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1. Uvod

Elektrochemické metody jsou Siroce vyuzivany
v zdkladnim fyzik4lné-chemickém vyzkumu a nachéazeji
aplikace v analytické chemii, dnes pfedevSim ve vyvoji
novych ¢idel (senzortl) a v miniaturizované laboratorni
technice pracujici jak ve stacionarnim, tak i pratocném
rezimu. Od druhé poloviny 20. stoleti byly elektrochemic-
ké pristupy aplikovany ve své plné §iti pro tcely bioche-
mického a biofyzikalniho vyzkumu, coz vedlo ke vzniku samo-
statné discipliny ,,bioelektrochemie” a r. 1979 wvyustilo
vzalozeni mezindrodni odborné spolecnosti ,,Bioelectro-
chemical Society” (http://www.bioelectrochemical-soc.org).
Pfedklddany text si klade za cil sezndmit Ctenafe
s aktualnimi trendy v elektrochemii biopolymerti. Ambici
autorti neni poskytnout vycerpavajici piehled soucasného

poznani, naopak predloZeny text se vénuje vybranym ob-
lastem zajmu a podrobuje je diskusi a kritickému zhodno-
ceni. V Chemickych listech bylo o bioelektrochemii
(konkrétné o elektrochemii nukleovych kyselin) referova-
no vroce 2011, 2014 a 2015 (cit."™). PiedloZeny text se
snazi o komplexn¢jsi pohled a mlze poslouzit k zékladni
orientaci nejenom vyzkumnym pracovnikiim, ale i studen-
tim.

2. Interakce biomolekul s povrchy elektrod

Vétsina biomolekul (zvlasté biomakromolekul) se
vyznacuje schopnosti fyzikalni sorpce (adsorpce) na po-
vrchy pracovnich elektrod (obr. 1A). V jiném ptipadé,
pokud dochazi k vytvorfeni kovalentni vazby mezi imobili-
zovanymi molekulami a samotnym povrchem elektrody,
hovofime o procesu chemisorpce (obr. 1B). To, jakym
zpusobem biomolekula interaguje s povrchem elektrody,
predstavuje v elektrochemii zakladni problém a ptedurcuje
vysledek experimentu ¢i konkrétni analyzy”.

Prosta adsorpce je ve vodném prostiedi primarné tize-
na hydrofobnimi interakcemi, které mohou byt pfi otevie-
ném proudovém obvodu ovlivnény dalSimi typy nekova-
lentnich interakci. Jako ptiklad lze uvést mezimolekulové
elektrostatické odpuzovani adsorbované jednovlaknové
DNA. Adsorbovana struktura DNA nese negativni naboj
a vzniklé elektrostatické (—/—) repulze lze kompenzovat
zménou koncentrace opa¢né nabitych iontl rozpoustédla,
ze kterého adsorpce probiha®. Timto zpisobem miizeme
ovliviiovat hustotu pokryti povrchu elektrody (obr. 2A).
Nejenom pro ucely elektrochemického vyzkumu, ale i pro
celou fadu technologickych aplikaci, je klicova regulace
tvorby a vysledné vlastnosti adsorbované vrstvy. Ta mize
byt tvofena molekularni monovrstvou nebo i vysoce hete-
rogennim adsorbatem. Prvni organizované systémy na bazi
chemisorpce byly zalozeny na vazbé alkanthiolli na po-
vrchu zlata’”. Tyto postupy se staly zakladem technologie
tvorby samoskladnych vrstev (SAM, angl. self-assembled
monolayer), které byly pozdéji aplikovany pro funkciona-
lizaci ¢i pasivaci riznych kovovych materialti (obr. 1B).
Jednotné orientace biomolekul na povrsich 1ze docilit neje-
nom chemisorpci, ale i samotnou upravou fyzikalné-
chemickych vlastnosti povrchu elektrody a volbou vhod-
ného prostiedi, ze kterého adsorpce probiha®. Zajimavym
fenoménem je uspotadani molekul vlivem elektrického
pole, coz bylo demonstrovano v ptipadé nukleovych bazi

* Jan Vacek je lauredtem Ceny Metrohm za nejlepsi praci mladého elektroanalytického chemika v roce 2015.
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Obr. 1. Riizné typy imobilizace biopolymeru na povrchu elek-
trody. Elektroda mize byt modifikovana pomoci fyzikalni sorpce
(adsorpce) biomakromolekuly na jeji povrch, v tomto ptipadé
obvykle dochazi k tvorbé znaéné heterogenni adsorbované vrstvy
(A). Studované molekuly koncové znacené —SH skupinami mo-
hou vytvaret na povrchu kovovych materialti (chemisorpce) vyso-
ce organizovanou monovrstvu (B). Biopolymer muze reagovat
s elektrodou prostiednictvim vodivého polymeru nebo jiné struk-
tury (napt. uhlikové nanocastice) schopné prenaset elektrony (C).
DNA nebo enzym koncové znaeny biotinem (BIO) se muze
vazat na streptavidin (STV), ktery je imobilizovan na povrchu
elektrody (D)
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adsorbovanych na povrch rtutové elektrody. Timto zpiso-
bem mize za vhodné zvolenych experimentalnich podmi-
nek dochazet k tvorb& 2D kondenzovanych vrstev’.

