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1. Uvod
Po objevu struktury dvojité Sroubovice DNA

vr. 1953 (cit."), vzrostl zdajem o chemické i biologické
vlastnosti DNA. V té dobé literatura uvadé¢la, ze ze vSech
monomernich slozek DNA je polarograficky redukovatel-
ny pouze adenin’. Vr. 1957 Berg deklaroval polymerni
DNA a RNA jako polarograficky inaktivni’. Ve stejné
dobé experimenty provadéné jednim z nas (EP) na Biofy-
zikalnim tstavu CSAV v Brné (BFU) ukazovaly, e viech-
ny baze, DNA i RNA jsou polarograficky aktivni a Ze je

lze elektrochemicky stanovit v relativné nizkych koncen-
tracich. Tyto vysledky EP publikoval vr. 1958 (cit.).
Berguiv zavér byl zalozen na experimentech provadénych
v alkalickém prostfedi. Pozd&ji bylo zjisténo, ze zbytky
bazi v DNA i RNA se redukuji v protonizovaném stavu
a v alkalickém prostfedi zadné redukeni signaly neposky-
tuji’. Podrobn&jsi diskusi Bergovych vysledkd nalezne
Stenaf v cit.’. V sérii praci publikovanych EP do r. 1990
méla velky vyznam prace v Casopise Nature’, ktera vysla
vr. 1960, tedy rok po udéleni Nobelovy ceny
J. Heyrovskému a kratce pfed ud€lenim téZze ceny
J. Watsonovi, F. Crickovi a M. Wilkinsovi (1962) za objev
struktury DNA. Tato prace ukazovala, Ze elektrochemie
dokéze rozlisit dvousroubovicovou DNA od jejich jedno-
fetézovych degradacnich produktl. V téze dobé bylo uka-
zano, ze za elektrochemické signaly DNA jsou odpovédny
redukéni a oxidacni elektrodové déje bazi (adenin (A),
cytosin (C), guanin (QG)), Ze tyto signaly odrazi zmény ve
struktute DNA, pfi nichZ se méni dostupnost bazi pro elek-
trodové interakce™”® a 7e elektrochemicky lze sledovat
denaturaci a renaturaci DNA”'°.

Jiz od zacatku 60. let minulého stoleti byla pofadana
sympozia v Jené (NDR), na nichz otazky elektrochemie
nukleovych kyselin ¢asto piedstavovaly hlavni napln pred-
nasek idiskusi. V 70. letech zacaly hrat dulezitou roli
i sympozia, potadana v Brné, jejichz hlavnim tématem
byla elektrochemie nukleovych kyselin. Téchto sympdzii
se Ucastnila fada vyznamnych zahranicnich elektrochemi-
ka, jako napt. P.J. Elving (USA), G. C. Barker (UK),
G. Dryhurst (USA), H. Berg (NDR), W. Nurnberg (SRN)
B. Czochralska (Polsko), B. Malfoy (Francie) i odbornik
na nukleové kyseliny, jako D. Crothers (USA), W. Guschl-
bauer (Francie), H. Sobell (USA), P. T’so (USA), S. Bram
(Francie) a dalsi.

V priib¢hu prvnich tfech desetileti se dalsi laboratofe
v Evropé€ i USA zapojily do vyzkumu v oblasti elektroche-
mie DNA (vice podrobnosti je vcit.'") V t& dob& bylo
dosazeno velmi vyznamného pokroku [napf. rozliSeni
dvoufetézové DNA  (double-stranded, dsDNA)>'**
a RNA" od jejich jednofetézovych forem (single-stranded,
ssDNA), navrzeni prvnich elektroaktivnich znacek DNA
aRNA'"" elektrod modifikovanych DNAZO‘ZI], atd.
(tab. I). Navzdory tomu, pocet praci publikovanych v této
oblasti (asi 7 az 10 laboratofemi) se pohyboval kolem 10
az 20 za rok. Od roku 1990 se situace dramaticky zménila.
Pocet praci na téma elektrochemie nukleovych kyselin
zacal vzriistat exponencialné (obr. 1) a v soucasné dobé se
pohybuje kolem 800 praci za rok. Pri¢inou tohoto vzestupu

* Emil Palecek je laureatem ceny firmy Metrohm 2013 za celoZivotni ptinos k rozvoji elektroanalytické chemie.
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Tabulka I
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Dulezita zjisténi v pocatecnich tfech dekadach vyzkumu nukleovych kyselin (1958—1988).
Autofi jsou uvadeéni v zavorkéach. Pokud neni uveden zadny autor, vysledky byly ziskany v laboratofi EP v Brné.

