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Souhrn
Elektrochemická analýza nukleových kyselin, bílkovin i polysacharidů představuje zajímavou, i když 
zatím méně používanou alternativu ve srovnání se stávajícími metodami založenými zejména na optické 
detekci. Nabízí totiž relativně levnou, rychlou a přístrojově nenáročnou možnost paralelní detekce na 
miniaturizovaných čipech, ideální pro personalizovanou medicínu 21. století. Elektrochemie nukleových 
kyselin umožňuje např. detekci konkrétních sekvencí DNA (pro určení genů, stanovení přítomnosti 
bakterií a virů, atd.), analýzu poškození DNA a interakcí s jinými molekulami, DNA metylaci, nebo de-
tekci mikroRNA jako nádorových bio markerů. V elektrochemii bílkovin je v současnosti kladen důraz 
zejména na konstrukci tzv. imunosenzorů schopných detekce konkrétních proteinů (antigenů) pomocí 
jejich vazby na protilátku, s potenciálem pro dia gnostiku. Z bio fyzikálního hlediska je zajímavý vlastní 
elektrokatalytický signál bílkovin citlivý k jejich konformačním změnám, který by mohl nalézt uplatnění 
při rozlišení mutantních forem proteinů (např. u p53) nebo při jejich agregaci (α- synuklein v případě 
Parkinsonovy nemoci), popřípadě při studiu interakcí s nízkomolekulárními látkami či DNA. Díky zvý-
šenému zájmu o glykoproteiny se začínají objevovat elektrochemické práce zabývající se detekcí oligo-
sacharidů a polysacharidů (tzv. glykanů, pokud jsou součástí bílkovin), a to pomocí elektroaktivních 
značek specifi ckých pro sacharidy anebo konstrukcí lektinových bio senzorů využívajících lektinů, které 
se silně váží právě na glykany. Elektrochemická analýza se tak jeví jako zajímavý nástroj v současném 
výzkumu na poli genomiky, proteomiky i glykomiky, včetně dia gnostiky nádorových onemocnění.
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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 off ers a relatively inexpensive, fast and instrumentally simple detection of parallel 
samples on miniaturized chips, ideal for personalized medicine of the 21st century. Nucleic acid 
electrochemistry enables, for example, detection of specifi c 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 bio markers. In the 
electrochemistry of proteins, great emphasis is put on construction of immunosensors for captur-
ing specifi c proteins (antigens) using antibodies, suitable for dia gnostics. From a bio physical 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 (α-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 specifi c for saccharides or lectin 
bio sensors 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 dia gnostics.

Key words
electrochemistry  –  electrodes – nucleic acid hybridization  –  DNA sensors  –  electrocatalysis  –  
biological  markers
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Úvod

V souvislosti s  obrovským pokrokem 
v bio medicíně v posledních letech jsou 
vyvíjeny nové metody analýzy a detekce 
nukleových kyselin (NK), bílkovin i poly-
sacharidů  –  metody, které by byly lev-
nější, vyžadovaly jednodušší vybavení 
a  dokázaly rychle a  paralelně analyzo-
vat co nejmenší objemy vzorků. Z těchto 
důvodů se v bio medicínském výzkumu 
čím dál víc používají i  metody zalo-
žené na elektrochemické detekci, které 
mají naději tato kritéria splnit. V součas-
nosti v laboratořích zaměřených na on-
kologický výzkum převládají zavedené 
a  dobře známé optické techniky (mik-
roskopie, různé spektroskopické me-
tody atd.) využívající detekci světla 
nebo jiného elektromagnetického zá-
ření. U  elektrochemie je princip poně-
kud odlišný  –  zjednodušeně řečeno je 
studován přenos elektronů mezi analy-
zovanou látkou rozpuštěnou ve vodním 
prostředí a  elektrodou do tohoto pro-
středí ponořenou. Látka může od elek-
trody elektrony přijímat (redukovat se) 
anebo je elektrodě odevzdávat (oxido-
vat se), přičemž se tento přenos elek-
tronů projeví změnou sledovaného 
signálu (obvykle vznikem tzv. píku). 
Na základě toho lze zjistit např. přítom-
nost dané látky v prostředí (a dle velikosti 
signálu i její koncentraci) nebo studovat 
její strukturu či interakci s jinými moleku-
lami. I když je elektrochemie používána 
spíše pro detekci nízkomolekulárních 
látek (existuje řada elektrochemických 
senzorů např. pro detekci etanolu v alko-
hol testerech, oxidu uhelnatého v plyno-
vých detektorech anebo glukózy v glu-
kometrech), čím dál více prací se zabývá 
i  studiem bio makromolekul. Velkou 