Na zéaklad¢ vyse popsanych principt 1ze prostou difu-
zi z roztoku nebo i konvekei (michanim) dopravit zkouma-
né molekuly zroztoku na povrch elektrody.
K selektivnimu rozpoznavani analytli potom slouzi nasle-
dujici pfistupy. Mezi nejjednodussi pati chemicka modifi-
kace (napf. oxidace) povrchu pracovni elektrody'. Povrch
elektrody mize byt modifikovan i jinym materidlem ¢i
polymerem, ktery pfispiva nejenom k selektivni interakci
zkoumanych molekul s povrchem elektrochemického sen-
zoru, ale i ke zlepSeni vodivostnich ¢i jinych vlastnosti
elektrody (obr. 1C). Vyvoj téchto experimentalnich pfistu-
pu podlehl v poslednich letech tendenci vytvaiet znaéné
komplexni uspotadani, které obvykle vychazi z kombinace
hned nékolika organickych a anorganickych vrstev imobi-
lizovanych na povrch elektrody. Mira komplexity, resp.
slozitosti modifikace by ovSem neméla (s ohledem na re-
produkovatelnost ptipravy) prekrocit rozumnou mez. Slo-
Typickym piikladem je tvorba vysoce stabilniho komplexu
streptavidin-biotin (obr. 1D) nebo vyuziti imunoafinitni
reakce, tj. imobilizované monoklonalni protilatky nebo
aptameru (viz cit. '") schopnych selektivné vazat cilové
molekuly proteinti nebo jiného antigenu (pfesnéji epitopu)
z matrice analyzovaného vzorku.

Adsorpce nizkomolekularnich sloucenin v zasadé
ptimo neovliviiuje jejich strukturu, ikdyz fyzikalne-
chemické vlastnosti molekul adsorbatu se mohou lisit ve

Obr. 2. (A) Rizné hustoty pokryti elektrody negativné nabitou jednovliknovou DNA v pfitomnosti nizké (vlevo) a vysoké
(vpravo) koncentrace opa¢né nabitych ionti. (B) Schematické zobrazeni adsorpce globularniho proteinu (teleci sérovy albumin,
BSA) kde v disledku interakce proteinu s povrchem dochazi k lokalnim konformaénim zménam (vlevo). Vpravo je znazornéna
adsorpce fibrilarni bilkoviny (fibrinogen, Fb), ktera nejprve vytvari znaéné heterogenni (i) adsorbovanou vrstvu a posléze pre-
chazi (ii) do uspoiadané populaéni konformace v diisledki protein-protein interakei. Dalsi detaily viz cit."?
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srovnani se systémem solutu. V piipad¢ vysokomolekular-
nich latek v¢. biopolymert a biologicky relevantnich vyso-
komolekularnich systémi (lipozomi nebo bunéénych or-
ganel) je situace presné opacna. Uvedené si miZzeme pfi-
blizit pomoci srovnavaci studie'’, jejiz autoti zkoumali
interakci globularniho (teleci sérovy albumin) a fibrilarni-
ho (fibrinogen) proteinu s povrchem zlata, ktery byl modi-
fikovan rizné hydrofobni SAM (obr. 2B). Adsorpce albu-
minu (molekula je sférického tvaru) je obvykle spojena
s lokalni strukturni zménou v mist¢ kontaktu molekul
s povrchem materidlu, obr. 2B, vlevo. Naopak v pripadé
fibrinogenu (molekula je tyCinkovitého tvaru) mizeme
pozorovat vicekrokovy pribéh adsorpce, ktery za vhodné
zvolenych podminek experimentu vede k ustalené orienta-
ci molekul na povrchu zlata, obr. 2B vpravo. V takto vy-
tvofené adsorbované vrstvé se uplatiiuji mezimolekulové
interakce fibrinogenu, které kompenzuji jeho dalsi interak-
ce s povrchem, a nedochazi tak ke konforma¢nim zménam
proteinu. Konformac¢nim zméndm proteinu (ale i dalSich
biomakromolekul) 1ze zabranit modifikaci povrchu elek-
trod vrstvou organického filmu'® nebo imobilizaci proteinu
do matrice vodivého polymeru, lipidového filmu nebo
i aplikaci amfifilnich molekul™. Vzdy je nutné rozlisit
adsorpci ¢i imobilizaci cilovych molekul na povrch elek-
trody pfi otevieném proudovém obvodé od procest probi-
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hajicich na elektricky nabitém povrchu. V ptfipadé polari-
zace elektrody podléhaji adsorbované vrstvy reorientacnim
¢i desorpénim déjiim a u biomakromolekul obvykle docha-
zi k destabilizaci nebo tplné ztraté jejich struktury. Uvede-
né bylo demonstrovano v piipadé DNA'S, proteini'*'®
a vysokomolekularnich membranovych systémi'’ adsor-
bovanych na negativné nabitych elektrodovych povrsich.