DNA a RNA a viechny volné base jsou elektroaktivni*
Prifazeni elektrochemickych signald DNA jednotlivym bazim. Oscilograficka

Adsorpce DNA na rtutovych elektrodach (ac impedanéni studie); (I. R. Miller,

DNA premelting, denaturace, renaturace/hybridizace mohou byt sledovany eletro-

chemicky, stopy jednofetézové DNA stanoveny v nativni dsDNA. Vliv nukleotidovych

10,13,121-124
A

Interakce nizkomolekularnich slou¢enin s DNA (P. J. Hillson, M. J. Simons, Harrow,

Dvousroubovice DNA se mtize na povrchu elektrody u negativnich potenciald rozvinout

(E. Palecek, Brno a H. W. Niirnberg, Jiilich, nezavisle na sob¢)

Elektrochemické chovani DNA sv&déi o polymorfii jeji dvousroubovicové struktury®

Po dve desetileti byly v analyze NA pouZivany pouze rtut'ové elektrody

Pevné (uhlikové) elektrody byly uvedeny do vyzkumu NA (V. Brabec a G. Dryhurst,
Stanoveni bazi nukleovych kyselin v nanomolarnich koncentracich katodickou

Elektroaktivni znacky kovalentné vazané na DNA*!31-132

L 1958
I 196061
polarografie reflektuje strukturu DNA”!'611
I11. 1961
Rehovot''*!?%)
Iv. 196266
sekvenci na elektrochemické signaly dsDN
V. 1966 Aplikace pulsni polarografie na studia DNA"
VL 1967 Detekce pokozeni DNA®*
VII. 1967
UK a H. Berg, Jena)*'?>!%
VIIL 1974
IX. 1976
X. 1978
Norman, Okla'*")
XI. 1980
rozpoustéci voltametrij' 128713
XII. 1981-93
XIII. 1986-88 DNA-modifikované elektrody*'’*'*

Pievzato se souhlasem z cit.®. Copyright 2009, Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.
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Obr. 1. Publikované prace na téma Elektrochemie nukleovych
kyselin mezi rokem 1958 a 2012. Graf je sestaven na zakladé
informaci z Web of Science pro kli¢ové slova (polarograph* AND
DNA) nebo (electrochem®* AND DNA) nebo (electrochem™ AND
“nucleic acid*”). Pfevzaté s povolenim z cit.®. Copyright 2009
Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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byla skutecnost, ze se ukazalo, ze elektrochemicka analyza
se dobfe hodi ke zjistovani sekvenci nukleotidd v DNA
a mohla by byt zvlasté vyhodna pfi jejich decentralizované
analyze v mensich nemocnicich a ptipadné i v ordinacich
1ékatti. Vedle toho je tato analyza vhodnd pro dalsi ucely,
jako napt. detekce posSkozeni DNA, interakce DNA
s proteiny, stanoveni mikroRNA, atd. SouCasnymi trendy
v elektrochemii DNA se zabyva c¢lanek M. Bartosika
v tomto &isle Chemickych lista"** a nedavno publikované
prehledy®*. V naem ¢lanku se pokusime ukazat, Ze jeji
zadatky najdeme pravé v Ceskoslovensku a kratce shrne-
me, jak a kdy tento vyzkum zacal.

2. Redukovatelnost DNA

Nejméné 10 let byl EP jedinym na svété, ktery doka-
zoval, ze DNA mutze podléhat redukénim a oxida¢nim
déjim na elektrodach a poskytovat analyticky vyuzitelné
signaly. V t¢ dobé elektrochemici déavali pfednost studiu
jednodussich nizkomolekularnich latek a moznost polaro-
grafické redukovatelnosti velikych molekul DNA, maji-
cich komplikované prostorové uspotfadani, se jim zdala
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neuvétitelnd. Zde je tfeba poznamenat, Ze nativni
dvousroubovicova DNA (v niz byly redukovatelné A a C
baze ukryty uvnitf jeji struktury) se chovala skute¢né jako
neredukovatelnd pfi pouziti malo citlivé klasické (d.c.)
polarografie® a jeji redukovatelnost se projevila teprve po
denaturaci DNA (obr. 2A), ktera zlepsila dostupnost redu-
kovatelnych bazi pro elektrodové déje. VéEtSina elektroche-
mikt, ktefi se k praci EP vyjadrovali, se vSak o chemii
DNA nezajimala a zdenaturovat DNA neuméla. V r. 1961
jeden vyznamny ceskoslovensky elektrochemik pisemné
kritizoval EP, ktery svoji praci musel ve vefejné rozprave
obhajovat, protoze vedeni BFU hrozilo, 7¢ bude nucen
svoje elektrochemické vyzkumy ukoncit. Bez podpory
J. Heyrovského, jeho nejblizsich spolupracovnikd a poro-
zuméni ze strany Ceskoslovenskych a zahrani¢nich
(zejména USA) biochemiki, by pravdépodobné EP se
svou praci neuspél. Podle nazoru cetnych elektrochemikt
by bylo mozno fici, ze elektrochemie vstoupila do vyzku-
mu nukleovych kyselin pfili§ brzy. Vlazny vztah elektro-
chemikl k DNA lze ilustrovat vyrokem jednoho skandi-
navského elektrochemika, ktery jesté v r. 1971 v diskusi po
prednasce EP uvedl: ,,What is this DNA? Is it something
like our sheep milk, which precipitates, when the storm is
coming? Naproti tomu biochemici soudili, Ze elektroche-
mie méla do vyzkumu DNA vstoupit diive. Mizeme zmi-
nit vyrok jednoho z u€astniki Gordon Research Conferen-
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ce, v New Hampshire, 1963 (které se ucastnilo mnoho
prednich védct v oblasti DNA a RNA, vcetné cerstvého
nositele Nobelovy ceny M. Wilkinse), ktery po piednasce
EP tekl: ,,Finally polarography comes in‘.

