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Souhrn

Elektrochemickd analyza nukleovych kyselin, bilkovin i polysacharidl predstavuje zajimavou, i kdyz
zatim méné pouzivanou alternativu ve srovnani se stavajicimi metodami zalozenymi zejména na optické
detekci. Nabizi totiz relativné levnou, rychlou a pfistrojové nenarocnou moznost paralelni detekce na
miniaturizovanych &ipech, idedlni pro personalizovanou medicinu 21. stoleti. Elektrochemie nukleovych
kyselin umoznuje napf. detekci konkrétnich sekvenci DNA (pro urceni gend, stanoveni pfitomnosti
bakterii a vird, atd.), analyzu poskozeni DNA a interakci s jinymi molekulami, DNA metylaci, nebo de-
tekci mikroRNA jako nadorovych biomarkerd. V elektrochemii bilkovin je v soucasnosti kladen dtiraz
zejména na konstrukci tzv. imunosenzor( schopnych detekce konkrétnich proteind (antigentl) pomoci
jejich vazby na protilatku, s potencidlem pro diagnostiku. Z biofyzikéIniho hlediska je zajimavy vlastni
elektrokatalyticky signal bilkovin citlivy k jejich konformacnim zménam, ktery by mohl nalézt uplatnéni
pfi rozliseni mutantnich forem proteinG (napf. u p53) nebo pfi jejich agregaci (a-synuklein v pfipadé
Parkinsonovy nemoci), popfipadé pfi studiu interakci s nizkomolekuldrnimi latkami ¢i DNA. Diky zvy-
Senému zajmu o glykoproteiny se zacinaji objevovat elektrochemické prace zabyvajici se detekci oligo-
sacharid( a polysacharidu (tzv. glykan(, pokud jsou soucasti bilkovin), a to pomoci elektroaktivnich
znacek specifickych pro sacharidy anebo konstrukci lektinovych biosenzorG vyuzivajicich lekting, které
se silné vazi pravé na glykany. Elektrochemicka analyza se tak jevi jako zajimavy nastroj v sou¢asném
vyzkumu na poli genomiky, proteomiky i glykomiky, v¢etné diagnostiky nadorovych onemocnéni.
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Summary

Electrochemical analysis of nucleic acids, proteins and polysaccharides represents an interesting,
although not widely spread alternative to current methods based predominantly on optical detec-
tion because it offers a relatively inexpensive, fast and instrumentally simple detection of parallel
samples on miniaturized chips, ideal for personalized medicine of the 21 century. Nucleic acid
electrochemistry enables, for example, detection of specific DNA sequences (for determination of
genes or presence of bacteria and viruses, etc.), DNA damage analysis and interaction with other
molecules, DNA methylation or detection of microRNAs as potential cancer biomarkers. In the
electrochemistry of proteins, great emphasis is put on construction of immunosensors for captur-
ing specific proteins (antigens) using antibodies, suitable for diagnostics. From a biophysical point
of view, intrinsic electrocatalytic signal of proteins sensitive to conformational changes could be
useful in discrimination of mutant proteins (e.g. p53), native and aggregated forms (a-synuclein
in Parkinson’s disease) or for studies of protein interactions with low molecular-weight ligands
and DNA. Due to an increased interest of scientists in glycoproteins, new electrochemical papers
emerged aiming at detection of oligosaccharides and polysaccharides (i.e. glycans, when part of
the protein). These assays employ for instance electroactive labels specific for saccharides or lectin
biosensors using lectins which strongly bind glycans. Electrochemical analysis thus appears as an
interesting tool in current genomics, proteomics and glycomics, as well as for cancer diagnostics.
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electrochemistry - electrodes — nucleic acid hybridization - DNA sensors - electrocatalysis -
biological markers
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Uvod