3. Elektroanalyza biopolymeru

Elektrochemické zkoumani biopolymert se vyznam-
n¢ podilelo na vzniku a formovani oboru bioelektrochemie
jako takové. Elektrochemické metody jsou intenzivné vyu-
zivany ve vyzkumu struktury a interakci nukleovych kyse-
lin (NK) a proteinii. Dalsi biopolymery a biologicky vy-
znamné makromolekuldrni struktury, jako jsou polysacha-
ridy nebo lipidové komplexy, obvykle nejsou elektroche-
micky aktivni. Uvedené nemusi byt nevyhodou (jak bude
ukazano v nasledujicim oddile) a k jejich selektivni analy-
ze lze vyuzit elektrochemicky aktivni znacky. Znaceni je
vétSinou zaloZeno na vytvofeni kovalentni vazby mezi
cilovou molekulou a nizkomolekularni znackou a muze
byt aplikovano nejenom pro analyzu elektrochemicky ne-
aktivnich biopolymert, ale i pro konstrukci DNA hybridi-
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Obr. 3. Elektrochemie biopolymerii. Na panelech (A) a (B) jsou ukdzany dva zakladni pfistupy jak zkoumat mezimolekulové interakce
DNA s nizkomolekularnim ligandem (znazornén hvézdickou). (C) Katodické (vlevo) a anodické (vpravo) elektrochemické odezvy protei-
nl. Vlozena je také struktura cytochromu ¢ (PDB: 2B4Z) s dobie rozpoznatelnou neproteinovou (hemovou) slozkou skrytou v kavité
(naznaceno Sipkou). Struktury byly zpracovany v programu PyMOL (Molecular Graphics System, ver. 1.6.0.0, Schrodinger)
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zaCnich senzorl a nebo k amplifikaci elektrochemického
signalu proteinu, ktery neobsahuje dostatek elektrochemic-
ky aktivnich aminokyselinovych zbytkd. V pfedlozeném
textu se budeme vénovat redukci a oxidaci nativni DNA
a proteinti (angl. label-free techniques), jelikoz tyto piistu-
py nachazeji $irsi vyuziti pravé ve vyzkumu jejich struktu-
ry a funkce. Pro dalsi studium doporucujeme recentné
uvefejnéné monografie zamétené jak na elektroanalyzu
DNA®, tak i proteint'®.

Elektrochemicka analyza je vhodna pro sledovani
interakci DNA a proteini s nizkomolekularnimi ligandy.
Takové analyzy lze provést v zasadé dvéma zpusoby. In-
terakce mezi biopolymerem a danou latkou mtze probihat
pfimo na povrchu pracovni elektrody. V takovém ptipadé
je nejprve elektroda modifikovana biopolymerem (napf.
DNA) a nasledné¢ je biosenzor (tedy modifikovana elektro-
da) ponofen do roztoku s nizkomolekuldrnim ligandem. Po
inkubaci je provedena elektrochemicka analyza (obr. 3A).
Druhou moznosti je provést nejprve inkubaci ligandu
s DNA nebo proteinem v roztoku a vytvorené komplexy
adsorbovat na povrchy elektrod a podrobit je elektroche-
mické analyze (obr. 3B). Prvni z uvedenych ptistupt pfi-
nasi riziko strukturni zmény biopolymeru po jeho adsorpci
na povrch pracovni elektrody, a to jesté pfed jeho asociaci
s vazebnym ligandem. Pro fundamentalni (mechanistické)
studie je proto vhodn&jsi pouzit druhy z vySe zminénych
pristupti. Studované interakce nebo vyvolané strukturni
zmény biopolymeru se mohou projevit zménou v jeho
métenych elektrochemickych signalech. Naopak pro urce-
ni stechiometrie nebo kinetickych parametri dané interak-
ce muzeme sledovat elektrochemické odezvy navazaného
ligandu.