3. Oscilograficka polarografie a rtut’ové
elektrody

Vécené vzato rané experimenty v oblasti elektrochemie
DNA pted r. 1958 musely byt délany se rtutovou elektro-
dou, nebot’ rtutova kapkova elektroda (dropping mercury
electrode, DME) byla zakladem klasické (d.c.) polarogra-
fie*, ktera v té dob& v elektrochemii pievladala. Vyuziti
DME k analyze DNA mohlo byt vsak jen stézi ispésné ve
spojeni s d.c. polarografii. K analyze dlouhych molekul
chromosomalni DNA byly nezbytné jiné typy polarografie,
které by byly citlivgjsi nez klasicka polarografie. Vyssi
citlivosti bylo mozno dosahnout jednak (a) lepsi eliminaci
nabijejiciho (kapacitniho) proudu a jednak (b) akumulaci
DNA na povrchu elektrody, ktera vSak vyzadovala, aby
cela analyza byla provedena na jediné kapce rtuti. MozZnost
(a) vté dobé fesila pulzni polarografie, zatimco moznost
(b) nabizela Heyrovského oscilograficka polarografie.

Podle naSich védomosti, existovaly vté dobé jen
2 zemé, ve kterych mohly byt nejpravdépodobnéji elektro-

B ssDNA dsDNA .

dE/dt

CA(a-2)

ipatné | F
rozpustne
slouceniny s Hg

Obr. 2. (A) D.c. polarogram 500 mg/ml nativni dsDNA a denaturované ssDNA z teleciho brzliku, ukazujici slabé vyvinutou d.c.
polarografickou vinu ssDNA p¥i —1,4 V. Kfivky zacinaji od potencialu 0.0 V. dsDNA v neutralnim prostiedi i pii relativné vysoké kon-
centraci se jevila jako polarograficky inaktivni. Naproti tomu oscilopolarografie pti 10x niz$i koncentraci dsDNA poskytovala zatez CI-1
a maly anodicky zafez G (podminény oxidaci redukéniho produktu zbytku guaninu). (B) Oscilopolarogram ssDNA a dsDNA. Vrchni
¢ast oscilopolarogramu ukazuje smér katodické polarizace od 0 do —2 V (v zavislosti od sloZeni zakladniho elektrolytu). Spodni ¢ast re-
prezentuje anodickou polarizaci od -2 V zpét k 0 V. Dva svétlé body pozorovany na obrazovce osciloskopu: bod napravo oznacuje nejpo-
zitivnéjsi potencidly a je ovlivnén rozpousténim rtuti. Bod vlevo je zpiisoben redukci kationt ze zakladniho elektrolytu. Pfitomnost elek-
troaktivni substance (depolarizatoru ) v roztoku se projevuje zafezy. Potencialy téchto zafezii koresponduji s pllvlnovym potencidlem v
d.c. polarografii. Porovnani potencialii zafezli poskytuje informaci o reverzibilité danych elektrodovych procesti. Plocha a hloubka zafezt
zavisi na koncentraci analytu, podobné jako vyska d.c. polarografické viny. Katodicky zarez CI-2 (podminén redukci A a/nebo C) je cha-
rakteristicky pro denaturovanou ssDNA, zatimco kapacitni CI-1 poskytuji obé¢, jak nativni dsDNA tak i ssDNA. Ob¢ ss a dsDNA davaji
pik G, i kdyz pik dsDNA je mnohem mensi. DNA byla tepelné¢ denaturovana v 7 mM NaCl s 0.7 mM citratem, pH 7. Pfevzaté s povole-
nim z (A)* a (B)''® Copyright 2002 a 1968 Elsevier a John Wiley & Sons
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chemické experimenty s DNA Uspé$n€ zahajeny. Byla to
Anglie a Ceskoslovensko. V Anglii mé&l G. C. Barker
(ktery se zaslouzil svou praci v oblasti vyzkumu radart
oobranu Anglie za I svétové valky”) jiz vté dobg
k dispozici (jim vyvinuty) pulzni polarograf, ktery se poz-
déji ukazal byt velmi vhodnym nastrojem pii analyze
DNA'%1*3%3! “tento piistroj viak tehdy nebyl jesté komer¢-
né dostupny. Barker se ale zacal zajimat o DNA mnohem
pozdéji*® . J. Heyrovsky navrhl novou polarografickou
metodu, tzv. oscilografickou polarografii, jiz vr. 1941.
Prvni prace s DNA vznikly pouze diky pfistroji pro oscilo-
grafickou polarografii (OP), (podle soucasné nomenklatury
chronopotenciometrie stfidavym proudem). Polaroskop
P524 se stal komeréng dostupnym v Ceskoslovensku jiz
v prvni poloving 50.let 20. stoleti. Vladimir Moravek,
profesor biochemie na Masarykové univerzité v Brné
anckdejSi pfednosta vyzkumného oddéleni Masarykova
onkologického ustavu, byl mezi prvnimi, ktefi tento pti-
stroj zakoupili. Dal ho ihned k dispozici svym studentim
biochemie, aby ho mohli vyuzit pfi svych diplomovych
pracich. Trojice studenti D.Kalab, Z.Pechan a EP si
v laboratofi prof. Moravka vychutnala praci na polarografu
i Polaroskopu pii analyze bilkovin®* a aminokyselin®® (na
Polaroskopu nejaktivn&ji pracoval D.Kalab**?7). Tato
prace jim umoznila uvédomit si rozdily, vyhody a nevyho-
dy téchto dvou pfistroji a metod, které nabizely. V dobg,
kdy DME vladla elektrochemické analyze, tito studenti
nevédhali pracovat ispevnymi amalgamovymi elektro-
dami***’. Diky ziskanym zkuSenostem mohl EP, po svém
nastupu do $patn& vybavenych laboratoti BFU*, vyuzit
oscilografickou polarografii (OP) k analyze DNA a RNA.
Na BFU dostal EP za tikol zkoumat poskozeni DNA ioni-
zujicim zéafenim (kol typicky pro obdobi ,studené val-
ky*). Brzy se ukazalo, Ze OP a pozd¢ji i dalsi, novejsi
elektrochemické metody (derivacni/diferencni pulzni pola-
rografie) rozeznavaji zmény ve struktufe DNA a citlive
deteguji i jednofetézové zlomy (single strand breaks)
vDNA* a 7e se tedy dobie hodi i ke studiu poskozeni
DNA zatenim® (obr. 2B).