roli ve vývoji elektrochemie sehrál vý-
znamný český vědec Jaroslav Heyrovský, 
držitel Nobelovy ceny za objev polaro-
grafi e, předchůdkyně dnešních moder-
ních elektrochemických technik. Česká 
elektrochemie má proto velikou tradici 
a  dobré jméno v  zahraničí a  není ná-
hoda, že mnoho objevů bylo učiněno 
právě na „domácí půdě“. V  následují-
cích řádcích bychom rádi shrnuli histo-
rii i současné možnosti a trendy v elek-
trochemickém výzkumu NK, bílkovin 
a v neposlední řadě i polysacharidů, ze-
jména v souvislosti s glykoproteiny.

Nukleové kyseliny

Krátce po objevu struktury dvojité šrou-
bovice DNA v roce 1953 [1], kdy vzrostl 
zájem o chemické i bio logické vlastnosti 
DNA, se zdálo, že DNA a RNA jsou pola-
rografi cky inaktivní, a tudíž pro elektro-
chemii nepoužitelné  [2]. V  témže roce 
však jeden z nás (EP), který pracoval jako 
asistent/ aspirant (dnes Ph.D. student) na 
Biofyzikálním ústavu ČSAV v  Brně, zís-
kal výsledky ukazující, že všechny báze, 
DNA i  RNA jsou polarografi cky aktivní 
a  lze je elektrochemicky stanovit v  re-
lativně nízkých koncentracích  [3]. Uká-
zalo se, že adenin (A) a cytosin (C) posky-
tují redukční signály, zatímco guanin (G)
poskytuje při (cyklické) oscilografické 
polarografii anodický signál, odpoví-
dající oxidaci redukčního produktu 
guaninu. V  roce 1960  vyšla v  časopisu 
Nature práce ukazující, že za elektroche-
mické signály DNA jsou odpovědny re-
dukční a oxidační elektrodové děje bází 
(A, C, G) a že tyto signály refl ektují změny 
ve struktuře DNA, při nichž se mění do-
stupnost bází pro elektrodové inter-
akce  [4]. Možná nebylo překvapivé, že 

tato práce vyšla rok po udělení Nobelovy 
ceny J. Heyrovskému a krátce před udě-
lením téže ceny J. Watsonovi, F. Crickovi 
a M. Wilkinsovi (1962) za objev struktury 
DNA. Určitě stojí za zmínku, že získané 
výsledky by nevznikly bez přístroje pro 
oscilografi ckou polarografi i, který v  té 
době zakoupil Vladimír Morávek, profe-
sor bio chemie na Masarykově univerzitě 
a zakladatel výzkumných laboratoří Ma-
sarykova onkologického ústavu v Brně.

Po více než 30  let byla elektroche-
mie nukleových kyselin poměrně malé 
vědecké pole, na kterém pracovalo 
asi 10  laboratoří, převážně v  Evropě. 
Brněnská laboratoř vedená EP představo-
vala v té době světové centrum v dané ob-
lasti, ze kterého vyšla řada důležitých ob-
jevů a zjištění [5–10], z nichž mnohé jsou 
využívány dodnes. Ně kte ré z  nich jsou 
uvedeny v tab. 1. Po roce 1990 se začal 
počet laboratoří zabývajících se elektro-
chemií DNA zvyšovat a došlo k prudkému 
nárůstu publikací v této oblasti vědy, do-
sahujícímu až přibližně 700 článků ročně.

