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Chronopotenciometricka rozpoustéci analyza s konstantnim proudem (CPS) je vysoce citliva metoda analyzy proteintl,
ktera nevyzaduje Gpravu ve form¢ modifikace ¢i znac¢eni. Béhem CPS analyzy poskytuji proteiny tzv. pik H, ktery vznika
v disledku katalytické reakce vyluovani vodiku. Tento pik je citlivy na lokalni i globalni zmény v proteinové struktute
aumoznuje zkoumdni jak samostatnych proteind, tak i jejich komplexd. CPS analyza proteinti nasla své uplatnéni pfi
studovani biomedicinsky dilezitych proteint, které hraji roli napfiklad v prib&hu neurodegenerativnich onemocnéni nebo
rakoviny. V tomto ¢lanku popisujeme vyvoj CPS analyzy proteint a jeji pokrok za posledni desetileti. Ukazujeme také

vSestrannost metody a potencial jejiho vyuziti.
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1. Uvod

Prvni makrobiomolekuly analyzované elektrochemic-
kymi metodami byly pravé proteiny'. Kratce po objevu
polarografie J. Heyrovskym se ukazalo, Ze proteiny jsou
schopny katalyzovat vyluéovani vodiku (CHER, z angl.
Catalytic Hydrogen Evolution Reaction) na povrchu rtut'o-
vé kapkové elektrody'?. J. Heyrovsky a J. Babitka v roce
1930 predstavili a popsali tzv. polarografickou prenatrio-
vou vlnu, kterou poskytovaly proteiny v piitomnosti
amonnych iontl. Kromé& samotnych proteint byl vznik
viny pozorovan i pro téIni tekutiny jako mo¢ a krev'. O par
let pozd&ji pozoroval R. Brdicka v roztocich obohacenych
o kobaltové ionty nejen prenatriovou vinu, ale také vznik
dvojvlny, pozdgji nazvané Brdi¢kova dvojvina®*. Zatimco
prenatriova vlna byla v praxi vyuzivana jen zfidka, Brdic-
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kova dvojvina nasla své uplatnéni v biochemii jako zaklad
analytické metody. V klinické mediciné a farmakologii
byla pouzivana jako diagnosticka metoda, piedevSim
v diagnostice rakoviny™®.

2. Katalytické vylucovani vodiku proteiny

Prenatriova vlna i Brdi¢kova dvojvlna se zapojuje do
CHER, coz je elektrochemicky proces, béhem kterého se
z roztoku za Ucasti katalyzatoru uvolnuje plynny vodik na
povrchu elektrody’. Mechanismus pribshu CHER na rtu-
tové elektrodé byl popsan J. Heyrovskym a J. Kutou
vroce 1965 (cit.”). Elektroaktivni zbytky aminokyselin
peptidii a proteinti nachazejici se v t€sné blizkosti povrchu
elektrody se redukuji za vzniku aniontu. Ten se nasledné
stabilizuje pfijetim protonu z kyselé ¢asti pufru, coz ini-
ciuje proces katalyzy. K vylu¢ovani vodiku dochazi pie-
nosem zminéného protonu na negativné nabity povrch
elektrody, kde vznika molekularni vodik™'°. Proces CHER
1ze zapsat reakénim schématem:

PH+e SP + % Ha (1)
P +HASPH+A )
kde PH a P~ pfedstavuji protonizovanou a neprotonizova-

nou formu aminokyselinovych zbytkil peptidd/proteint,
HA oznacuje kyselou slozku pufru a A™ jeji konjugovanou
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bazi®'""'2. Do katalytické reakce se zapojuji aminokyseli-
nové zbytky peptidl a proteinti obsahujici snadno poskytu-
jict proton, za danych experimentalnich podminek to mo-
hou b&’t cystein (Cys), lysin (Lys), arginin (Arg) a histidin
(His)~.