V souvislosti s obrovskym pokrokem
v biomediciné v poslednich letech jsou
vyvijeny nové metody analyzy a detekce
nukleovych kyselin (NK), bilkovin i poly-
sacharidl - metody, které by byly lev-
né&jsi, vyzadovaly jednodussi vybaveni
a dokazaly rychle a paralelné analyzo-
vat co nejmensi objemy vzorkd. Z téchto
dlivodu se v biomedicinském vyzkumu
¢im dal vic pouzivaji i metody zalo-
Zené na elektrochemické detekci, které
maji nadéji tato kritéria splnit. V soucas-
nosti v laboratofich zamérenych na on-
kologicky vyzkum prevlddaji zavedené
a dobfe zndmé optické techniky (mik-
roskopie, rdzné spektroskopické me-
tody atd.) vyuzivajici detekci svétla
nebo jiného elektromagnetického za-
feni. U elektrochemie je princip poné-
kud odlisny — zjednodusené feceno je
studovan prenos elektroni mezi analy-
zovanou latkou rozpusténou ve vodnim
prostfedi a elektrodou do tohoto pro-
stfedi ponofenou. Latka mGze od elek-
trody elektrony pfijimat (redukovat se)
anebo je elektrodé odevzdavat (oxido-
vat se), pficemz se tento prenos elek-
trond projevi zménou sledovaného
signdlu (obvykle vznikem tzv. piku).
Na zakladé toho lze zjistit napt. pfitom-
nost dané latky v prostredi (a dle velikosti
signalu i jeji koncentraci) nebo studovat
jeji strukturu ¢iinterakci s jinymi moleku-
lami. | kdyz je elektrochemie pouzivana
spiSe pro detekci nizkomolekuldrnich
latek (existuje fada elektrochemickych
senzorl napf. pro detekci etanolu v alko-
hol testerech, oxidu uhelnatého v plyno-
vych detektorech anebo glukézy v glu-
kometrech), ¢im dal vice praci se zabyva
i studiem biomakromolekul. Velkou

roli ve vyvoji elektrochemie sehral vy-
znamny Cesky védec Jaroslav Heyrovsky,
drzitel Nobelovy ceny za objev polaro-
grafie, pfedchldkyné dnesnich moder-
nich elektrochemickych technik. Ceska
elektrochemie ma proto velikou tradici
a dobré jméno v zahranic¢i a neni na-
hoda, ze mnoho objevl bylo uc¢inéno
pravé na ,domaci padé”. V nasleduji-
cich fadcich bychom radi shrnuli histo-
rii i soucasné moznosti a trendy v elek-
trochemickém vyzkumu NK, bilkovin
a v neposledni fadé i polysacharid(, ze-
jména v souvislosti s glykoproteiny.

Nukleové kyseliny

Kratce po objevu struktury dvojité Srou-
bovice DNA v roce 1953 [1], kdy vzrostl
zdjem o chemické i biologické vlastnosti
DNA, se zdélo, ze DNA a RNA jsou pola-
rograficky inaktivni, a tudiz pro elektro-
chemii nepouzitelné [2]. V témze roce
vsak jeden z nds (EP), ktery pracoval jako
asistent/aspirant (dnes Ph.D. student) na
Biofyzikalnim Gstavu CSAV v Brné, zis-
kal vysledky ukazujici, ze vSechny baze,
DNA i RNA jsou polarograficky aktivni
a lze je elektrochemicky stanovit v re-
lativné nizkych koncentracich [3]. Uka-
zalo se, Ze adenin (A) a cytosin (C) posky-
tuji redukeni signaly, zatimco guanin (G)
poskytuje pfi (cyklické) oscilografické
polarografii anodicky signal, odpovi-
dajici oxidaci redukéniho produktu
guaninu. V roce 1960 vysla v ¢asopisu
Nature prace ukazujici, Ze za elektroche-
mické signdly DNA jsou odpovédny re-
dukeni a oxida¢ni elektrodové déje bazi
(A, C, G) a ze tyto signaly reflektuji zmény
ve struktufe DNA, pfi nichZ se méni do-
stupnost bazi pro elektrodové inter-
akce [4]. Mozna nebylo pfekvapivé, ze

tato préace vysla rok po udéleni Nobelovy
ceny J. Heyrovskému a kratce pred udé-
lenim téZe ceny J. Watsonovi, F. Crickovi
a M. Wilkinsovi (1962) za objev struktury
DNA. Ur¢ité stoji za zminku, Ze ziskané
vysledky by nevznikly bez pfistroje pro
oscilografickou polarografii, ktery v té
dobé zakoupil Vladimir Moravek, profe-
sor biochemie na Masarykové univerzité
a zakladatel vyzkumnych laboratofi Ma-
sarykova onkologického Ustavu v Brné.
Po vice nez 30 let byla elektroche-
mie nukleovych kyselin pomérné malé
védecké pole, na kterém pracovalo
asi 10 laboratofi, pfevazné v Evropé.
Brnénska laborator vedend EP predstavo-
valav té dobé svétové centrum v dané ob-
lasti, ze kterého vysla fada dllezitych ob-
jeva a zjisténi [5-10], z nichZ mnohé jsou
vyuzivany dodnes. Nékteré z nich jsou
uvedeny v tab. 1. Po roce 1990 se zacal
pocet laboratofi zabyvajicich se elektro-
chemii DNA zvysovat a doslo k prudkému
narGstu publikaci v této oblasti védy, do-
sahujicimu az pfiblizné 700 ¢lank{ roc¢né.
Pravdépodobnym dlvodem tohoto
narGstu byl vyrazny pokrok v genomice
souvisejici zejména s dokoncenim pro-
jektu lidského genomu (Human Ge-
nome Project). Jakmile totiz védci znali
sekvenci mnoha gend odpovédnych
za vznik dédi¢nych chorob anebo rako-
viny (tzv. onkogentd anebo nadorovych
supresorovych gena), nebyl pak pro-
blém syntetizovat sondy DNA s komple-
mentdarni sekvenci, které by tyto cilové
geny navazaly (v procesu hybridizace)
a tuto hybridizaci detekovali pomoci
rdznych technik pravé vcetné elektro-
chemie. Postupné se vyvinulo mnozstvi
sofistikovanych pfistupd cilenych na
zlepseni citlivosti nebo reprodukovatel-
nosti analyz (obr. 1) [11]. Jednd se tieba
o analogii znamé ELISA, kdy cilova NK