3.1. Nukleové kyseliny

K elektroanalyze biopolymerli je nutné, aby jejich
molekuly (nebo navézané elektroaktivni znacky) byly
schopny vymény elektront s pracovni elektrodou, pfipad-
né, aby se na povrchu elektrody specifickym zptsobem
adsorbovaly. DNA tuto podminku splityje, pficemz z jejich
strukturnich komponent jsou elektrochemicky redukova-
telné adenin, cytosin a guanin, a to na povrchu rtutovych
elektrod". Naproti tomu na povrchu elektrod uhlikovych
lze elektrochemicky preferen¢né oxidovat purinové baze,
adenin a guanin®. NK jsou na elektrodovych povrsich
v Sirokém rozmezi potencialt silné adsorbovany. Adsorpc-
né-desorpéni déje, kterym podléhaji polymerni struktury
NK na rtutovych elektrodach pii vkladani negativnich
potenciall, davaji vzniknout tzv. tenzametrickym
(kapacitnim) piktim, které poskytuji fadu cennych infor-
maci o struktufe adsorbovanych molekul*'. Charakter ten-
zametrické odezvy zavisi na tom, které strukturni kompo-
nenty DNA se adsorpéné-desorpcnich déjii tcastni. Z vyse
popsané¢ho vyplyva, ze elektrochemické chovani NK je
z4vislé na tom, do jaké miry mohou jejich strukturni kom-
ponenty komunikovat s povrchem elektrody, at’ jiz formou
prenosu elektront (redukce, oxidace), nebo formou ad-
sorpéné-desorpcnich procest. Expozice nukleovych bazi
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povrchu elektrody je pfimo zavisla na struktufe DNA
a taktéZ na pfitomnosti interagujicich latek (napt. interka-
la¢nich &inidel”*) ve studovaném vzorku. U dvouvlakno-
vé DNA jsou nukleové baze skryty uvniti dvousroubovice
a nemohou volné komunikovat s okolim, tudiz ani
s povrchem elektrody. Naproti tomu v denaturované
(jednotetézcové) DNA jsou baze volné pfistupné.
V dusledku toho se elektrochemické odezvy nativni a de-
naturované DNA za vhodné zvolenych podminek analyzy
vyrazn¢ lisi. Jakmile tedy dochazi ke zméné struktury
DNA, projevi se to na jejich elektrochemickych ode-
zvach'>?"?* Na zékladé toho je mozné pozorovat odvijeni
dvousroubovice, tvorbu zlomi (tj. preruseni cukrfosfatové
patete DNA) a rizné lokalni strukturni zmény dvousrou-
bovice spojené s interakei ¢i poskozenim DNA. Méfeni na
rtutovych elektrodach umoznuji sledovat malé zmény ve
struktufe DNA s vysokou citlivosti®. Naproti tomu oxida¢-
ni signaly purinovych bazi na uhlikovych elektrodach jsou
ke struktufe DNA méné citlivé. Uhlikové elektrody jsou
naopak vhodné pro sledovani interakci nizkomolekular-
nich ligandid se zbytky guaninu a adeninu a mohou taktéz
poslouzit k analyzam oxida¢niho poskozeni DNA®.

3.2. Proteiny

Proteiny jsou tvofeny z 21 biogeniich aminokyselin,
z nichZ jsou pro elektrochemickou analyzu vyznamné pre-
devsim cystein, tyrosin a tryptofan. Zastoupeni zbytki
téchto aminokyselin se v jednotlivych proteinech vyrazné
1i$i, na rozdil od relativniho zastoupeni elektroaktivnich
bazi v DNA. Kromé toho existuji slozené proteiny, které
obsahuji dalsi oxida¢né-redukéné aktivni centra neprotei-
nové povahy, napf. hem ve struktufe cytochromu c
(struktura viz obr. 3C). Tyto proteiny se vyznacuji jedinec-
nou elektrochemickou aktivitou korespondujici
s reverzibilni pfeménou neproteinové slozky (obr. 3C-I)
a byly v uplynulych desetiletich intenzivné studovany® >,
Poslouzily pfedevsim jako vhodné modely pro vyzkum
prenosu elektronti v biopolymerech, coz je kli¢ovy jev pro
bioenergetické procesy, jako je dychani nebo fotosyntéza.
Moderni elektrochemické piistupy vSak nabizeji fadu moz-
nosti ve vyzkumu (nekonjugovanych) proteind, které oxi-
dovatelné nebo redukovatelné prostetické skupiny neobsa-
huji'®.