Pravděpodobným důvodem tohoto 
nárůstu byl výrazný pokrok v genomice 
související zejména s dokončením pro-
jektu lidského genomu (Human Ge-
nome Project). Jakmile totiž vědci znali 
sekvenci mnoha genů odpovědných 
za vznik dědičných chorob anebo rako-
viny (tzv. onkogenů anebo nádorových 
supresorových genů), nebyl pak pro-
blém syntetizovat sondy DNA s komple-
mentární sekvencí, které by tyto cílové 
geny navázaly (v  procesu hybridizace) 
a  tuto hybridizaci detekovali pomocí 
různých technik právě včetně elektro-
chemie. Postupně se vyvinulo množství 
sofistikovaných přístupů cílených na 
zlepšení citlivosti nebo reprodukovatel-
nosti analýz (obr. 1) [11]. Jedná se třeba 
o  analogii známé ELISA, kdy cílová NK 
nejdřív hybridizuje s vazebnou sondou 
a následně jiná část této cílové NK hybri-
dizuje s další DNA sondou (tzv. detekční 
nebo reportérovou sondou), která bývá 
značena antigenem (obr. 1A). Po vytvo-
ření „sendviče“ se do směsi přidává pri-
mární protilátka vůči danému antigenu 
a následně sekundární protilátka konju-
govaná s enzymem (jež se váže na pri-
mární protilátku) a  elektrochemicky se 
sleduje enzymatická reakce. Signál z en-
zymatické reakce (obvykle oxidace nebo 

Tab. 1. Některá důležitá zjištění v elektrochemii nukleových kyselin do roku 1990. 

Rok Literatura

1962–1966 rozlišení dvouřetězcové a jednořetězcové DNA [5]

1967 detekce poškození DNA [6]

1967 interakce DNA s nízkomolekulárními ligandy [7]

1978 použití pevných elektrod (uhlík) [8]

1981–1983 značení DNA elektroaktivní látkou [9]

1986 DNA-modifi kované elektrody [10]
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využít např. pro studium molekul, které 
by mohly být potenciálními léčivy, ale 
jejich vazba na DNA nebyla doposud 
prostudována.

Další důležitou oblastí je elektroche-
mické studium metylace DNA. Metylace 
představuje epigenetickou modifikaci 
(metylace cytozinu na 5- uhlíku; vzniká 
metylcytozin) hrající roli v  genové ex-
presi  [25], přičemž změněné metylační 
vzorce u DNA bývají asociovány s karci-
nogenezí. Bylo publikováno několik stra-
tegií, jak elektrochemicky rozlišit mety-
lovanou a nemetylovanou DNA. Používá 
se třeba reakce s  hydrogensiřičitanem 
sodným, který deaminuje cytozin na 
uracil, zatímco metylcytozin zůstává ne-
změněn. Po vhodné volbě primerů je ná-
sledně provedena amplifi kace metylo-
vané nebo nemetylované DNA pomocí 
polymerázové řetězové reakce (poly-
merase chain reaction – PCR), u které je 
uracil amplifi kován jako tymin a metyl-
cytozin jako cytozin, a elektrochemická 
detekce použitím vhodných redoxních 
značek [14,26]. Jednodušší varianta je 
přímé rozlišení metylované a nemetylo-
vané DNA bez nutnosti PCR amplifi kace, 
pouze na základě rozdílných elektro-
chemických vlastností cytozinu a metyl-
cytozinu  [27,28]. Tento přístup se však 
v současné době jeví jako málo citlivý, 

Výše zmíněné strategie byly použity 
pro detekci onkogenů a tumor supreso-
rových genů [12– 14], jednonukleotido-
vého polymorfi zmu (single nucleotide 
polymorphism, např. u  hemachroma-
tózy) [15], repetitivních sekvencí (tzv. tri-
pletová expanze typická pro Hunting-
tonovu chorobu nebo myotonickou 
dystrofi i)  [16,17], virových či bakteriál-
ních NK [18– 20] anebo geneticky modi-
fi kovaných organizmů [21]. 

Využití v onkologickém výzkumu

Existuje celá řada potenciálních mož-
ností použití elektrochemie NK v onko-
logickém výzkumu. Zajímavá aplikace 
je třeba studium interakce DNA s  pro-
tinádorovými léčivy. Léky jako cispla-
tina, daunomycin anebo mitomycin po-
škozují DNA, přičemž toto poškození se 
často projeví změnou elektrochemic-
kého signálu DNA  [22]. Brabec vyvinul 
jednoduchý elektrochemický bio senzor 
na bázi uhlíkových elektrod, který mo-
nitoruje pokles oxidačního píku gua-
ninu po navázání platinovaných de-
rivátů  [23]. Mnohdy i  samotná léčiva 
(zejména organokovové sloučeniny 
jako platinované deriváty) dávají vý-
razný elektrochemický signál a namísto 
píku DNA je analyzován signál pochá-
zející od léčiv [24]. Tyto přístupy se dají 

redukce nějakého vhodného substrátu) 
pak značí přítomnost cílové NK; nejčas-
těji používanými enzymy jsou alkalická 
fosfatáza či křenová peroxidáza.