Tab. 1. Néktera dilezita zjisténi v elektrochemii nukleovych kyselin do roku 1990. nejdriv hybridizuje s vazebnou sondou
a nasledné jina cast této cilové NK hybri-
Rok Literatura dizuje s dalSi DNA sondou (tzv. detekéni
1962-1966  rozliSeni dvouretézcové a jednoretézcové DNA [5] nebvo report.erovou sondou), ktera byva
} ] znacena antigenem (obr. 1A). Po vytvo-
1967 detekce poskozeni DNA (6] feni ,sendvi¢e” se do smési pfidava pri-
1967 interakce DNA s nizkomolekularnimi ligandy [7] marni protilatka vi¢i danému antigenu
1978 pouziti pevnych elektrod (uhlik) 8] a nasledné sekundarni protilatka konju-
_ o govand s enzymem (jez se vaze na pri-

1981-1983  znaceni DNA elektroaktivni latkou [9] . s .
marni protilatku) a elektrochemicky se
1986 DNA-modifikované elektrody (0] sleduje enzymaticka reakce. Signél z en-
zymatické reakce (obvykle oxidace nebo
S54 Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S53-560
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Obr. 1. Nejcastéji pouzivané strategie pro detekci konkrétnich sekvenci nukleovych kyselin (NK) v hybridiza¢nich senzorech.

A. Sendvicova strategie vyuzivajici dvé sondy: vazebnou sondu pfipevnénou na elektrodu a antigenem znacenou detekéni sondu pro
vazbu protilatky konjugované s enzymem. Elektrochemicky je detekovan produkt enzymatické reakce. B. Molekuladrni,,majak” s jedinou
znacenou sondou imobilizovanou na povrch elektrody. Cilovéd NK méni konformaci vazebné sondy a ovliviiuje vysledny signél. C. Sendvi-
¢ova strategie, kde se namisto protilatky pouzivaji nanocastice (nanoparticles — NP); ty mohou katalyzovat reakci za vzniku elektroaktiv-
niho produktu, anebo v pfipadé kovovych NP je mozné detekovat kationty kovl po jejich rozpusténi.

redukce néjakého vhodného substratu)
pak znaci pfitomnost cilové NK; nejcas-
té&ji pouzivanymi enzymy jsou alkalicka
fosfataza i kienova peroxidaza.

Ponékud jednodussi je tzv.,moleku-
larni majak” (molecular beacon), coz je
speciadlni zna¢ena DNA sonda zahrnu-
jici vazebnou i detekéni sondu v jednom
(obr. 1B). Tato sonda je navazana na po-
vrch elektrody, pficemz pred hybridizaci
je velmi flexibilni. Diky ni se pfipojend
elektroaktivni znac¢ka na konci sondy na-
chazi relativné blizko povrchu elektrody
ajejisignal je tudiz vysoky. Po hybridizaci
s cilovou NK méni sonda konformaci, je
Lharovnanéjsi” a znacka se dostava dal
od elektrody, ¢imz signal klesa.

V posledni dobé se i v elektroche-
mii NK ¢im dal castéji uplatiuji nano-
technologie (obr. 1C). Oblibenym pf¥i-
stupem je napf. aplikace anorganickych
nanocastic (kovové, magnetické, polo-
vodicové atd.), které mohou slouzit jako
elektroaktivni znacky nebo jako kataly-
zatory chemickych reakci. Pro modifi-
kaci elektrodovych povrcha se pouzi-
vaji uhlikové nanotrubky nebo grafén
(Nobelova cena, 2010), jejichz vyhodou
je velky pomér plocha/objem vedouci
k vyrazné amplifikaci signalu (s rostouci
plochou roste i pocet pfenesenych elek-
tront z/do elektrody).