3. Chronopotenciometricky pik H

V roce 1998 v laboratoti prof. Palecka byly poprvé
studovany peptidy na rtutové elektrodé s visici kapkou
(HMDE, z angl. Hanging Mercury Drop Electrode)
v kombinaci s chronopotenciometrickou analyzou kon-
stantnim proudem (CPS, z angl. Constant Current Chrono-
potentiometric Stripping)'®. Na rozdil od slab& vyvinutého
signalu naméteného pomoci DC polarografie poskytova-
la CPS dobfe vyvinuty pik i pfi nanomolarnich koncen-
tracich analytu'®. Pik byl nazvan pikem H podle jeho
puvodu, tj. procesu vylucovani vodiku (z angl. Hydro-
gen Evolution), vysoké citlivosti (z angl. High Sensiti-
vity) a na pocest profesora J. Heyrovského, v jehoz
laboratoti byla schopnost proteinii katalyzovat CHER po-
prvé pozorovana. Od té doby byla CPS analyza proteinti
pouzita pii monitorovani jejich denaturace'>', oligomeri-
zace'’, agregace'®, glykace', oxidagniho poskozeni® a pti
pozorovani zmén redoxniho stavu®'. Byly studovéany pepti-
dy a proteiny, které hraji dilezitou roli v onemocnéni ra-
kovinou, v&etné nadorového supresora p53 (cit.”*?), gra-
dientového onkoproteinu  AGR2 (cit.*®), prostatického
specifického antigenu PSA (cit.’) a galektind®. Citlivé
monitorovani agregace bylo testovano pro a-synuklein'®
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Obr. 1. CPS piky H pro 300nM hovézi sérovy albumin (BSA)
pfi riznych hodnotach rozpoustéciho proudu (Isrr), a to
=35 pA (I, oranzova), —40 pA (2, Cervena), —45 pA (3, modra)
a—50 pA (4, zelena) ve 50mM sodném fosfatovém pufru pH 7,0.
BSA byl na elektrodu akumulovan pfi potencialu —0,3 V po dobu
60 s. (Barevna verze obrazku je dostupna na webovych strankach
Casopisu Chemické listy)
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a peptidy AB-amyloidu®’, které jsou uzce spojeny s neuro-
degenerativnimi nemocemi.

Vyhodou CPS metody ve spojeni s CHER je moZnost
studovat prakticky vSechny proteiny bez nutnosti znaceni,
protoze kazdy protein obsahuje alespoit jedno elektro-
aktivni reziduum. Rozdil mezi CPS a voltametrickymi
metodami je ten, Zze zména rychlosti polarizace neni u CPS
konstantni*®. Béhem méfeni se elektrodovy potencial méni
v pruméru az o dva ¢i tfi fady rychleji nez u voltametric-
kych metod, a to az do momentu, kdy zacne probihat elek-
trochemickd reakce. V priib¢hu této reakce se rychlost
zmény elektrodového potencialu snizi'®. Parametr, ktery
ovliviiuje rychlost polarizace v chronopotenciometrii, se
nazyva rozpoustéci proud, Istr (obr. 1). U proteini je
chronopotenciometrie vyhodnd, protoze rychlda zména
polarizace k negativnim potencialim zamezuje poskozeni
proteinti vlivem elektrického pole. V piku H dochézi
ke sniZeni rychlosti polarizace, coZ pfiznivé ovliviiuje
katalyzu'.