Poněkud jednodušší je tzv. „moleku-
lární maják“ (molecular beacon), což je 
speciální značená DNA sonda zahrnu-
jící vazebnou i detekční sondu v jednom 
(obr. 1B). Tato sonda je navázána na po-
vrch elektrody, přičemž před hybridizací 
je velmi fl exibilní. Díky ní se připojená 
elektroaktivní značka na konci sondy na-
chází relativně blízko povrchu elektrody 
a její signál je tudíž vysoký. Po hybridizaci 
s cílovou NK mění sonda konformaci, je 
„narovnanější“ a značka se dostává dál 
od elektrody, čímž signál klesá.

V poslední době se i  v  elektroche-
mii NK čím dál častěji uplatňují nano-
technologie (obr.  1C). Oblíbeným pří-
stupem je např. aplikace anorganických 
nanočástic (kovové, magnetické, polo-
vodičové atd.), které mohou sloužit jako 
elektroaktivní značky nebo jako kataly-
zátory chemických reakcí. Pro modifi-
kaci elektrodových povrchů se použí-
vají uhlíkové nanotrubky nebo grafén 
(Nobelova cena, 2010), jejichž výhodou 
je velký poměr plocha/ objem vedoucí 
k výrazné amplifi kaci signálu (s rostoucí 
plochou roste i počet přenesených elek-
tronů z/ do elektrody).

Obr. 1. Nejčastěji používané strategie pro detekci konkrétních sekvencí nukleových kyselin (NK) v hybridizačních senzorech. 

A. Sendvičová strategie využívající dvě sondy: vazebnou sondu připevněnou na elektrodu a antigenem značenou detekční sondu pro 
vazbu protilátky konjugované s enzymem. Elektrochemicky je detekován produkt enzymatické reakce. B. Molekulární „maják“ s jedinou 
značenou sondou imobilizovanou na povrch elektrody. Cílová NK mění konformaci vazebné sondy a ovlivňuje výsledný signál. C. Sendvi-
čová strategie, kde se namísto protilátky používají nanočástice (nanoparticles – NP); ty mohou katalyzovat reakci za vzniku elektroaktiv-
ního produktu, anebo v případě kovových NP je možné detekovat kationty kovů po jejich rozpuštění.
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zejména pokud se jedná o  zmíněnou 
elektrokatalýzu, při které elektroaktivní 
aminokyseliny u studovaného proteinu 
odevzdávají při záporných potenciá-
lech elektrodě protony, čímž dochází ke 
vzniku a vylučování molekulárního vo-
díku. Jedná se zvláště o bazické amino-
kyseliny lysin, arginin a histidin, a taktéž 
o cystein, jehož katalytické účinky se vy-
užívají právě ve výše popsané BCR. Tyto 
aminokyseliny následně přijímají pro-
tony z vodního prostředí, dochází k  je-
jich regeneraci a  katalytický cyklus se 
může opakovat. Protože jedna mole-
kula proteinu generuje mnoho mole-
kul vodíku, je tato metoda vysoce citlivá, 
umožňující stanovení až subnanomo-
lárních koncentrací proteinů. Důleži-
tou vlastností tohoto katalytického sig-
nálu (nazývaného pík H; obr. 2A) je jeho 
citlivost ke strukturním či konformač-
ním změnám bílkovin, protože často 
dochází ke snížení nebo zvýšení pří-
stupnosti elektroaktivních aminokyse-
lin k  povrchu elektrody, čímž je ovliv-
něn přenos elektronů. Pomocí píku H
byla u  bílkovin kupříkladu sledována 
denaturace [43] nebo agregace [44], in-
terakce s nízkomolekulárními ligandy či 
DNA [45], strukturní změny v důsledku 
zavedených mutací  [46], či redoxní 
stav [47] atd.

Kromě rtuťových elektrod poskytují 
bílkoviny signály i na uhlíkových elektro-
dách. Je možné monitorovat oxidaci ami-
nokyselinových zbytků tyrozinu a tryp-
tofanu (obr. 2B), a to třeba pro studium 
interakce DNA- protein [48], pro rozlišení 
fosforylovaných a  nefosforylovaných 
forem  [49], pro studium membránové 
sodíkové- draslíkové pumpy  [50], nebo 
pro stanovení inzulinu [51] či  α-synukle-
inu (proteinu důležitého při vzniku Par-
kinsonovy nemoci) [52]. 