Vyse zminéné strategie byly pouzity
pro detekci onkogen(l a tumor supreso-
rovych gend [12-14], jednonukleotido-
vého polymorfizmu (single nucleotide
polymorphism, napf. u hemachroma-
tézy) [15], repetitivnich sekvenci (tzv. tri-
pletovd expanze typicka pro Hunting-
tonovu chorobu nebo myotonickou
dystrofii) [16,17], virovych ¢i bakterial-
nich NK [18-20] anebo geneticky modi-
fikovanych organizm [21].

Vyuziti v onkologickém vyzkumu

Existuje celd fada potencidlnich moz-
nosti pouziti elektrochemie NK v onko-
logickém vyzkumu. Zajimava aplikace
je tfeba studium interakce DNA s pro-
tinddorovymi lécivy. Léky jako cispla-
tina, daunomycin anebo mitomycin po-
Skozuji DNA, pficemz toto poskozeni se
Casto projevi zménou elektrochemic-
kého signdlu DNA [22]. Brabec vyvinul
jednoduchy elektrochemicky biosenzor
na bazi uhlikovych elektrod, ktery mo-
nitoruje pokles oxida¢niho piku gua-
ninu po navéazani platinovanych de-
rivatd [23]. Mnohdy i samotna Iéciva
(zejména organokovové slouceniny
jako platinované derivaty) davaji vy-
razny elektrochemicky signdl a namisto
piku DNA je analyzovén signél pocha-
zejici od |é¢iv [24]. Tyto pfistupy se daji

vyuzit napf. pro studium molekul, které
by mohly byt potenciadlnimi lécivy, ale
jejich vazba na DNA nebyla doposud
prostudovana.

Dalsi dlleZitou oblasti je elektroche-
mické studium metylace DNA. Metylace
predstavuje epigenetickou modifikaci
(metylace cytozinu na 5-uhliku; vznikd
metylcytozin) hrajici roli v genové ex-
presi [25], pficemZ zménéné metylacni
vzorce u DNA byvaji asociovany s karci-
nogenezi. Bylo publikovédno nékolik stra-
tegii, jak elektrochemicky rozlisit mety-
lovanou a nemetylovanou DNA. PouzZiva
se tfeba reakce s hydrogensifi¢itanem
sodnym, ktery deaminuje cytozin na
uracil, zatimco metylcytozin z{stava ne-
zménén. Po vhodné volbé primer( je na-
sledné provedena amplifikace metylo-
vané nebo nemetylované DNA pomoci
polymerdzové retézové reakce (poly-
merase chain reaction — PCR), u které je
uracil amplifikovéan jako tymin a metyl-
cytozin jako cytozin, a elektrochemickd
detekce pouzitim vhodnych redoxnich
znacek [14,26]. Jednodussi varianta je
pfimé rozliseni metylované a nemetylo-
vané DNA bez nutnosti PCR amplifikace,
pouze na zékladé rozdilnych elektro-
chemickych vlastnosti cytozinu a metyl-
cytozinu [27,28]. Tento pfistup se viak
v soucasné dobé jevi jako malo citlivy,
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vyzadujici mikromolérni mnozstvi DNA.
Nedavno jsme vyvinuli jednoduchou
metodu pro rozlieni metylované a ne-
metylované DNA pouzitim hydrogen-
sifi¢itanu sodného, avsak bez nutnosti
PCR [29]. Vyuzili jsme pfi tom toho, ze
uracil je na rtutovych elektrodach nere-
dukovatelny, zatimco metylcytozin ano.
Metylovana DNA proto po reakci s hyd-
rogensifi¢citanem sodnym poskytovala
vyssi signal nez nemetylovana DNA.

