]. S vyuzitim paramagnetickych castic,
imunoextrakce a imunodetekce jsou rapidné snizovany naroky na zpracovani vzorku a také
minimalizovano riziko vyskytu artefakti. Primarné byla testovana funkce protilatek
pomoci ELISA metody podle diive publikovanych praci [111,112]. Néasledné¢ byla
verifikovana stanoveni 8-OHdG na rtizné poskozené DNA [6,110]. Po téchto zakladnich
testech jsme byly piipraveni k optimalizaci paramagnetickych ¢astic pro imunoseparaci.
Vsechny kroky této optimalizace byly provedeny pomoci automatické pipetovaci stanice
(Obr. 7B), kterd byla zvlast programovana pro kazdou testovaci sekvenci potiebnych
krokd. V ramci optimalizace izola¢ni metody ELISA byla tak testovana fada parametrii
jako vliv fedéni pokryvaci protilatky (polyklonalni kozi proti-SOHdG) a doba inkubace.
Vsechny takto pfipravené vzorky byly nédsledn€ na vystupu ihned analyzovany pomoci nasi
vyvinuté elektrochemické metody.

Pro elektrochemickou detekci bylo navrzeno a sestaveno zatizeni pro prutokovou

injek¢ni analyzu v zastaveném toku (,,stopped flow injection analysis with electrochemical
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detection”, SFIA-ED) s elektrochemickou detekci vyuzivajici jako pracovni pevnou
elektrodu ze skelného uhliku a metodu voltametrie s linedrnim ,,skenem* (LSV) (Obr. 8).
Systém byl navrzen s cilem ziskat kompaktni zatfizeni malych rozmérti pro opakovatelnou
mikrofluidni analyzu. Pro optimalni vykon zatizeni byly testovany parametry pro detekci
I-naftolu jako objem pH detek¢niho pufru, rychlost (0.15 V/s) a rozsah elektrochemického
skenu (-0.5 V az 1.5V), doba prekondiciace elektrody (10s) pfed zahajenim ,,skenu a
objem davkovaného vzorku (10 pl), ktery se ukézal jako horni limitni rozsah vyuZitelny
pro maximalni opakovatelnost analyz. Pti néstfiku 5 pl byla opakovatelnost RSD 5.9 % (n
= 10). Minimalni objem vzorku potfebného pro nasati do systému a nasledné tspésné

detekce bylo 3-4 ul.

Sample

/rinsing ﬁ_@

buffer

inlet  Detector Switching\
(CHI Cell)  valve  Waste

Obr. 8 (A) Fotografie zaiizeni SFIA-ED (1-syringe pumpa, 2-pritokovd cela, 3-
prepinaci dvoupozicni ventil, 4-potenciostat, 5-ovladani ventilu, 6-microtitracni desticka,
7-odpad. (B) Detail — piepinaci ventil, pritokovda cela a vstup vzorku (1-pFipojeni

pritokové cely, 2-piipojeni syringe, 3-odpad, 4-uzemnéni, 5-pracovni elektroda, 6-
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pomocna elektroda, 7-referencni elektroda, 8-kapilara pro davkovani vzorku). (C)
Demontovand pritokova cela (I-pracovni elektroda, 2-télo pritokové cely, 3-Sroubeni
upeviiujici pracovni elektrodu). (D) Schéma SFIA-ED zaiizeni. (E) SFIA zaiizeni ve
spojeni s HPLC analytickou celou ( 1 - cela 5040 (ESA, Inc.)). Pievzato z [10].

Po dokonceni veskerych optimalizaci vSech dil¢ich krok cel¢ metody byla
sestavena kalibracni kiivka v rozsahu aplikované koncentrace 8-OHAG od 0,25 do 200
ng/ml. Byla ziskana linearni zavislost podle rovnice y = 5,03x — 16,96 s parametry R* =
0,9901 (RSD = 8,9 %, n = 3). Limit detekce (3 S/N) byl 5 pg/ml.

Nasledn¢ byla metoda pouzita pro analyzu realnych vzorka. Proces findlni ptipravy
vzorku, kde byla vyuZita cela optimalizovana ,,sendvicova ELISA* metoda se tfemi typy
protilatek a findlni elektrochemickou SFIA-ED detekci 1-naftolu je znazornén na obrazku
(Obr. 9A).

Podle stanovené¢ho obsahu 8-OHdAG v moci jsme sérii vzorkli pro tuto studii
rozdélili do tii skupin. Skupina 1 méla stanovenou koncentraci 8-OHdG v ramci intervalu
od 13 do 20 ng/ml s primérnou hodnotou 16 + 2 ng/ml; skupina 2 v ramci intervalu od 21
do 30 ng/ml s primérnou hodnotou 25 + 3 ng/ml; a skupina 3 s vyssi koncentraci 8-OHdG
nez 31 ng/ml s primérnou hodnotou 36 + 1 ng/ml jak je ukdzano na obrazku (Obr. 9B).
Zjistili jsme, Ze nejvice zastoupenou byla skupina 2 (n = 6). Tyto vysledky budou dale
zaClenény do detailnéjsi klinické studie, do které pldnujeme zahrnout vice ostatnich

klinickych markerti a ktera bude publikovéna v ramci del§iho ¢asového vyhledu.
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Obr. 9 (A) Zjednodusené schéma separace 8-OHdG ze vzorku moci. Krok 1: Pripraveny
imunokomplex G je inkubovan se vzorkem a probiha vazba 8-OHdG. Krok 2: Formuje
se imunokomplex G-M. Krok 3: Formovani imunokomplexu G-M-R s ndslednou detekci
I-naftolu. (B) Analyza koncentrace 8-OHdG ve vzorcich moci pacientii s rakovinou
prostaty (n=14). Tmavy sloupecek: pocet vzorku, svétly sloupecek: primérné

koncentrace 8-OHdG v ramci skupin 1, 2 a 3. Prevzato z [10].
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6. ZAVER