Pro elektrochemické chovani proteini na rtutovych
elektrodach je kli¢ova pritomnost zbytkt cysteinu, ptipad-
né cystinu, ktery je dimerem cysteinu vzniklym oxidaci
thiolovych skupin (-SH) na skupinu disulfidovou (-S-S-).
Sirné aminokyseliny maji vysokou afinitu ke rtuti a velmi
ochotné s ni reaguji (chemisorpce) za vzniku Hg-S vazby,
ktera je -elektrochemicky redukovatelnd® (obr. 3C-II).
Potencidl a velikost piku odpovidajici za tuto redukci zavi-
si na obsahu zbytktl cysteinu v molekule a na jejich pfi-
stupnosti k povrchu elektrody™. Vyznamné uplatnéni
v elektroanalyze proteini a peptidd ma tzv. Brdickova
reakce’ . Tento katalyticky d&j probiha na rtutovych
elektrodach v pfitomnosti proteinii obsahujici zbytky
cysteinu a v pfitomnosti iontd kobaltu. Katalytickému
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vyluCovéni vodiku (angl. catalytic hydrogen evolution
reaction, CHER) odpovida vznik jedné nebo dvou polaro-
grafickych vln nebo voltametrickych pikd. Jinym typem
katalytickych proudi, které jsou poskytovany proteiny
a peptidy, je tzv. prenatriovd vlna. Tento jev byl poprvé
pozorovan polarograficky v roztocich chloridu sodného
(odtud jeho nazev), ktery obsahoval stopy proteinti krevni-
ho séra®. Pro vznik prenatriové vlny neni nutnd p¥itom-
nost ani sirnych aminokyselinovych zbytkdl, ani iontd ko-
baltu & jinych kovi®®. Diky jejimu vyskytu v oblasti vyso-
ce negativnich potenciali nenalezla prenatriovd vlna ana-
Iytické vyuziti. V poslednich dvou desetiletich vSak bylo
ukazano™-¢, e pii aplikaci modernich chronopotenciome-
trickych technik®’ lze na misté prenatriové viny ziskat
dobie vyvinuty katalyticky pik (obr. 3C-III), ktery muze
byt vyuzit v oblasti studia proteint, a to nejenom proteint
rozpustnych ve vodg, ale také membranovych proteind™.
Metoda nachazi uplatnéni pii sledovani zmén struktury,
agregace, denaturace, posttranslacnich modifikaci a inter-
akei proteind s dal$imi molekulami véetnd DNA®. Presto-
ze bylo navrZeno né€kolik mechanismi této elektrokataly-
tické reakce, nebylo dosud zcela jasné prokazano, které
funkéni skupiny jsou za proces vylucovani vodiku (tj.
CHER) zodpovédné. Pravdépodobné na reakci participuji
predeviim zbytky cysteinu, argininu, lysinu a histidinu™.
Na uhlikovych elektrodach lze elektrochemicky oxidovat
tyrosin, tryptofan*®*' nebo i cystein, histidin a methionin*?
(obr. 3C-1V). V poslednim desetileti byly anodické preme-
ny zbytkl tyrosinu a tryptofanu vyuzity pro citlivé stano-
veni hned nékolika biologicky aktivnich peptidii (hormony
bombesin, neurotensin, angiotensin, vasopresin, insulin)
a pfi studiu proteini, véetné jejich agregace a dalSich inter-
akei'®. Jak uvadime vyse, vyuzitelnost uhlikovych elektrod
k analyze strukturnich zmén polymernich NK je vyrazné
niz§i ve srovnani s rtutovymi elektrodami. Podobné je
tomu i v pfipadé analyzy strukturnich zmén proteind. Re-
centni studie nicméné naznacuji, ze pokud je uhlikova
elektroda vyrobena z vhodné zvoleného materialu, mtze
dojit k vyznamnému zvySeni citlivosti, napf. pfi analyzach
denaturace sérového albuminu®’.

Ve srovnani s elektroanalyzou nizkomolekularnich
latek se pfti elektrochemické analyze biopolymert setkava-
me s pomérné komplexni a mnohdy i obtiznou interpretaci
naméfenych dat. Asi nejCastéji se lze setkat s artificialnimi
vysledky pii studiu mezimolekulovych interakci DNA
nebo proteinll s 1éCivy ¢i toxiny. Zde je velmi dilezité
vhodné kombinovat metody elektrochemické s dalSimi
experimentalnimi piistupy, coz néktefi autofi opomijeji*’.
V odborné literatufe se také mtzeme setkat s interpretaci
vysledkd, které nezohlednuji skutecnost, Ze elektrochemic-
ka analyza je provedena s molekulami v adsorbovaném
stavu, u kterych mohou mezimolekulové interakce probi-
hat odlisné (napft. kinetické parametry), nez-1i u procest
pozorovanych piimo v prostiedi fyziologickych roztokl
a pufri.
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4. Transportni jevy a lipidové systémy

V predchozich dvou oddilech textu jsme popsali vyu-
zitelnost a také limitace elektrochemickych pfistupti ve
vyzkumu biomakromolekul. Tento oddil je vénovan pri-
marné lipidim, jejichz molekuly a nekovalentni asociaty
(soustavy membran) jsou za standardnich experimental-
nich podminek elektrochemicky neaktivni, tj. nelze je re-
dukovat ani oxidovat. Membranové systémy plni v bunce
bariérovou funkci a ve stejném smyslu je vyuzivdme pii
elektroanalyze transportnich jeva.

Pracujeme-li ve vodném prostiedi, lipidové membra-
ny (nebo i soustavy detergentil) interaguji s elektrodovymi
povrchy primarné formou hydrofobnich interakci. Na za-
kladé amfifilnich vlastnosti lipidi* je nutné pogitat s tim,
ze iontové soustavy se mohou reorganizovat v piipadé
polarizace elektrody, zejména pokud je elektroda nabita
kladné a je na ni imobilizovan kladné nabity lipid nebo
detergent (+/+) a naopak (—/—). Jak je uvedeno vyse, mezi
elektrochemickymi odezvami zkoumanych molekul a lipi-
dovymi elementy obvykle nedochézi k analytické interfe-
renci. Pouze mize dochazet v zavislosti na zvolenych ex-
perimentalnich podminkadch ke kompetici mezi lipidy
a dalsi adsorbujici se komponentou vzorku. Uvedené je
vyhodou, jelikoZ jak dispergované lipidy, tak i membrany
ovliviyji vysledek optickych spektralnich analyz, jelikoz
dochazi k rozptylu elektromagnetického zafeni prochaze;ji-
ciho zkoumanym roztokem.