Mnoho prace bylo vykonano i na poli
RNA. Molekuly jako mRNA a mikroRNA
(miRNA) slouzi jako biomarkery nékte-
rych typu nadorl, protoze Uzce souvisi
s expresi onkoproteinli nebo nadoro-
vych supresorQ [30]. Byla napt. vyvinuta
metoda elektrochemické detekce mRNA
pro interleukin-8 pfimo ve slinach pro
v€asnou diagnostiku rakoviny Ustni du-
tiny [31]. Detekce byla provedena pou-
zitim molekuldrniho majaku, pficemz
detekéni limit byl slibnych 0,4 fM. Mno-
hem vice praci viak existuje pro elekt-
rochemickou detekci miRNA (kratkych
RNA molekul) vyuzivajicich dva roz-
dilné mechanizmy posttranskripéni re-
gulace genové exprese, které vedou
bud'k degradaci cilové mRNA, nebo k re-
presi jeji translace [11,32]. Nejcastéjsi pfi-
stup elektrochemické detekce miRNA je
jiz zminénd sendvicovéd metoda vyuzi-
vajici dvé DNA sondy (obr. 1, stejna stra-
tegie, pouze namisto DNA je deteko-
véna RNA) a néktery ze zplsob( znaceni
pro amplifikaci signalu, napf. enzyma-
tické [33-35] nebo nanocasticové [36].
Existuji i dalsi strategie, tfeba jednodussi
a levnéjsi metoda bez amplifikace sig-
nalu vyuzivajici znac¢eni miRNA pomoci
elektroaktivniho komplexu na bézi Sesti-
mocného osmia [37,38]. U této metody
je vazebnd sonda DNA pfipevnéna na
magnetické kulicky a zna¢end komple-
mentarni miRNA je po hybridizaci a d{-
kladném promyti uvolnéna z kulicek
a elektrochemicky stanovena pravé diky
osmiové znacce, kterd umoznuje detekci
pikomolérnich koncentraci miRNA. Tento
jednoduchy pfistup by se mohl uplatnit
v rychlé detekci vybranych miRNA, pokud
se povede zvysit citlivost stanoveni.

Bilkoviny
V dobé, kdy polarograf jesté nebyl ko-
merc¢né dostupny, se Jaroslav Heyrovsky

pokousel popularizovat polarografii tim,
ze do své laboratofe zval mladé védce
a ti tam na polarografu provadéli své ex-
perimenty. Mezi nimi byli i Iékafi Herles
a Vancura studujici polarografickou akti-
vitu lidskych télnich tekutin [39]. V séru,
modi i Zluci objevili signél bilkovin, ktery
byl potencialové asi o 300 mV pozitiv-
né&jsi nez redukce sodikovych kationtd,
a proto dostal ndzev ,prenatriova vina”
Ve vyzkumu prenatriové viny pokraco-
vali Heyrovsky a Babicka, ktefi ukdzali,
Ze tento signal souvisi s katalytickym vy-
lu¢ovanim vodiku, pficemz se objevoval
v pritomnosti albumint spole¢né s amo-
niovymi ionty [40]. Polarograficka pre-
natriova vina vsak byla povazovana za
malo vhodnou pro analytické tcely, pro-
toze se nachazela pfilis blizko vylu¢ovani
zakladniho elektrolytu a byla Spatné vy-
vinutd. V roce 1933 Brdicka zjistil, Zze
bilkoviny obsahujici zbytky cysteinu
poskytuji polarografickou dvojvinu v pu-
frovanych roztocich kobaltu, kterd byla
rovnéz zpusobena katalytickym vyluco-
vanim vodiku, ale byla dobfe oddélena
od kfivky zakladniho elektrolytu. Po né-
kolik desetileti byla Brdickova katalyticka
reakce (Brdicka’s catalytic reaction — BCR)
intenzivné studovéna, nebot se brzy po
jejim objevu jevila jako dobry nastroj pfi
vyzkumu rakoviny, a to zejména pro jeji
diagnostiku [41]. Na vyzkumech se podi-
lel i Masaryktv onkologicky ustav (MOU)
v Brné, v¢etné prof. V. Moravka a pozdéji
A. Kocenta, ktefi na MOU elektrochemic-
kou analyzu bilkovin zavedli a pfispéli
k jejimu rozvoji. Koncem 60. let minu-
lého stoleti zacal zdjem o BCR upadat,
nebot se objevily nové, specifi¢téjsi me-
tody v diagnostice rakoviny. BCR v kom-
binaci s modernimi elektrochemickymi
metodami a staciondrnimi elektrodami
se mUze viak i v soucasnosti uplatnit pfi
analyze bilkovin, napf. metalothione-
nin(i [42].V poslednich letech se ukazuje,
ze Heyrovského ,prenatriova vina“ ve
spojeni s elektrochemickou technikou,
tzv. chronopotenciometrii konstant-
nim proudem (constant current chro-
nopotentiometric stripping — CPS) a se
stacionarnimi rtutovymi chemicky mo-
difikovanymi elektrodami, v¢etné pev-
nych amalgamovych elektrod, mlze byt
vhodny nastroj analyzy bilkovin. Rtutové
elektrody totiz nabizeji vysokou citlivost,