Predklddand rigorézni prace se v teoretické Casti zabyva jednak definici a zafazenim
fenoménu oxidacniho stresu a vysvétlenim dulezitosti jeho pochopeni v biologickém
kontextu s naslednym zaméfenim na problematiku studia v konkrétni oblasti onkologie.
Zde je prace blize zaméfena uz jen pouze na studium oxidacniho poskozeni DNA a
identifikaci vhodného markeru pro tyto ucely. V praktické casti pak byla vyvinuta
komplexni metoda vyuZivajici imunoseparaci a imunoanalyzu slouceniny 8-OHdG, ktera
pak byla uspésné verifikovana a aplikovana na redlné vzorky onkologickych pacientt.

Vysledky prace lze tak shrnout do nékolika hlavnich bodd.

e Byl pfipraven a publikovan literarni piehled zaméfeny na oxidacni poskozeni
nukleovych kyselin v souvislosti s onkologickym onemocnénim a vyuziti

elektrochemickych metod pro stanoveni tohoto poSkozeni.

e Byla optimalizovéna ,,sendvicova ELISA* metoda pro selektivni izolaci 8-OHdG a

naslednou detekci s vyuzitim alkalické fosfatazy na paramagnetickych ¢asticich.
e Bylo navrzeno, optimalizovano a verifikovano zatizeni, vyuzivajici metodu SFIA
s elektrochemickou detekci pro analyzu obsahu naftolu jako produktu AP pro

hodnoceni oxida¢niho poskozeni nukleovych kyselin.

e Cely postup vyuzivajici izolaci a detekci 8-OHdG byl vyuzit jako senzor pro analyzu

oxida¢niho poskozeni u vzorkl moci patfici pacientlim s rakovinou prostaty.
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7. SUMMARY

The oxygen as a specie is crucial not even for human beings on the planet. Its importance
is well known and there is no doubt that without its unique chemical properties the life on
the earth would not be possible. Contrary to this, even negative effects of this specie on the
organism have been studied more than hundredths of years.

This work is one of the many which is trying to contribute to the problematic of
oxidative damaging of the organism. The work is aimed at first point on the bringing of
short overview about the study of oxidative stress caused by namely oxygen radicals and
its effect on the cellular level. In detail the work is than focused on the oxidative stress in
the cancer and particularly on the electrochemistry as the perspective method for its
detection.

Aim of the second part of this work is to show the suitability of electrochemical
method, for sensitive detection of oxidative products of nucleic acids as a marker of
oxidative damage. By optimization and subsequently usage of ELISA method and
application of flow injection method, the sensor system for detection of 8-OHDG as a
marker of oxidative damage in urine of patients with prostate carcinoma has been proposed
and applied.

The practical part of this work is based on the results obtained during preparing of
complex methodical work which describes a stepwise development of method for
determination of oxidative stress in the real sample. For that purpose as product of
oxidative damage the molecule of 8-OHdG which is commonly studied was selected. The
isolation of 8-OHdG from urine using paramagnetic particles with by antibody modified
surfaces was used. 8-OHdG was determined via 1-naphtol, which was generated by
enzyme of alkaline phosphatase (ALP), which was conjugated to secondary antibody. The
secondary antibody was bound on to primary antibody which binds to the complex of
coating antibody, attached on the particles, with in that time immobilized 8-OHdG. Due to
magnetic field whole complex was purified from matrix of real sample. After addition of
substrate (1-naphtyl phosphate) for ALP the enzymatic reaction in alkaline pH resulting in
1-naphthol production, which was subsequently electrochemically determined, was started.
For 1-naphthol determination method of flow injection analysis in stopped flow (SFIA)

with electrochemical detection using glassy carbon electrode and method of linear scan
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voltammetry (LSV) was designed. This specially designed modular system was
successfully tailored and tested resulting in excellent sample consumption which was only
5-10 pl. It proves the proposed method could be thus easily modified into the microfluidic
“lab on valve” device.

The whole method in final design showed sufficient sensitivity and selectivity to be
useful for determination of 8-OHdG as marker of oxidative stress in urine. Thanks to this
the three levels of oxidative damage in urine of patients based on the concentration of
8-OHdG detected were justified by tested group within the average range from 16 to 36
ng/ml. The results obtained will be incorporated in more rigorous clinical study which is
planned to be carried out in near future with covering of other clinical markers.

It clearly follows from the results obtained and as well supported by the attached
publications that 8-OHdG is valuable marker of oxidative stress and can be used as a target
compound for novel approaches using hyphenated methods such as ELISA and
electrochemical detection herein presented. Moreover the work also shows that
electrochemistry still has a bright future in the area of miniaturization of detection devices

which could be useful for medical aid or personalized medicine purposes.
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