Pro zvýšení citlivosti se k bílkovinám 
často navazují různé externí značky, 
popřípadě se sledují redoxní děje ko-
faktorů (zejména iontů kovů u metalo-
proteinů), a nikoliv redoxní děje samot-
ných aminokyselin. Značení je zejména 
účinné při citlivé detekci konkrétních 
bílkovin, obvykle ve směsi jiných mole-
kul. Pro tyto účely se nejčastěji využívají 
tzv. imunoeseje (immunoassays) ve for-
mátu ELISA, kdy se hledaný protein 
(sloužící jako antigen) naváže na pri-

pokoušel popularizovat polarografi i tím, 
že do své laboratoře zval mladé vědce 
a ti tam na polarografu prováděli své ex-
perimenty. Mezi nimi byli i  lékaři Herles 
a Vančura studující polarografi ckou akti-
vitu lidských tělních tekutin [39]. V séru, 
moči i žluči objevili signál bílkovin, který 
byl potenciálově asi o  300  mV pozitiv-
nější než redukce sodíkových kationtů, 
a proto dostal název „prenátriová vlna“. 
Ve výzkumu prenátriové vlny pokračo-
vali Heyrovský a  Babička, kteří ukázali, 
že tento signál souvisí s katalytickým vy-
lučováním vodíku, přičemž se objevoval 
v přítomnosti albuminů společně s amo-
niovými ionty  [40]. Polarografi cká pre-
nátriová vlna však byla považována za 
málo vhodnou pro analytické účely, pro-
tože se nacházela příliš blízko vylučování 
základního elektrolytu a byla špatně vy-
vinutá. V  roce 1933  Brdička zjistil, že 
bílkoviny obsahující zbytky cysteinu 
poskytují polarografi ckou dvojvlnu v pu-
frovaných roztocích kobaltu, která byla 
rovněž způsobena katalytickým vylučo-
váním vodíku, ale byla dobře oddělena 
od křivky základního elektrolytu. Po ně-
kolik desetiletí byla Brdičkova katalytická 
reakce (Brdicka’s catalytic reaction –  BCR) 
intenzivně studována, neboť se brzy po 
jejím objevu jevila jako dobrý nástroj při 
výzkumu rakoviny, a to zejména pro její 
dia gnostiku [41]. Na výzkumech se podí-
lel i Masarykův onkologický ústav (MOÚ) 
v Brně, včetně prof. V. Morávka a později 
A. Kočenta, kteří na MOÚ elektrochemic-
kou analýzu bílkovin zavedli a  přispěli 
k  jejímu rozvoji. Koncem 60.  let minu-
lého století začal zájem o  BCR upadat, 
neboť se objevily nové, specifi čtější me-
tody v dia gnostice rakoviny. BCR v kom-
binaci s moderními elektrochemickými 
metodami a stacionárními elektrodami 
se může však i v současnosti uplatnit při 
analýze bílkovin, např. metalothione-
ninů [42]. V posledních letech se ukazuje, 
že Heyrovského „prenátriová vlna“ ve 
spojení s  elektrochemickou technikou, 
tzv. chronopotenciometrií konstant-
ním proudem (constant current chro-
nopotentiometric stripping –  CPS) a se 
stacionárními rtuťovými chemicky mo-
difi kovanými elektrodami, včetně pev-
ných amalgamových elektrod, může být 
vhodný nástroj analýzy bílkovin. Rtuťové 
elektrody totiž nabízejí vysokou citlivost, 

vyžadující mikromolární množství DNA. 
Nedávno jsme vyvinuli jednoduchou 
metodu pro rozlišení metylované a ne-
metylované DNA použitím hydrogen-
siřičitanu sodného, avšak bez nutnosti 
PCR  [29]. Využili jsme při tom toho, že 
uracil je na rtuťových elektrodách nere-
dukovatelný, zatímco metylcytozin ano. 
Metylovaná DNA proto po reakci s hyd-
rogensiřičitanem sodným poskytovala 
vyšší signál než nemetylovaná DNA. 