4. Vliv struktury a aminokyselinového sloZeni
na pik H

Nékolik desetileti ptrevladal nazor, Ze po adsorpci
proteinti na povrch kovovych elektrod dochazi k jejich
denaturaci"®*°. Teprve pozd&jsi vyzkumy ukazaly, Ze
proteiny adsorbované na povrch rtut'ové elektrody v oblas-
ti potencidlu nulového naboje (PZC, z angl. Potential of
Zero Charge) nemusi byt nutné denaturovany, ale k roz-
plétani jejich struktury miize dochazet pii delSim vystave-
ni negativnim potencialim'>'**', jelikoz ke CHER u pro-
teini dochazi pfi potencidlech negativnéjSich nez cca
—1,7 V. Hovézi sérovy albumin (BSA, zangl. Bovine
Serum Albumin) byl prvnim proteinem, jehoZz nativni
a denaturovand forma byla sledovana pomoci CPS na
HMDE (cit.**) (obr. 2). Mo¢ovinou denaturovany BSA
poskytoval vysoky, dobie vyvinuty pik H, ktery byl témér
50krat vyssi nez pik nativniho BSA. Velky nardst piku H
u denaturované formy byl pfipisovan lepsi dostupnosti
elektroaktivnich zbytkti aminokyselin, nebot’ po rozpleteni
terciarni struktury jsou elektrodé dostupné i ty aminokyse-
linové zbytky, které jsou v nativnim stavu umistény uvnitf
proteinu'"'**** Na vysledny tvar piku H ma vliv nejen
struktura proteinu, ale i jeho aminokyselinové slozeni.
Prestoze dostatené mnozstvi a dostupnost elektroaktiv-
nich zbytkli aminokyselin jsou pro vznik piku H potiebné,
velmi dilezitou roli hraji i neelektroaktivni aminokyseli-
ny, které v polypeptidovém fetézci sousedi s elektroaktiv-
nimi aminokyselinami. Skupina prof. Palecka to ukézala
studiem CPS piku H &tyf angiotensint®, které mély stej-
nou ¢ast sekvence, lisily se pouze v délce na C- a N-konci.
Ze Ctyt peptidi poskytoval dobte vyvinuty CPS pik H
pouze ten, ktery ve své sekvenci obsahoval arginin a zaro-
ven postradal na C-konci aspartat. Aspartat svym negativ-
n¢ nabitym nabojem odpuzoval C-konec, véetné argininu,
od povrchu negativné nabité elektrody, a tak se arginin
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Obr. 2. Pik H 300nM denaturovaného (I, ¢erna) a nativniho
(2, fialova) BSA. Oba piky byly naméfeny ve 50mM sodném
fosfatovém pufru pH 7,0 (Cerné pteruSovana ¢ara) pii rozpousteé-
cim proudu (Zstr) =35 pA. BSA byl na povrch elektrody akumu-
lovan pfi potencialu —0,3 V po dobu 60 s. (Barevna verze obraz-
ku je dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chemické listy)

jako jediné elektroaktivni reziduum zkoumanych peptida
nemohl zapojit do CHER.

5. Chronopotenciometricka analyza
proteinovych komplexi

V roce 2004 publikovali L. Havran a spol. praci®,
ve které zkoumali interakci proteinu avidinu s jeho ligan-
dem — biotinem. Komplex avidin-biotin ptfedstavuje jednu
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z nejsilngj§ich znamych nekovalentnich interakci. Diky
své vysoké afinité a stabilité je tvorba tohoto komplexu
Siroce pouzivana v mnoha biochemickych a klinickych
technikach?’.

Samotny avidin poskytoval dobfe vyvinuty pik H.
Po vzniku komplexu avidin-biotin byl, ve srovnani se
samotnym avidinem, pozorovan vyrazny pokles vysky
piku H. Podobny jev byl pozorovan také o pét let pozd¢ji
pfi sledovani interakce riboflavinu a proteinu vaziciho
riboflavin (RBP, zangl. Riboflavin Binding Protein)
M. Bartosikem a spol.38. Pik H naméfeny pro komplex
riboflavin-RBP byl pfi molarnim poméru 1:1 nizsi piibliz-
né o 75 % ve srovnani s pikem samotného RBP. V obou
pripadech se jedna o interakci proteint s nizkomolekularni
latkou a k poklesu piku H po vzijemné interakci dochazi
zejména zamezenim dostupnosti elektroaktivnich rezidui
k elektrod¢ (resp. nedostupnosti aminokyselinovych rezi-
dui nachazejicich se ve vazebném misté po navazani li-
gandu). Interakce s ligandem muze také zpisobit zménu
orientace komplexu v porovnani se samotnymi proteiny.