zejména pokud se jednd o zminénou
elektrokatalyzu, pfi které elektroaktivni
aminokyseliny u studovaného proteinu
odevzddvaji pfi zdpornych potencia-
lech elektrodé protony, ¢imz dochazi ke
vzniku a vylu¢ovani molekularniho vo-
diku. Jedna se zvlasté o bazické amino-
kyseliny lysin, arginin a histidin, a taktéz
o cystein, jehoz katalytické ucinky se vy-
uzivaji prave ve vyse popsané BCR. Tyto
aminokyseliny nasledné pfijimaji pro-
tony z vodniho prostfedi, dochazi k je-
jich regeneraci a katalyticky cyklus se
mUze opakovat. Protoze jedna mole-
kula proteinu generuje mnoho mole-
kul vodiku, je tato metoda vysoce citliva,
umoziujici stanoveni az subnanomo-
larnich koncentraci proteint. Dulezi-
tou vlastnosti tohoto katalytického sig-
nalu (nazyvaného pik H; obr. 2A) je jeho
citlivost ke strukturnim ¢i konformac-
nim zménam bilkovin, protoze casto
dochdzi ke snizeni nebo zvyseni pfi-
stupnosti elektroaktivnich aminokyse-
lin k povrchu elektrody, ¢imz je ovliv-
nén prenos elektronli. Pomoci piku H
byla u bilkovin kupfikladu sledovéna
denaturace [43] nebo agregace [44], in-
terakce s nizkomolekuldrnimi ligandy ¢i
DNA [45], strukturni zmény v dUsledku
zavedenych mutaci [46], ¢i redoxni
stav [47] atd.

Kromé rtutovych elektrod poskytuji
bilkoviny signaly i na uhlikovych elektro-
déch. Je mozné monitorovat oxidaciami-
nokyselinovych zbytkd tyrozinu a tryp-
tofanu (obr. 2B), a to tfeba pro studium
interakce DNA-protein [48], pro rozliseni
fosforylovanych a nefosforylovanych
forem [49], pro studium membranové
sodikové-draslikové pumpy [50], nebo
pro stanoveni inzulinu [51] ¢i a-synukle-
inu (proteinu dulezitého pfi vzniku Par-
kinsonovy nemoci) [52].

Pro zvyseni citlivosti se k bilkovindm
¢asto navazuji rdzné externi znacky,
poptipadé se sleduji redoxni déje ko-
faktor(l (zejména iontd kovl u metalo-
protein(l), a nikoliv redoxni déje samot-
nych aminokyselin. Znaceni je zejména
ucinné pfi citlivé detekci konkrétnich
bilkovin, obvykle ve smési jinych mole-
kul. Pro tyto Ucely se nej¢asté&ji vyuzivaji
tzv. imunoeseje (immunoassays) ve for-
matu ELISA, kdy se hledany protein
(slouzici jako antigen) navaze na pri-
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Obr. 2. Elektrochemicka analyza bilkovin.

A-B. Vlastni elektroaktivita bilkovin bez nutnosti externiho znaceni na rtutovych (A) a uhlikovych (B) elektrodach. Rtutové elektrody po-
skytuji elektrokatalyticky pik H a jsou vhodné pro rozliseni strukturnich zmén v bilkovinach (napt. denaturace). Uhlikové elektrody umoz-
nuji sledovani oxidace tyrozinu (pik Y) a tryptofanu (pik W) u kratsich peptid (v pfipadé protein(i obvykle dochdzi ke spojeni obou pikd
do jednoho). C. Riizné druhy imunosenzort s imobilizovanou primarni protilatkou a hledanym antigenem. Lisi se ve zplGsobu amplifikace
signalu pridanim sekundarni protildtky znacené napt. (zleva doprava) enzymem, nanocastici (NP), kvantovou te¢kou, magnetickou kuli¢-
kou pokrytou mnozstvim enzymovych molekul, atd. D. Konstrukce aptasenzoru vyuzivajici zménu konformace znaceného aptameru po

navazani proteinu, coz vede k zvyseni signalu.

marni protilatku imobilizovanou na po-
vrchu elektrody (imunosenzoru) a na
takto vznikly komplex se navaze sekun-
darni protilatka konjugovana s enzy-
mem katalyzujicim elektrochemicky de-
tekovatelnou reakci (obr. 2C) [53-55].
Podobné jako u NK se i v detekci bilkovin
pouzivaji v stéle vétsi mife nanotech-
nologie (nanocastice, nanotrubky atd.),
které jesté vice zvysuiji citlivost detekce,
nékdy az na femto- ¢i dokonce attomo-
larni aroven [56,571.