Mnoho práce bylo vykonáno i na poli 
RNA. Molekuly jako mRNA a  mikroRNA 
(miRNA) slouží jako bio markery ně kte-
rých typů nádorů, protože úzce souvisí 
s  expresí onkoproteinů nebo nádoro-
vých supresorů [30]. Byla např. vyvinuta 
metoda elektrochemické detekce mRNA 
pro interleukin-8  přímo ve slinách pro 
včasnou dia gnostiku rakoviny ústní du-
tiny  [31]. Detekce byla provedena pou-
žitím molekulárního majáku, přičemž 
detekční limit byl slibných 0,4 fM. Mno-
hem více prací však existuje pro elekt-
rochemickou detekci miRNA (krátkých 
RNA molekul) využívajících dva roz-
dílné mechanizmy posttranskripční re-
gulace genové exprese, které vedou 
buď k degradaci cílové mRNA, nebo k re-
presi její translace [11,32]. Nejčastější pří-
stup elektrochemické detekce miRNA je 
již zmíněná sendvičová metoda využí-
vající dvě DNA sondy (obr. 1, stejná stra-
tegie, pouze namísto DNA je deteko-
vána RNA) a ně kte rý ze způsobů značení 
pro amplifikaci signálu, např. enzyma-
tické  [33– 35] nebo nanočásticové  [36]. 
Existují i další strategie, třeba jednodušší 
a  levnější metoda bez amplifikace sig-
nálu využívající značení miRNA pomocí 
elektroaktivního komplexu na bázi šesti-
mocného osmia  [37,38]. U  této metody 
je vazebná sonda DNA připevněna na 
magnetické kuličky a  značená komple-
mentární miRNA je po hybridizaci a dů-
kladném promytí uvolněna z  kuliček 
a elektrochemicky stanovena právě díky 
osmiové značce, která umožňuje detekci 
pikomolárních koncentrací miRNA. Tento 
jednoduchý přístup by se mohl uplatnit 
v rychlé detekci vybraných miRNA, pokud 
se povede zvýšit citlivost stanovení.

Bílkoviny

V době, kdy polarograf ještě nebyl ko-
merčně dostupný, se Jaroslav Heyrovský 
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objevují práce ukazující, kterým smě-
rem postupovat pro dosažení tohoto 
cíle, jako např. mikrofluidický imuno-
senzor pro simultánní detekci čtyř bio-
markerů –  interleukinu 6, interleukinu 8, 
vaskulárního endoteliálního růstového 
faktoru (VEGF) a  VEGF- C  –  získaných 
přímo ze sér pacientů s karcinomem du-
tiny ústní  [66]. Na vzorku 78  pacientů 
a 49 negativních kontrol autoři deteko-
vali za necelou hodinu velmi nízké kon-
centrace bio markerů (řádově fg/ ml), 
přičemž výsledky dobře korelovaly s vý-
sledky ELISA.

Kromě detekce bio markerů byla elekt-
rochemie aplikována i pro studium vlivu 
onkogenních mutací na DNA- vazebnou 
doménu u nádorového supresoru p53, 
a to pomocí již zmíněného elektrokata-
lytického píku H [46]. Výsledky pro wild 
type i  mutantní p53  výborně korelo-
valy s údaji o struktuře a stabilitě a po-
skytly hlubší pohled do rozdílného dyna-

i levnější příprava a též jejich menší mo-
lekulová hmotnost, jež umožňuje dosáh-
nout mnohem vyšší povrchové koncent-
race aptamerů při imobilizaci na povrch 
tzv. aptasenzorů. Protože se však jedná 
o nukleové kyseliny, jsou méně stabilní 
v bio logickém prostředí vzhledem k pří-
tomnosti nukleáz. 

Elektrochemie bílkovin by mohla být 
užitečná i  v  onkologickém výzkumu, 
např. při detekci proteinových bio-
markerů [62– 65]. Pozornost se zejména 
soustředí na vývoj sofi stikovaných čipů 
obsahujících vedle sebe více elektrod, 
čímž by byla umožněna paralelní de-
tekce různých bio markerů konkrétního 
nádorového onemocnění (jeden druh 
bio markeru totiž často nestačí). Tyto čipy 
by měly být spolehlivé a zároveň levné, 
dostatečně citlivé a  selektivní pouze 
k daným bio markerům a jejich obsluha 
by měla být co nejjednodušší. Úkol to 
zajisté není snadný, postupně se však 

mární protilátku imobilizovanou na po-
vrchu elektrody (imunosenzoru) a  na 
takto vzniklý komplex se naváže sekun-
dární protilátka konjugovaná s  enzy-
mem katalyzujícím elektrochemicky de-
tekovatelnou reakci (obr.  2C)  [53– 55]. 
Podobně jako u NK se i v detekci bílkovin  
používají v  stále větší míře nanotech-
nologie (nanočástice, nanotrubky atd.), 
které ještě více zvyšují citlivost detekce, 
někdy až na femto-  či dokonce attomo-
lární úroveň [56,57]. 