Stejné chovani bylo pozorovano i v praci T. Galicové
a spol.¥, kde byla studovéna interakce lektinu Sambucus
nigra se dvéma sialovanymi oligosacharidy, pti¢emz je-
den oligosacharid se vazal na lektin siln¢ a druhy nékoli-
kandsobné slabéji. Piky H naméfené pro samotny lektin
a pro komplex lektinu se slabé interagujicim oligosachari-
dem byly prakticky stejné. U komplexu lektinu se siln¢
interagujicim oligosacharidem byl pozorovan pfiblizné
20% pokles ve vysce piku H (obr. 3A). Pozorovany pokles
byl niz§i nez v predchazejicich ptipadech, coz mize byt
zpusobeno vyrazn¢ slab$i interakci oligosacharidu
s lektinem, nez jak tomu bylo v piipad¢ interakce avidin-
biotin nebo riboflavin-RBP. Odlisné chovani bylo pozoro-
vano pii interakci lektinu s proteinem, konkrétné
s prostatickym specifickym antigenem (PSA) (obr. 3B).
V tomhle pfipadé zpisobila interakce s PSA vyrazny na-
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Obr. 3. Pik H samotného 2uM lektinu SNA-1 (I, ¢erna) a jeho komplexu s (A) 40uM oligosacharidem 6-sialyllaktosaminem (2,
modra) a (B) 2uM prostatickym specifickym antigenem (3, ¢ervend). Méfeno ve 50mM sodném fosfatovém pufru pH 7,4 (Cerna
prerusovana cara) pfi rozpoustécim proudu (/str) —22,5 pA. Pfi potencialu 0 V byl na povrch elektrody nejdiiv akumulovan lektin SNA-1
(po dobu 5 minut), nasledné i 6-sialyllaktosamin/prostaticky specificky antigen (po dobu 1 minuty). Podrobné podminky méfeni jsou
uvefejnény v praci®. (Barevna verze obrazku je dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chemické listy)
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rust piku H, coz je pravdépodobné zplsobeno zménou
struktury lektinu a tim i zlepSenou dostupnosti elektroak-
tivnich rezidui k povrchu elektrody. Na rozdil od interakce
lektinu s malym oligosacharidem interaguje PSA s vazeb-
nym mistem lektinu pfes glykany (oligosacharidy) a zaro-
ven se muze nespecificky vazat pfes svou proteinovou Cast
a tim muze Castecné ovlivnit strukturu lektinu. Vysledek
této prace byl podobny jako ten, jenz ziskala V. Vargova a
spol.”’, ktera studovala interakce lektinu konkanavalinu A
(ConA, lektin Canavalia ensiformis) s glykoproteinem
ovalbuminem (Ova). Oba zminéné proteiny byly analyzo-
vany nejprve samostatné, pozdéji v komplexu. Zatimco
pro Ova byl zaznamenan pik H s dvéma maximy, ConA
pfi danych experimentalnich podminkach pik H neposky-
toval. Diivodem pro absenci piku H miize byt nizsi pocet
elektroaktivnich aminokyselinovych rezidui ConA. Pro
komplex ConA-Ova byl naméten pik H az 6krat vyssi,
nez byl pik H Ova. Zlepsena dostupnost katalyticky aktiv-
nich aminokyselinovych rezidui k elektrodovému povrchu
mize byt v disledku konformacnich zmén ve struktuie
Ova anebo ConA-Ova, ke kterym doslo po vytvoreni kom-
plexu ConA-Ova. Konformaéni zmény v Ova anebo ConA
-Ova mohou po kontaktu s nabitym povrchem elektrody
zplisobit i reorientaci komplexu.