Existuji prace, i kdyz zatim jich je mno-
hem méné, ve kterych se namisto imo-
bilizace protildtek vyuzivaji tzv. apta-
mery [58-61]. Jedna se o syntetické
jednofetézové DNA nebo RNA sek-
vence vazajici se s vysokou afinitou
(porovnatelnou s protilatkami) k r(z-
nym biomolekuldm (proteindim, pepti-
dim, ale i mensim organickym moleku-
[dm; obr. 2D). Jejich nespornou vyhodou
v porovnani s protildtkami je rychlejsi

i levnéjsi pfiprava a téz jejich mensi mo-
lekulova hmotnost, jez umoziuje dosah-
nout mnohem vyssi povrchové koncent-
race aptamerU pfi imobilizaci na povrch
tzv. aptasenzor(. Protoze se v3ak jedna
o nukleové kyseliny, jsou méné stabilni
v biologickém prostiedi vzhledem k pfi-
tomnosti nukledz.

Elektrochemie bilkovin by mohla byt
uzite¢na i v onkologickém vyzkumu,
napf. pfi detekci proteinovych bio-
marker( [62-65]. Pozornost se zejména
soustiedi na vyvoj sofistikovanych ¢ip
obsahujicich vedle sebe vice elektrod,
¢imz by byla umoznéna paralelni de-
tekce rdznych biomarker( konkrétniho
nadorového onemocnéni (jeden druh
biomarkeru totiz ¢asto nestaci). Tyto Cipy
by mély byt spolehlivé a zaroven levné,
dostatecné citlivé a selektivni pouze
k danym biomarkerim a jejich obsluha
by méla byt co nejjednodussi. Ukol to
zajisté neni snadny, postupné se v3ak

objevuji prace ukazujici, kterym smé-
rem postupovat pro dosazeni tohoto
cile, jako napt. mikrofluidicky imuno-
senzor pro simultanni detekci Ctyf bio-
marker( - interleukinu 6, interleukinu 8,
vaskularniho endotelidlniho rlstového
faktoru (VEGF) a VEGF-C - ziskanych
pfimo ze sér pacientl s karcinomem du-
tiny Ustni [66]. Na vzorku 78 pacientl
a 49 negativnich kontrol autofi deteko-
vali za necelou hodinu velmi nizké kon-
centrace biomarkerl (fadové fg/ml),
pficemz vysledky dobfte korelovaly s vy-
sledky ELISA.

Kromé detekce biomarkert byla elekt-
rochemie aplikovéna i pro studium vlivu
onkogennich mutaci na DNA-vazebnou
doménu u nadorového supresoru p53,
a to pomoci jiz zminéného elektrokata-
lytického piku H [46]. Vysledky pro wild
type i mutantni p53 vyborné korelo-
valy s udaji o struktufe a stabilité a po-
skytly hlubsi pohled do rozdilného dyna-
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Obr. 3. Elektrochemicka analyza cukerné slozky pro detekci glykoproteind.

A. Modifikace oligosacharidd a polysacharidti pomoci komplexd Sestimocného osmia a dusikatého ligandu, Os(VI)L. B. Konstrukce lekti-
nového biosenzoru pro detekci glykoproteind pomoci elektrochemické impedancni spektroskopie (EIS). Velikost pllkruhu je tmérna od-
poru pienosu elektron(l (@ naopak nepfimo Umérna propustnosti vrstvy), a tudiz zvyseni odporu signalizuje pfitomnost cilové bilkoviny.

mického chovani jednotlivych mutantd.
Kromé toho pik H umoznil monitorovani
ztraty nezbytného zinec¢natého iontu
zplsobenou mutaci (R175H) nebo che-
latovou vazbou s EDTA. Obecné by tato
metoda mohla byt aplikovana pro ana-
lyzu prakticky jakékoliv bilkoviny i jako
senzor pro konformacni pfemény nebo
vazbu ligand(, zejména jako doplnék
konvenc¢nich technik.

Polysacharidy

V pfirodé polysacharidy (PS) a oligosa-
charidy (OLS) vytvafreji velké a dosti od-
liSné tfidy latek vyskytujici se volné nebo
vazané na proteiny ¢i lipidy [67]. Diky je-
jich strukturni flexibilité, ktera jim umoz-
nuje nepfeberné mnozstvi kombinaci
vzajemného propojeni, jsou bezpo-
chyby idedlnimi ,identifikatory” v me-
zimolekulové a mezibunécéné komuni-
kaci [68]. V posledni dobé se ukazuje, Zze
vétsina bilkovin se v bunkach savcud vy-
skytuje pravé ve formé glykoproteind.
Glykosylace bilkovin ¢asto hraje dulezi-
tou roli ve zdravi i nemoci ¢lovéka, a to
v€etné rakoviny, u niz byva napf. pozoro-
vana abnormalni glykosylace bilkovin na
povrchu nddorovych bunék.