Existují práce, i když zatím jich je mno-
hem méně, ve kterých se namísto imo-
bilizace protilátek využívají tzv. apta-
mery  [58– 61]. Jedná se o  syntetické 
jednořetězové DNA nebo RNA sek-
vence vázající se s  vysokou afinitou 
(porovnatelnou s  protilátkami) k  růz-
ným bio molekulám (proteinům, pepti-
dům, ale i menším organickým moleku-
lám; obr. 2D). Jejich nespornou výhodou 
v  porovnání s  protilátkami je rychlejší 

Obr. 2. Elektrochemická analýza bílkovin.

A–B. Vlastní elektroaktivita bílkovin bez nutnosti externího značení na rtuťových (A) a uhlíkových (B) elektrodách. Rtuťové elektrody po-
skytují elektrokatalytický pík H a jsou vhodné pro rozlišení strukturních změn v bílkovinách (např. denaturace). Uhlíkové elektrody umož-
ňují sledování oxidace tyrozinu (pík Y) a tryptofanu (pík W) u kratších peptidů (v případě proteinů obvykle dochází ke spojení obou píků 
do jednoho). C. Různé druhy imunosenzorů s imobilizovanou primární protilátkou a hledaným antigenem. Liší se ve způsobu amplifi kace 
signálu přidáním sekundární protilátky značené např. (zleva doprava) enzymem, nanočásticí (NP), kvantovou tečkou, magnetickou kulič-
kou pokrytou množstvím enzymových molekul, atd. D. Konstrukce aptasenzoru využívající změnu konformace značeného aptameru po 
navázání proteinu, což vede k zvýšení signálu.



S58

ELEKTROCHEMICKÁ ANALÝZA NUKLEOVÝCH KYSELIN, BÍLKOVIN A POLYSACHARIDŮ V BIOMEDICÍNĚ

Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1): S53–S60

selektivně vázající různé mono-  anebo 
oligosacharidy, jsou nejdřív imobilizo-
vány na povrch senzoru (obvykle zlaté 
elektrody) a  po přidání vzorku dochází 
přes glykan k vazbě hledaného glykopro-
teinu a imobilizovaného lektinu (obr. 3B). 
Pomocí EIS se pak sleduje změna odporu 
elektronového přenosu na rozhraní elek-
troda/ elektrolyt (jinak řečeno změna pro-
pustnosti elektrodové vrstvy), přičemž 
vazba glykoproteinu na lektin (vytvo-
ření komplexu) vede ke snížení propust-
nosti této vrstvy. Lektinové bio senzory 
již byly použity pro detekci bílkovin 
p53  [73], mucinu  [74], VEGF  [75], nebo 
karcinoembryonálního antigenu  [76], 
ale i  celých nádorových buněk  [77,78]. 
Nesporně skýtají obrovský potenciál pro 
jednoduchou a rychlou detekci nádoro-
vých bio markerů i jiných bílkovin důleži-
tých v bio medicíně.

Závěr a výhled do budoucnosti

I když v posledních letech nepochybně 
došlo k výraznému pokroku elektroche-
mické analýzy bio makromolekul, stále 
ještě čelíme řadě výzev i překážek. Jed-
nou z  nich je aplikovatelnost metody 
pro analýzu reálných vzorků od pa-
cientů, které bývají mnohem komplex-
nější než modelové systémy, na nichž 
jsou jednotlivé strategie vybudovány. 
Je nesmírně důležité, aby současné stu-