4.V laboratori J. Marmura v Bostonu

Zahy po publikovani prace o oscilografické polaro-
grafii chromosomalni DNA v &asopise Nature ' byl EP
pozvan J. Marmurem z Harvardovy univerzity, aby v jeho
laboratofi pracoval jako post-doktorand. Trvalo to asi dva
roky, nez bylo EP povoleno vycestovat z Ceskoslovenska,
coz se mu jevilo pfimo jako zadzrak. Vyrazné k tomu pfi-
spéla skutecnost, ze Julius Marmur v r. 1961 pfi své cesté
na svétovy Biochemicky kongres v Moskveé se stavil
v Brné, chtél vidét oscilopolarografické pokusy s DNA
a %el se zeptat feditele BFU, prof. F. Her¢ika, pro¢ EP jesté
neodjel do USA. Totéz ucinil i L. Grossman (ktery pozval
EP do své laboratofe o né€co pozd¢ji nez J. Marmur) a kte-
ry se kromé& OP signalti nativni a denaturované DNA zaji-
mal o chovani chemicky modifikované DNA. Na
F. Hercika (ktery pted r. 1939 pracoval na Rockefellerové
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ustavu v New Yorku) rozhovory s dvéma americkymi véd-
ci siln¢ zaplsobily a prestal zdlraziovat, ze cesta EP do
USA je zcela vyloucena.