Neni proto divu, Ze v soucasné dobé
Ize pozorovat zvyseny zajem o nové me-
tody analyzy PS, OLS a glykoproteinG.
PS neobsahuji redoxni skupiny, a byly

proto do neddvna povazovény za elekt-
rochemicky inaktivni latky. Teprve v roce
2009 bylo zjisténo, ze nékteré sulfato-
vané PS katalyzuji vylu¢ovani vodiku
a poskytuji CPS signaly na rtutovych
elektrodédch [69]. Zcela nedévno vyslo
najevo, ze daleko intenzivnéjsi signdly
tohoto typu poskytuji nékteré PS a OLS
obsahujici glukosamin [70]. Vedle toho
se ukazalo, ze PS a OLS lze snadno mo-
difikovat komplexy Sestimocného osmia
s dusikatymi ligandy (Os(VI)L) [71,72],
pficemz vzniklé adukty (obr. 3A) jsou
elektrochemicky aktivni (podobné jako
vySe zminéné znaceni miRNA). Pou-
Ziti nékterych ligandt (napf. bipyridinu)
umoziuje i vznik aduktd, které mohou
navic poskytnout citlivéjsi signaly pod-
minéné katalytickym vylu¢ovanim vo-
diku [71]. U jinych ligandG (temed) je
zase mozné stanoveni PS a OLS pfimo
v reakéni smési. Proti nékterym aduk-
tdm PS-Os(VI)L byly generovany vy-
soce specifické monoklondIni proti-
latky, které je mozno pouzit k analyze
Os(VI)L-modifikovanych glykantd pfimo
v glykoproteinech.

K dynamicky rozvijejici se oblasti patfi
i tzv. lektinové biosenzory pro detekci
glykand (tj. cukernych zbytkd u glyko-
proteinl ¢i glykolipid() vyuzivajici elek-
trochemickou impedan¢ni spektrosko-
pii (EIS) [64,68]. Lektiny, coZ jsou proteiny

selektivné vazajici rizné mono- anebo
oligosacharidy, jsou nejdfiv imobilizo-
vany na povrch senzoru (obvykle zlaté
elektrody) a po pfidani vzorku dochézi
pres glykan k vazbé hledaného glykopro-
teinu a imobilizovaného lektinu (obr. 3B).
Pomoci EIS se pak sleduje zména odporu
elektronového pfenosu na rozhrani elek-
troda/elektrolyt (jinak fe¢eno zména pro-
pustnosti elektrodové vrstvy), pficemz
vazba glykoproteinu na lektin (vytvo-
feni komplexu) vede ke snizeni propust-
nosti této vrstvy. Lektinové biosenzory
jiz byly pouzity pro detekci bilkovin
p53 [73], mucinu [74], VEGF [75], nebo
karcinoembryondlniho antigenu [76],
ale i celych nadorovych bunék [77,78].
Nesporné skytaji obrovsky potencial pro
jednoduchou a rychlou detekci nddoro-
vych biomarkerl i jinych bilkovin dilezi-
tych v biomediciné.

Zavér a vyhled do budoucnosti

| kdyz v poslednich letech nepochybné
doslo k vyraznému pokroku elektroche-
mické analyzy biomakromolekul, stéle
jesté Celime fadé vyzev i prekazek. Jed-
nou z nich je aplikovatelnost metody
pro analyzu redlnych vzorkd od pa-
cientd, které byvaji mnohem komplex-
néjsi nez modelové systémy, na nichz
jsou jednotlivé strategie vybudoviény.
Je nesmirné dulezité, aby soucasné stu-
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die ¢im dal vice pracovaly i s tak slozi-
tym prostiedim, jako jsou lidské télni te-
kutiny, kde citlivost a selektivita metody
budou hrét klicovou roli. V téchto pro-
stfedich je navic potfebné dostate¢né
minimalizovat nespecifické adsorpce
nezddoucich molekul, aby nedochézelo
k falesné pozitivnim vysledkim. Elektro-
dové povrchy se nékdy nesnadno obno-
vuji do pavodniho stavu, takZze naslednd
mérfeni mohou byt zkreslend. Zde by se
mohly uplatnit velmi oblibené levné ti3-
téné elektrody pro jedno pouziti nevy-
Zadujici regeneraci. Aplikace nanotech-
nologii vyrazné napomahaji ke zvyseni
citlivosti senzorG. Dovolime si konstato-
vat, Zze diky obrovskému Usili védeckych
tymu po celém svété se postupné ote-
viraji cesty pro vyuziti elektrochemické
analyzy v soucasné genomice, proteo-
mice i glykomice.
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