proto do nedávna považovány za elekt-
rochemicky inaktivní látky. Teprve v roce 
2009  bylo zjištěno, že ně kte ré sulfáto-
vané PS katalyzují vylučování vodíku 
a  poskytují CPS signály na rtuťových 
elektrodách  [69]. Zcela nedávno vyšlo 
najevo, že daleko intenzivnější signály 
tohoto typu poskytuji ně kte ré PS a OLS 
obsahující glukosamin [70]. Vedle toho 
se ukázalo, že PS a OLS lze snadno mo-
difi kovat komplexy šestimocného osmia 
s  dusíkatými ligandy (Os(VI)L)  [71,72], 
přičemž vzniklé adukty (obr.  3A) jsou 
elektrochemicky aktivní (podobně jako 
výše zmíněné značení miRNA). Pou-
žití ně kte rých ligandů (např. bipyridinu) 
umožňuje i vznik aduktů, které mohou 
navíc poskytnout citlivější signály pod-
míněné katalytickým vylučováním vo-
díku  [71]. U  jiných ligandů (temed) je 
zase možné stanovení PS a  OLS přímo 
v  reakční směsi. Proti ně kte rým aduk-
tům PS- Os(VI)L byly generovány vy-
soce specifické monoklonální proti-
látky, které je možno použít k  analýze 
Os(VI)L- modifi kovaných glykanů přímo 
v glykoproteinech. 

K dynamicky rozvíjející se oblasti patří 
i  tzv. lektinové bio senzory pro detekci 
glykanů (tj. cukerných zbytků u  glyko-
proteinů či glykolipidů) využívající elek-
trochemickou impedanční spektrosko-
pii (EIS) [64,68]. Lektiny, což jsou proteiny 

mického chování jednotlivých mutantů. 
Kromě toho pík H umožnil monitorování 
ztráty nezbytného zinečnatého iontu 
způsobenou mutací (R175H) nebo che-
látovou vazbou s EDTA. Obecně by tato 
metoda mohla být aplikována pro ana-
lýzu prakticky jakékoliv bílkoviny i  jako 
senzor pro konformační přeměny nebo 
vazbu ligandů, zejména jako doplněk 
konvenčních technik.

Polysacharidy 

V přírodě polysacharidy (PS) a oligosa-
charidy (OLS) vytvářejí velké a dosti od-
lišné třídy látek vyskytující se volně nebo 
vázané na proteiny či lipidy [67]. Díky je-
jich strukturní fl exibilitě, která jim umož-
ňuje nepřeberné množství kombinací 
vzájemného propojení, jsou bezpo-
chyby ideálními „identifi kátory“ v  me-
zimolekulové a  mezibuněčné komuni-
kaci [68]. V poslední době se ukazuje, že 
většina bílkovin se v buňkách savců vy-
skytuje právě ve formě glykoproteinů. 
Glykosylace bílkovin často hraje důleži-
tou roli ve zdraví i nemoci člověka, a to 
včetně rakoviny, u níž bývá např. pozoro-
vána abnormální glykosylace bílkovin na 
povrchu nádorových buněk.

Není proto divu, že v současné době 
lze pozorovat zvýšený zájem o nové me-
tody analýzy PS, OLS a  glykoproteinů. 
PS neobsahují redoxní skupiny, a  byly 

Obr. 3. Elektrochemická analýza cukerné složky pro detekci glykoproteinů. 

A. Modifi kace oligosacharidů a polysacharidů pomocí komplexů šestimocného osmia a dusíkatého ligandu, Os(VI)L. B. Konstrukce lekti-
nového biosenzoru pro detekci glykoproteinů pomocí elektrochemické impedanční spektroskopie (EIS). Velikost půlkruhu je úměrná od-
poru přenosu elektronů (a naopak nepřímo úměrná propustnosti vrstvy), a tudíž zvýšení odporu signalizuje přítomnost cílové bílkoviny.
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die čím dál více pracovaly i  s  tak složi-
tým prostředím, jako jsou lidské tělní te-
kutiny, kde citlivost a selektivita metody 
budou hrát klíčovou roli. V  těchto pro-
středích je navíc potřebné dostatečně 
minimalizovat nespecifické adsorpce 
nežádoucích molekul, aby nedocházelo 
k falešně pozitivním výsledkům. Elektro-
dové povrchy se někdy nesnadno obno-
vují do původního stavu, takže následná 
měření mohou být zkreslená. Zde by se 
mohly uplatnit velmi oblíbené levné tiš-
těné elektrody pro jedno použití nevy-
žadující regeneraci. Aplikace nanotech-
nologií výrazně napomáhají ke zvýšení 
citlivosti senzorů. Dovolíme si konstato-
vat, že díky obrovskému úsilí vědeckých 
týmu po celém světě se postupně ote-
vírají cesty pro využití elektrochemické 
analýzy v  současné genomice, proteo-
mice i glykomice.
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