V té dobé bylo mozné sledovat elektrochemicky DNA
denaturaci a renaturaci pouze pomoci OP. Tato technika
odkryla také novy jev, tzv. pfeddenaturacni zmény v DNA
(DNA premelting). EP znal prace svého budouciho §éfa,
ktery spolu s P. Dotym objevil renaturaci DNA* a navrhl
velmi jednoduchou metodu izolace DNA z baktérii*'. V té
dobé jeho laboratot disponovala pravdépodobné nejob-
sahlejsi sbirkou Cistych nativnich bakteridlnich DNA
(s rozliénym slozenim basi) na svété, takze vznikla neoby-
Cejna prilezitost pro aplikaci OP. V r. 1962 se pfistroj pro
oscilografickou polarografii ,,Polaroskop P 524 vyrab¢l
pouze v Ceskoslovensku. J. Marmur (ktery se mezitim
pfesunul z Harvardu na Brandeis University v Bostonu)
(Graduate Department of Biochemistry, Boston, Mass,
USA) EP doporucil, aby Polaroskop pfivezl s sebou. Pii-
stroj byl poslan do USA s piedstihem jako letecka zasilka.
Pred odjezdem byl v laboratofi EP zkonstruovan novy
multifunkéni pfistroj, ktery s pouZzitim pravothlého stiida-
vého proudu byl schopen registrovat jednorazové (,,single-
sweep*‘) oscilogramy pfi riznych frekvencich, rovnéz dalsi
funkce kromé dE/d¢ proti E apod. Nicméné tento pristroj
nebylo EP dovoleno vyvézt ze zemé. Vybaven doporucuji-
cim dopisem od J. Heyrovského pfiletél EP do USA kon-
cem listopadu 1962. Nemél pochybnosti o vhodnosti své
elektrochemické metody pro vyzkum nukleovych kyselin.
Bohuzel, pristroj dorazil do Bostonu az po 9 mésicich a byl
poSkozeny a nefunkéni. V laboratofi byl u€inén jednomy-
slny zavér, ze pristroj byl ,,velmi dukladné prozkouman*
tajnymi sluzbami na obou stranich Zelezné Opony.

Mezitim se EP zapracoval do mikrobiologie i do pra-
ce na analytické ultracentrifuze a zic¢astnil se molekularné-
biologickych studii, které se tykaly transkripce RNA*.
Univerzitni dilna odmitla  poSkozeny  pfistroj
(zkonstruovany na zakladé piedvalecnych technologii)
opravit, ale nakonec se EP podatilo pfesvédcCit jednoho
majitele opravny televizori, aby se o to pokusil. Oprava se
podafila a pfesto, Ze univerzita byla ochotna opravu zapla-
tit, majitel opravny thradu nepfijal stim, Ze je rad, ze
mohl néco udélat pro védu.

Ke konci svého pobytu se EP podafilo vykonat nékte-
rd méfeni s DNA, ktera dokoncil az v Brné€. Tyto vysledky
ukazaly, ze na rozdil od denaturace DNA, premelting
DNA byl vyrazné¢ zavisly na nukleotidovych sekvencich
bakterialnich DNA'. D4 se uzaviit, ze velkd $ance pro
elektrochemickou analyzu DNA byla v roce 1963 praktic-
ky ztracena. Ve své praci EP doma pokracoval za obvyk-
lych podminek nedostatku chemikalii a védeckych infor-
maci ze Zapadu.

5. Pulzni polarografie
Diferenéni pulsni polarografie (DPP) byla poprvé

pouzita pro analyzu DNA v r. 1965, diky tomu, ze si EP
povsimnul pfistroje vystavovaného na brnénském veletrhu
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firmou Southern-Harwell (Pulse Polarograph) a pfesvédcil
technika (B. D. Frary) této firmy, aby mu dovolil méfeni
roztoki DNA na vystavovaném pfistroji v prib&éhu vysta-
vy. Velké rozdily ve vysce DPP pikii ss a dsDNA byly
pouzity pro vysoce citlivé stanoveni stop ssDNA za pfi-
tomnost velkého nadbytku dsDNA a prace byla publikova-
na vr. 1966 v Arch. Biochem. Biophys."”. V Sedesatych
letech a v prvni poloviné let sedmdesatych elektrochemic-
ké techniky, zejména pak DPP, pfinesly prvni poznatky
nejen o premelting DNA, ale také o polymorfii dvousrou-
bovice DNA (piehled viz®). Polymorfie struktury DNA
byla pozd&ji spolehlivé prokazana studiemi RTG-
krystalografie a NMR***. Bylo by vhodné ve studiu DNA
premelting pokracovat, nebot’ existuje nadéje, ze soucasné
elektrochemické techniky by mohly pomoci osvétlit diivej-
§i vysledky a prispét k lepsSimu porozuméni vlastnosti
DNA jak v roztoku, tak na nabitych povrsich.

6. Véda, politika a elektrochemicka analyza
RNA

Kdyz by se biochemik podival na vyvoj elektroche-
mie nukleovych kyselin do roku 1988, mohl by si v§im-
nout, ze vétSina praci se zabyva DNA a jen velmi malo
praci se tykd RNA. Kolem roku 1969 projevili némecti
biochemici v SRN zijem o elektrochemickou analyzu
RNA a po dohodé¢ s EP mu poslali n€kolik vzorkd tRNA
specifickych pro rizné aminokyseliny. Prvni méfeni pfi-
nesla zajimavé vysledky. Kdyz o nich EP informoval fedi-
tele Gstavu, dostal striktni zdkaz se vzorky dale pracovat,
protoze by feditel nemohl obhajit dalsi pisobeni EP na
ustavu. EP nezbylo nic jiného, neZ praci s tRNA prerusit.