V pribéhu poslednich let byly klasické linearni lipi-
dové membrany a lipozomalni modely (obr. 4A-C) rozsi-

Obr. 4. Pfehled membranovych modelovych systémi pFipra-
venych vroztoku nebo na povrchu elektrody. (A) lipidova
monovrstva, (B) lipidova dvojvrstva, (C) lipozom, (D) imobilizo-
vana (ukotvena) lipidova dvojvrstva bez ptimého kontaktu s povrchem
elektrody. (E) Schematické znadzornéni procesu exocytozy
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feny o vice komplexni lipidové systémy, které byly vyvi-
nuty pro ucely rekonstituce membranovych proteint
a jejich naslednou krystalizaci pro Gcely RTG strukturni
analyzy*. Jedna se napf. o lipidové nanodisky a lipidové
kubické faze, coz jsou slozité soustavy kanald v lipidové
gelové matrici*’. Rada t&chto lipidovych objektd po inter-
akci spevnym povrchem prechdzi do linedrni formy
a obecné na nabitych povrsich dochazi k jejich reorganiza-
ci Ci desintegraci. Tyto jevy byly detailné zkoumany napf.
v pfipadé¢ lipozomd adsorbovanych na povrch rtutové
elektrody®. Rozruseni struktury membran vlivem elektric-
kého pole je z hlediska studia transportnich jevl nezadou-
ci. Nicméné ucinek intenzivnich elektrickych pulzii mize-
me i cilené vyuzivat pro zménu permeability nebo destruk-
ci cytoplasmatické membrany, napf. pfi genovych manipu-
lacich zaloZenych na elektroporaci nebo v protinddorové
terapii (pro dalsi studium, viz cit.***").

Pokud jde o aplikace v biochemii, asi nejjednodussi
experimentalni uspofadani je umistit elektrodu na jednu
stranu membrany a v roztoku na opacné strané membrany
rozpustit latku, jejiz transport pres membranu chceme
zkoumat. Nebo miiZzeme imobilizovat lipidovou vrstvu na
povrch elektrody a takto modifikovanou elektrodu mize-
me ponoiit do roztoku s latkou uréenou k transportu’’.
Nemusi se vzdy jednat o transport fizeny difuzi, ale mem-
brana muze obsahovat i aktivni proteinovy transportér.
V takovém piipadé neni vhodné, aby membrana imobilizo-
vand na povrch elektrody byla vté€sném kontaktu
s povrchem elektrody™. Z tohoto divodu byly vyvinuty
techniky, které umoziuji imobilizovat membranu pomoci
molekul selektivné se vazicich jednim koncem na mem-
branu a druhym koncem na povrch elektrody (angl. tethe-
red bilayer lipid membranes)™ (obr. 4D). Kromé pasivniho
a aktivniho transportu nizkomolekuldrnich latek pies
membrany muize byt elektrochemie vyuzita k analyze afi-
nity 1é¢iv k povrchu membran®. Unikétni aplikaci je vyu-
ziti mikroelektrod pro studium exocytézy. Exocytoza je
proces, kterym bunky transportuji latky, které obvykle
nejsou schopny samostatného prostupu pies plasmatickou
membranu, do svého okoli (obr. 4E). Pokud probiha pro-
ces exocytozy, je mozné substraty transportované vné pro-
storu bunky sledovat pomoci elektrochemickych senzort
umisténych do t&sného okoli buitky®’. Nedavno také bylo
zjiSténo, Ze proteiny rekonstituované v prostiedi lipido-
vych membran (tzv. proteolipozomy) mohou byt zkouma-
ny pomoci elektrokatalytické reakce CHER a Ze proteiny
integrované do systému lipozomi mohou byt voltametric-
ky oxidovany*®. Tohoto principu bude mozné dale vyuzi-
vat pifi vyzkumu elektrochemickych premén, strukturni
stability a mezimolekulovych interakci membranovych
proteinti. Obdobné muizeme vyuzivat lipidové kubické
faze, do jejichz 3D matrice lze inkorporovat enzym®’. Tak-
to pfipravenou matrici lze imobilizovat na povrchu elek-
trody. Inkorporovany enzym preménuje substrat na elek-
trochemicky aktivni produkt. Tato technika umoZiuje
zkoumat kinetické a mnohé dal$i parametry enzymové
katalyzy in situ v redlném Case.
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5. Nova technicka reSeni

V poslednich odstavcich tohoto textu se zaméfime na
popis technologického pokroku a také limitaci v ptipadé
elektrochemické instrumentace. Konstrukce novych
(miniaturizovanych) detektorti a elektrodovych materiali,
vylepSovani softwarového vybaveni®® a aplikace nanotech-
nologii je dnes vychozim bodem pro vyvoj novych analy-
tickych postupt vyuzitelnych v bioelektrochemii a piibuz-
nych disciplinach.