Pomoci CPS byly sledovany i interakce proteinil
s DNA, jak sjednofetézcovou, tak i s dvouSroubovici.
V. Ostatna a spol.*! se zabyvali interakei lysozymu s DNA
aptamerem, t.j. jednofetézcovou DNA, ktera se specificky
vaze k dané latce, v tomto piipadé k lysozymu. Samotny
protein poskytoval pfi danych experimentalnich podmin-
kach dobfe vyvinuty pik H se tfemi maximy. Pro komplex
lysozym-DNA byl také pozorovan pik s tiemi maximy,
vyrazné se ale liSila jejich vySka. Pik H komplexu byl
pfiblizné 8krat mensi nez pik samotného lysozymu. Po-
dobny trend byl zaznamenan i H. Cernockou a spol.* pii
studovani komplexu dvousroubovice DNA a proteinu p53,
ktery se jako nadorovy supresor zapojuje do mnoha bu-
nécnych regulacnich procest. Pik H vzniklého komplexu
byl 10krat men$i nez pik H samotného proteinu p53.
V obou pracich byl pik H samotného proteinu nékolikana-
sobné vyssi nez u komplexu protein-DNA. SniZeni piku H
komplexu proteinu s jednofetézcovou nebo dvoufetézco-
vou DNA miiZze byt zpuisobeno: 1) kompetitivni adsorpci
proteinu a DNA na hydrofobni povrch rtutové elektrody,
2) vétsi konformacni stabilitou vzniklého komplexu
v elektrickém poli anebo odliSnou orientaci na povrchu
elektrody, 3) zhorSenou priistupnosti pozitivné nabitych
elektroaktivnich aminokyselinovych rezidui (Arg, Lys)
k elektrod¢ jako disledek interakce téchto aminokyselino-
vych zbytkl s negativné nabitou DNA.

6. Zavér

Soucasny progres v genomice, proteomice a biomedi-
ciné vyzaduje citlivé analytické metody, které dokazou
spolehlivé studovat nejen samotné proteiny, ale i jejich
komplexy. Chronopotenciometrie konstantnim proudem
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umoziuje rychlou, vysoce citlivou analyzu proteinu bez
nutnosti modifikace nebo znaceni. Diky svym vlastnostem
byl chronopotenciometricky pik H jiz dfive uplatnén pfi
sledovani procesti, béhem kterych dochazi ke zméndm ve
struktufe proteinu jako napfiklad denaturace, oligomeriza-
ce, agregace ¢i oxidacni poskozeni. Ke zmé&ndm struktury,
a tim i k dostupnosti elektroaktivnich aminokyselinovych
zbytku k elektrodé€, dochazi i pfi interakci s jinymi biomo-
lekulami, proto je pomoci chronopotenciometric mozné
sledovat a porovnéavat mezi sebou proteiny a jejich kom-
plexy, coz popisujeme i v tomto ¢lanku. V poslednich
letech se pik H pouziva také pfi studovani proteinti ditlezi-
tych v riznych neurodegenerativnich onemocnénich ¢i
rakoving a spolu v kombinaci s jinymi elektrochemickymi
metodami ma potencial napomoci k lepSimu porozumeéni
chovani proteini a jejich komplexti na nabitém fazovém
rozhrani.
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Republic): Chronopotentiometric Stripping Analysis of
Proteins and Their Interactions

Chronopotentiometric constant current stripping
analysis (CPS) is a highly sensitive method for protein
analysis that does not require modification or labeling.
During the CPS analysis, proteins yield the so-called peak
H, resulting from the -catalytic hydrogen evolution
reaction. This peak is sensitive to both local and global
changes in protein structure, allowing the study of
individual proteins, as well as their complexes. CPS
analysis has been utilized in studying biomedically
important proteins involved in neurodegenerative diseases
and cancer. In this article, we describe the development of
CPS protein analysis and its progress over the past decade.
We also demonstrate the versatility of the method and its
potential applications.
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