Dnes to zni divné, ale tieba poznamenat, Ze po roce
1969 byl EP na doporudeni Méstského vyboru KSC zba-
ven funkce vedouciho svého tymu a predurcen
k propusténi z Gstavu. NaStésti feditel Gstavu Z. Karpfel
ustanovil za nového vedouciho oddéleni mikrobiologa,
ktery o elektrochemii nukleovych kyselin nemél zijem
a prace tymu pokracovala jako orchestr bez kapelnika. EP
velmi ocenil chovani svych tehdejSich spolupracovniki
a byvalych studentl/aspiranti, jako V. Brabce,
E. LukaSové a M. Vorlickové, ktefi ho v obtizné dobé pod-
porovali, pfesto, Ze ztratil moznost jim za jejich praci navr-
hovat odmény. Nadéje pro EP svitla v dobé, kdy skoncil
obecny zakaz obhajovat dizertace DrSc. Novy predseda
komise pro obhajoby z biochemie Dr. J. Riman si viimnul
dizertace EP (dokoncené koncem r. 1969) a otazal se fedi-
tele BFU, pro¢ nebyla vyvinuta iniciativa potfebnd
k zahajeni fizeni sméfujiciho k obhajobé. Kdyz mu bylo
vysvétleno, »¢ EP upadl v nemilost u vyboru KSC, navrhl
J. Riman praci na Statni cenu za védu. BFU podal navrh na
tfi védce: Z. Karpfel (feditel BFU), E. Paletek, M. Skalka
(predseda zavodniho vyboru KSC BFU) a v r. 1976 byla
cena udélena. Diky tomu byla EP povolena obhajoba jeho
dizertace, prestalo se uvazovat o jeho propusténi, a posléze
mu byla vracena i jeho funkce. Svij neuspéch s elektro-
chemii tRNA, si EP kompenzoval vr. 1974 spolupraci
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s J. Doskocilem'” na virové dsRNA, ktera se chovala po-
dobné¢ jako dsDNA.

7. Vliv potencialu elektrody na strukturu DNA
imobilizované na elektrodé

Dobra korelace mezi polarografickymi odezvami (pfi
praci s metodami pouZzivajicimi malé zmény potencidlu
béhem zivota rtutové kapky, jako jsou klasicka polarogra-
fie nebo DPP) na stran€ jedné a optickymi metodami na
stran¢ druhé naznacovaly, zZe struktura dsDNA se vyznam-
n¢ neméni béhem adsorpce dsDNA na DME kolem —1,4 V,
kde se tvorily redukéni signaly DNA. Naproti tomu pfi
praci s metodami pouZivajicimi velké zmény potencidlu
béhem zivota rtutové kapky (jako je normalni pulsni pola-
rografie, NPP, nebo voltametrie, NPV) byly ziskany odlis-
né vysledky®. V uzkém potencialovém rozmezi blizkém
potencidlu desorpce dsDNA (okolo —1,2 V) se objevily
velké zmény v mezipovrchovych vlastnostech dsDNA,
v disledku del8i expozice dsDNA témto potencidlim
(prehled viz''*4"). V r. 1974 tyto zmdny byly interpreto-
vany ve smyslu otevirani (povrchové denaturace) dvojité
Sroubovice DNA na negativné nabitém povrchu elektrody
(viz piehled’). V kyselém prostfedi se objevila povrchové
denaturace DNA v §ir§im potencidlovém rozmezi*® (viz
piehledy”*’). Dalsi experimenty s elektrodami modifiko-
vanymi DNA*® a zejména kovalentné uzavienou kruhovou
DNA silné podporovaly otevirani’®> dvojité¢ $roubovice
DNA na povrchu elektrody. V poslednich letech byl proka-
zan vliv negativnich potencialii na denaturace dsDNA imo-
bilizovanych na riiznych elektrodach a tento jev byl vyuZit
v hybridiza¢nich senzorech DNA%.

8. Elektroaktivni znacky nukleovych kyselin

Nekovalentni interakce. Nukleové kyseliny jsou elek-
troaktivni, ale k jejich irreverzibilni redukci ¢i oxidaci na
elektrodach dochazi u dosti negativnich nebo pozitivnich
potenciali (prehled napi.**). Proto byly &inény pokusy
o piipravu komplexti nebo derivati NA, které by poskyto-
valy reverzibilni signaly pfi mén¢ extrémnich potencidlech
nebo katalytické signaly, které by umoZnily dosaZeni vyssi
citlivosti a/nebo lepsi selektivity pro strukturu DNA. Kon-
cem Sedesitych let se Berg zabyval interakcemi DNA
s elektroaktivnimi interkalatory, kdyz studoval 1éCiva
a jiné latky, které se vazaly nekovalentné na DNA®'. Poz-
déji byly zkoumany interakce DNA s molekulami interka-
latord i latek, které se vazou do Zlabku dvouSroubovice
DNA (groove binders). Tyto latky vazici se prednostné na
dsDNA mély slouzit krozliseni ds a ssDNA
v hybridiza¢nich senzorech (viz piehledy®**®)