I pres extenzivné vedeny vyvoj novych a optimalizace
stavajicich metod je v soucasnosti vyuZitelnost elektroana-
lytickych metod v biochemickych oborech do jisté miry
limitovana. V 70. letech vstoupily elektrochemické meto-
dy do soutéZe s optickymi metodami detekce a doslo z¢asti
k jejich vytésnéni mimo metody rutiné vyuzivané v praxi.
K obdobné situaci doslo koncem 90. let, kdy mizeme po-
zorovat vyznamny pokrok v technikach hmotnostni spek-
trometrie, pfedev§im v oblasti konstrukce novych ionizac-
nich zdroji vhodnych pro analyzu biomakromolekul®
a pozdé€ji zavedeni DART (angl. direct analysis in real
time) analyzatori do analytické praxe®.

V soucasnosti 1ze sledovat miniaturizaci elektroche-
mické instrumentace®’, prechod k mikro&ipovym technolo-
giim, kombinaci metod elektrochemickych spolecné
s metodami optickymi (angl. bifunctional electro-optical
approaches), aplikaci elektrochemicky indukované chemi-
luminiscence pro sledovani biologicky aktivnich mole-
kul®*® a byly zaznamenany vyznamné pokroky v elektro-
chemickych zobrazovacich metodach®. Vsechny vyjme-
nované oblasti zdjmu smétuji k analyze slozitych makro-
molekularnich systémd, jednotlivych separovanych bunék
a biochemickych procest probihajicich v jednotlivych
subcelularnich kompartmentech.

Aplikace nanomaterialli a nanostrukturovani povrchi
prostupuje celou sférou fyzikalni a materialové chemie a je
tomu tak i v pfipadé bioelektrochemie. Elektrochemicky
jsou studovany jednotlivé objekty mikrometrovych a nano-
metrovych rozmérli (dokonce 1ijednotlivé molekuly),
k ¢emuz mame k dispozici instrumentaci, experimentalni
postupy a teorii v podobé& stochastickych modelt®"**. Pra-
vé vyvoj novych nanomateridld, jako jsou nanotrubice
nebo grafen®, predstavuje cestu, jak zkoumat oxidagné-
redukéni déje jednotlivych bun€k a subcelularnich kompo-
nent. Magnetické nano- a mikrocastice slouzi k efektivni
a cilené manipulaci se vzorky a k odstranéni interferujicich
komponent pfi analyze biopolymert®. Po vy&tu viech
vyhod je potieba také upozornit na to, Ze nadmérna ten-
dence aplikovat nanocasticové technologie v bioelektro-
chemii mize byt (a v fad¢ pfipadil také je) vniména jako
samoucelnd, viz napi. priprava vicevrstvych modifikaci
elektrodovych povrchil.

V souvislosti s analyzou bunéénych komponent
a jednotlivych molekul se jako skutecné perspektivni jevi
techniky zalozené na selektivnim transportu pomoci na-
nopo6ri (angl. nanopore technology)®. Tyto technologie
jsou zalozeny na vyuziti nanopord jako elementu, ktery
propousti pouze zkoumané molekuly a nikoli interferujici
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a-hemolysin

{DNA aptamer

,ligand
\K DNA aptamer

Obr. 5. Vyuziti selektivniho transportu k analyze interakce
DNA s nizkomolekularnim ligandem. (A) Nativni DNA procha-
zi nanoporem (o-hemolysin). (B) Po interakci ligandu s DNA
dochazi k strukturni zméné a jeji priichod nanopérem ze stéric-
kych ditvodi jiZ neni mozny. Dalsi detaily viz cit.*

latky. Nanopory mohou byt soucasti pevné (nebo i flexibil-
ni polymerni) uméle vytvofené bariéry nebo je mohou
tvorit proteiny (angl. biopores) lokalizované v lipidové
dvojvrstvé®™. Jako vhodny proteinovy transportér mize
poslouzit a-hemolysin (velikost poru v nejuzsim misté je
kolem 1,4 nm), ktery je schopen transportovat nativni oli-
gonukleotidy ve formé¢ DNA-aptameru'' (obr. 5A). Pokud
DNA interaguje s ligandem (napf. molekulou kokainu®),
dochazi k jeji strukturni zméné a na zaklad¢ stérické zabra-
ny k jeji translokaci nanopérem nemiZze dojit (obr. 5SB).
Propustnost nanopértt lze detegovat elektrochemicky
(angl. ionic current blockage technique), pomoci elektro-
nickych soucastek (tranzistorl) nebo pomoci skenovaci
tunelové mikroskopie (pro dalii studium viz cit.”’). Selek-
tivita a pramér proteinovych nanopérd mohou byt modifi-
kovany pomoci metod genové manipulace (tj. zdménou
nékterych aminokyselin) a aplikovany v riznych oblastech
biochemie a molekularni biologie. Mezi ty nejefektivnéjsi
aplikace patii DNA sekvencovani, které¢ je zalozeno na
pruchodu zkoumané DNA nanopdrem a jejim kontinual-
nim Stépenim exonukleasami. Nukleové baze jsou detego-
vany béhem postupného Stépeni polynukleotidového vlak-
na, v pofadi odpovidajici sekvenci®®.