Kovalentné vazané znacky. Prvni elektroaktivni znac-
ky kovalentné¢ vazané na DNA byly pouzity pocatkem
osmdesatych let'™'7**¥ Byly zalozeny na komplexech
oxidu osmicelého (osmium tetroxide) s dusikatymi ligandy
[Os(VIIDL)], které vytvarely stabilni DNA-Os(VIII)L
adukty a tvorily redoxni pary pii cyklické voltametrii (CV)
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Obr. 3. Redukce a oxidace jednoietézové a dvouretézové nukleové kyseliny na elektrodach. (A) Schematicka reprezentace Watson-
Crickova parovani bazi a elektroaktivnich skupin. Primarni reduk¢ni a oxida¢ni mista na rtutovych (obdélniky) a uhlikovych elektrodach
(kruhy). (B) Cyklicky voltamogram syntetickych polynukleotidii (100 pg mI™") m&fenych na visici rtutové kapkové elektrodé (HMDE) (1)
polyadenylova kyselina, (2) polyguanylova kyselina, (3) elektrolyt, Vlozen detail piku G. (C, D) Redoxni signaly ziskané s (C) 100 pg ml™
nativni (dvousroubovicové) dsDNA nebo (D) 50 pug ml™ denaturované (jednoretézcové) ssDNA pomoci (I) diferenéni pulzni polarografie
(DPP) na rtutové kapkové elektrodé (DME), (II) adsorpéni pifenosové rozpoustéci (AdTS) voltametrie s pravouhlym napétim (square
wave voltammetry, SWV) na HMDE a (III) AdTS chronopotenciometrie konstantnim proudem na pyrolytické uhlikové elektrodé (PGE).
Pievzaté s povolenim z cit.*® Copyright 2001 American Chemical Society.

na uhlikovych a rtut'ovych elektrodach a poskytovaly kata-
lyticky signal kolem —1,2 V na rtutové elektrodé; navic
tyto komplexy vykazovaly uziteCnou selektivitu pro
ssDNA'"%S! pryni kovalentné vazané elektroaktivni
znaCky DNA se brzy staly sondami struktury DNA
in vitro®** a v buiikach®%% ve spojeni s riznymi meto-
dami, véetné technik sekvenovani DNA a imunologickych
stanoveni (viz prehledy”*¢7). Os(VIII)L komplexy se
vazi pfednostné na pyrimidiny v ssDNA, a umoziuji citli-
vé stanoveni DNA®®. P¥i pokusech s adsorpéni transfero-
vou square-wave voltametrii s objemem analytu 3 pl po-
stacovaly pro analyzu stovky attomold ss 20-meru oligode-
oxynukleotidu (ODN) pfi kratkych akumulac¢nich asech.
V devadesatych letech byly kovalentné navazany na konce
ODN derivaty ferrocenu, daunomycin a dalsi slouceniny,
poskytujici reverzibilni redoxni pary, které pak byly pouzi-
ty ve studiich hybridizace DNA (piehled viz**"°).
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9. Elektrody modifikované DNA a adsorpéni
prenosova voltametrie

Na zacatku osmdesatych let 20. stoleti vyznamnost
elektrochemickych technik pro biochemické a molekularné
biologické studie DNA rychle klesala, nebot’ vyzkum
DNA byl orientovan na studie s dobfe definovanymi ODN
a plasmidovymi nebo virovymi DNA se zndmymi nukleo-
tidovymi sekvencemi. Pfiprava takovych vzorkii DNA
byla pracna a v té dobé nakladna, takze byly preferovany
citlivéjsi biochemické metody. Oligonukleotidy byly pro
nas cenové nedostupné a prvni praci s ODN jsme publiko-
vali az vr.1990 ve spolupraci s krystalografem
(U. Heinemann), ktery nam laskavé dal nékolik preparatt
k dispozici’'. Uprostied osmdesatych let jsme v nasi labo-
ratofi vyuzili silné adsorpce DNA a RNA na rtutové
a uhlikové elektrody a navrhli experimenty s elektrodami
modifikovanymi DNA*"">”_ Navrhli jsme tzv. adsorpéni
pfenosovou techniku (Adsorptive Transfer Stripping,
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Obr. 4. PFi konven¢ni analyze (AdS, in situ), (A) DNA je adsor-
bovana na elektrodu z analytické nadobky, v které probihd jak
adsorpce DNA na elektrodu tak i zdznam voltamogramu. PFi
prenosové analyze (AdT, ex situ) je adsorpce a elektrodovy
proces oddélen. DNA je adsorbovana na povrch (B) z elektroly-
tické cely nebo (C) z malé kapky roztoku DNA (kolem 5 pl).
DNA-modifikovana elektroda je umyta a prenesena do nadobky
se zakladnim elektrolytem (neobsahujicim DNA), kde je voltamo-
gram zaznamenan.

T

W

AdTS), kterd umoziovala praci s malymi kapkami (3—10 pl)
roztoku DNA & jiné biomakromolekuly®'*>>7, Elektroda
pokryta vrstvou DNA byla promyta a pfenesena do rozto-
ku cistého zakladniho elektrolytu, kde mohly byt sledova-
ny interakce DNA s jinymi latkami a provedena elektro-
chemicka méfeni (obr. 3). Za nékolik let elektrody modifi-
kované DNA (DNA-modified electrodes) dominovaly na
poli elektrochemie DNA v souvislosti s vyzkumem a vy-
vojem senzorti a detektord DNA (viz piehledy''=***7*).
Kombinace AdTS s chronopotenciometrii konstantnim
proudem byla zvlasté aspésna v analyze nukleovych kyse-
1in”7 a bilkovin™ ™ na uhlikovych a rtutovych elektro-
dach. Pozdgji se stala popularni kovalentni imobilizace NA
(napt. oligonukleotidy na konci znacené sirou na zlatych
elektrodach (viz prehledy 20 ¢707481)

10. Elektrochemie biomakromolekul

Vedle elektrochemické analyzy DNA a RNA-7*8%6
se v poslednich letech nase laboratot orientuje na elektro-
chemii nekonjugovanych bilkovin a glykoproteint®***"%?
a na chemickou modifikaci a elektrochemické chovani
polysacharidii a oligosacharida®*™****®, Kolem roku 1960
jsme pouzivali metodu oscilografické polarografie (t.].
chronopotenciometrie stfidavyn proudem) a v poslednich
letech pracujeme opét s chronopotenciometrii, ale pouziva-
me jeji modernéjsi variantu, u které nachizime jedinecné
vlastnosti pfi analyze bilkovin a interakcich bilkovin
s DNAY:100

11. Zavér

Kolem r. 1960 EP ukazal, ze¢ DNA a RNA mohou
odevzdavat nebo pfijimat elektrony pfi interakcich
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s elektrodami. Prvni tfi desetileti jeho laboratof rozvijela
analyzu DNA s ohledem na citlivost elektrochemického
chovani DNA ke zméndm v jeji struktute. Prvni prace se
zabyvaly ptredevs§im polydispersnimi molekulami chro-
mosomalnich DNA’ a biosyntetickymi polynukleoti-
dy'"12 pozdgji byly studovany i monodispersni plasmi-
dové DNA'®, Navrhli jsme metody stanoveni nanomolér-
nich koncentraci nizkomolekularnich komponent DNA
a RNA, zalozenych na schopnosti téchto latek vytvaret
$patné rozpustné sloueniny se rtuti'®'%. Kolem r. 1995
se prace zaméfily na syntetické oligonukleotidy
vsouvislosti s vyzkumem senzora DNA® a spolu
s laboratofi J. Wanga jsme vyuzili peptidovou nukleovou
kyselinu k navrzeni prvni elektrochemické metody detekce
bodovych mutaci v DNA (point mutation, single base mis-
match'® a piisp&li k vyzkumu senzort a detektortt DNA.
V soucasné dobé se orientujeme na elektrochemii nekonju-
govanych bilkovin a glykoproteini a interakce DNA
s proteiny. Pfesnéj§i obraz o vyvoji elektrochemie nukleo-
vych kyselin i praci laboratofe EP v uplynulych letech

miZze ¢tendf nalézt v kniznich i Casopiseckych prehlednych
élénCiChS,X,l 1,14,18,20,43,47,63,74,90,108-115

Tato  prdace vzmikla za podpory RECAMO
CZ.1.05/2.1.00/03.0101 a GACR P301/11/2055.
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Paletek E.**, V. Ostatna®, and Z. Pechan® (Institute
of Biophysics, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Brno, and Masaryk Memorial Cancer Institute, Brno):
Fifty Five Years of Nucleic Acid Electrochemistry

Electrochemistry of nucleic acid is at present a boom-
ing field producing about 800 papers published per year.
First papers in this field were published in 1958-1961 in
Brno (Czech Republic) showing that purine and pyrimi-
dine base residues in single-stranded DNA and RNA were
reduced at Hg electrodes and the guanine residue produced
an anodic signal when cyclic modes were used. The reduc-
tion sites of the base residues in native double-stranded
(ds) DNA are hidden in the interior of the dsDNA mole-
cule, which made their reduction difficult. At that time
oscillographic polarography (ac chronopotentiometry)
showed excellent sensitivity to changes in DNA structure
and allowed to investigate DNA denaturation and hybridi-
zation. Later on also other electrochemical methods and
electrodes were applied. In the following three decades
basic principles were found which are at present used in
the development of DNA hybridization sensors.
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