6. Zavér a budouci perspektivy

Elektrochemické metody byly v poslednich dekadach
aplikovany v feseni celé fady biochemickych problémul.
Za zcela zasadni miZeme povaZovat pokroky v oblasti
elektrochemie biopolymert a jejich vysokomolekularnich
komplexti s detergenty, lipidy a lipidovymi membranami
ruzné komplexity. V ptipad€, ze zkoumané molekuly nej-
sou za danych experimentalnich podminek elektrochemic-
ky aktivni, je mozné provést jejich selektivni modifikaci
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nebo navazani elektroaktivnich znagek”"’. Elektrochemic-
ky vyzkum biopolymeri mize v budoucnosti také vy-
znamné prispét k analyze dynamickych jevi, jako je elek-
tronovy transport (pfenos naboje) v molekule DNA
dvousroubovice” nebo protonové pienosy u peptidi
aproteinii’*. Vedle elektrochemickych piemén probihaji-
cich na molekularni trovni byla navrZena feSeni vysoce
komplexnich makro- a supramolekularnich redoxn¢ aktiv-
nich systémil, napf. biopalivové &lanky”, umélé fotosynte-
tické dgje’®”” nebo molekulové motory a spinade (angl.
molecular switches)®.

Pfedpokladdme, Ze v budoucim vyzkumu bude
v bioelektrochemii sehravat dilezitou ulohu vypocetni
chemie, pfedevsim simulace interakce molekul s povrchy,
uspofadani (organizace) adsorbovanych vrstev a jejich
transformace v pribéhu polarizace elektrody. Soucasny
pokrok v metodologii molekulové dynamiky” naznaduje,
ze absence vypocetnich pfistuptl, a tudiz i jejich aplikaci
v systému elektricky nabity povrch-biomakromolekula-
roztok bude velmi brzo substituovana funkénimi a repro-
dukovatelnymi piistupy.

Elektrochemické metody sehravaji vyznamnou ulohu
ve vyzkumu tvorby adsorbovanych vrstev a v imobilizaci
biopolymerit a bunéénych systémi na pevné nebo
i flexibilni povrchy (angl. soft surfaces). Zcela unikétni
roli zde sehrava i vyzkum lipidovych systémi a biomem-
bran. I pfesto, ze vétsina biochemickych procesu je zkou-
mana v roztoku, samotné bunécné prostiedi disponuje
rozsahlym systémem membrdnovych a cytoskeletarnich
povrchi, kde mohou probihat slozité (katalyzované) che-
mické premény. Reaktivita biomolekul v roztoku neni
vzdy stejna jako v adsorbovaném stavu nebo v interakci
s biomembranou. Uvedeny jev je biochemiky né€kdy opo-
mijen a elektrochemické metody lze v tomto smyslu vni-
mat jako vyznamny piispévek vedouci k pochopeni kom-
plexnich interakci a transportnich jevd, které
ve fyziologickém prostiedi probihaji.

V poslednich dvou dekadach zaznamenal obor elek-
trochemie vyznamné pokroky, které umoznily zkoumat
multikomponentni biologické vzorky, izolované bunécné
objekty a chemické entity za podminek rozliseni jednotli-
vych molekul. Naznacili jsme zde ve stru¢nosti soucasny
stav poznani a také uvedli n¢které kritické poznamky. Vy-
voj elektrochemického vyzkumu v budoucnosti 1ze tézko
predpovidat. Pfedpokladame ale, ze Cesti (Ceskoslovensti)
védci budou i nadale urcovat trend v oboru bioelektroche-
mie, patii totiz k jeho zakladatelim®®* a stale aktivné
ovliviyji jeho smétfovani.

Autori  jsou zavazani doc. Janu  Hrbacovi
(Prirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita v Brné)
a dr. Jifimu Vrbovi (Lékarskd fakulta, Univerzita Palacké-
ho v Olomouci) za diskusi a kritické pripominky k textu.
Prdce na rukopise byla financné podporena internim stu-
dentskym projektem Univerzity Palackého v Olomouci ¢.
IGA_LF 2017 11 a castecné také projektem Grantové
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Electrochemical methods play an important role in
basic physical and chemical research and are widely used
for analytical purposes, today especially in the develop-
ment of new sensors and in miniaturized laboratory tech-
nology, working both in a stationary and a flow-through
mode. Since mid 20" century, electrochemical approaches
have been applied in their full extent for biochemical and
biophysical research, which led to the emergence of a new
discipline called "bioelectrochemistry”. This work aims to
inform readers about current trends in the electrochemistry
of biologically active substances; attention is given mainly
on macromolecular systems. In addition to research fo-
cused on the analysis of nucleic acids and proteins, dy-
namic processes associated with intermolecular interac-
tions, transporter effects and interactions of molecules
with solid surfaces and membranes immobilized onto elec-
trode surfaces are described here. The authors do not claim
to provide a comprehensive overview of current
knowledge. On the contrary, our work targets on selected
areas of interest: the above-mentioned segments of bio-
electrochemical research are discussed and critically
assessed.



