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1. Uvod

Vodny roztok oxidu osmicelého je jiz dlouho pouZzi-
van v biologii na fixaci a barveni biologickych preparati.
Oxid osmicely pronika lehce bunéénymi membranami
a reaguje snadno s nukleovymi kyselinami, nenasycenymi
lipidy i proteiny. Prvotnimi produkty reakce jsou slouceni-
ny Sestimocného osmia, ty jsou vSak bez pfitomnosti latek,
které by je stabilizovaly, ve vodném prostiedi nestélé,
a podléhaji dalsim chemickym zménam. Ty vedou nako-
nec ke sloucenindm s niz§im oxidacnim stupném osmia,
napf. k deposici tmavé zbarveného a ve vod¢ nerozpustné-
ho oxidu osmicitého (OsO,) na hydrofilnich stranach bu-
n&&nych membréan'.

V 80. letech 20. stoleti nalezl oxid osmicely nové
uplatnéni pfi znaceni a vyzkumu nukleovych kyselin (NA)
*7_ Vyhodou znatek obsahujicich osmium je jejich elek-
trochemicka aktivita a moznost jejich pfimého stanoveni
elektrochemickymi metodami. Oxid osmicely neni pfi
znaCeni NA pouzivan sam, ale v pfitomnosti vhodného
organického dusikatého ligandu (L). Je to proto, Ze pro-
dukty vzniklé v pfitomnosti organickych dusikatych ligan-
da jsou obvykle stalé i ve vodném prostiedi, a lze je snad-
no identifikovat. Prvni pouzivané ligandy byly pyridin
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(py) a 2,2°-bipyridin (bipy). Oxid osmicely reaguje
v pritomnosti téchto ligandi pouze s jednofetézcovou
DNA (ssDNA), nebo dvoufetézcovou DNA (dsDNA),
obsahujici strukturni distorze, ale nereaguje
s neposkozenou dsDNA v B-form&®>*°. DNA modifikova-
na Os(VII)L je silné¢ imunogenni a s jeji pomoci byly
vytvofeny protilatky'®!!, které se osvéd¢ily pii analyze
DNA v buitkdch'”.

Oxid osmicely a jeho komplexy s organickymi dusi-
katymi ligandy je mozno pouzit rovnéz pii znaceni a vy-
zkumu peptidi a proteini'>'®. Podstatou znadeni NA
a proteind je reakce ligandovych komplexti OsO, [Os(VIII)L]
s ur¢itymi dvojnymi vazbami, v pfipadé NA je to vazba
v poloze 5,6 na thyminu a méné reaktivni vazba v poloze
5,6 na cytosinu nebo uracilu®'’. V neposkozené dsDNA
jsou vsak tyto nukleové baze skryty uvniti dvousroubovi-
ce, a nejsou piistupné modifika¢nimu ¢inidlu. V piipadé
proteind je to dvojna vazba v poloze 2,3 na tryptofanu'>'¢.
Jiné dvojné vazby, napt. u NA na purinovych bazich, za
podminek znaceni nereaguji. Na pocatku 80. let minulého
stoleti staly lokélni struktury DNA ve stfedu zajmu a byly
hledany chemické sondy struktury DNA (viz prehled'®).
Jednou z prvnich takovych sond byl komplex Os(VIII)
bipy, ktery umoznoval detekci lokalnich struktur DNA
jako napf. segmenti levotogivé DNA'"? nebo triplexi®!
&i vlasenek® na tirovni rozlideni jednotlivych nukleotidt
in vitro® i pfimo v buiikach®. Vedle metod elektroforetic-
kych a elektrochemické analyzy na HMDE (cit.>™*%*)
byly vyuzivany i pevné amalgamové elektrody.

Kromé Os(VIII)L nabizi dalsi moznost znaceni bio-
molekul pouziti ligandovych komplexti Sestimocného os-
mia [Os(VI)L]. Tento typ znaceni biomolekul je dosud
mén¢ prozkouman. Vychozi latkou pro pfipravu Os(VI)L
je obvykle osmian draselny dihydrat, K,0sO4-2H,0. Tato
latka je netékava a je komercné€ dostupna. Vyhodou znace-
ni Os(VI)L oproti Os(VII)L je vyhnuti se manipulaci
s tekavym a vysoce toxickym oxidem osmicelym.

Na rozdil od Os(VIII)L, ktery reaguje s nasobnymi
vazbami, reaguje Os(VI)L s dioly. Dle literatury reaguji
s Os(VDL pouze 1,2-dioly (glykoly), a to alifatické, cyk-
lické cis- a na Sesti¢lenném a sedmiclenném kruhu i trans-
1,2-dioly (cit.*"). Reaké&nimi produkty jsou, stejné tak jako
v ptipadé¢ reakce Os(VIII)L s dvojnou vazbou, ve vodném
prostfedi vétSinou stalé ligandové osmat estery. Obr. 1
znazornuje rozdilné reakce S-methyluridinu (ribothy-
midinu), ktery obsahuje jak nukleovou bazi, tak 1,2-di-
olové uskupeni, s komplexy Os(VIII)bipy a Os(VI)bipy.
Ribothymidin reaguje s Os(VII)bipy na pyrimidinové
bazi, kdezto s Os(VI)bipy na diolovém uskupeni®®. 1,2-Dio-
lova uskupeni obsahuje fada biologicky vyznamnych latek,
jako jsou napf. mono-, oligo- a polysacharidy, 3 -konce
RNA a glykoproteiny. Zatimco v 80. letech se prace sou-
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Obr. 1. Rozdilna reakce ribothymidinu s Os(VIII)bipy
a Os(VIbipy (pfevzato z prace” se svolenim John Wiley and
Sons)

sttedovala na DNA a RNA a o sacharidy byl pomérné
maly zajem, v poslednich desetiletich, zjem o sacharidy
siln¢ vzrastad. Ukazalo se, ze vétSina bilkovin savcl jsou
glykoproteiny®*" a ze glykosylace bilkovin hraje dilezi-
tou ulohu ve zdravi a nemoci. Biomarkery vyuzivané
v medicin€ jsou Casto glykoproteiny a ukazuje se, Ze jejich
specificita (napf. specificita PSA biomarkeru rakoviny
prostaty’'*%) miize byt zvysena diky analyze jejich cuker-
nych slozek (glykant). Jsou proto hledany jednoduché
a levné metody, které by byly pouzitelné v diagnostice pfi
analyze glykant. Lze predpokladat, Ze chemicka modifika-
ce glykani pomoci komplexti Os(VI)L, kombinovana
s elektrochemickou analyzou a imunoanalyzou, by mohla
byt v tomto sméru uzitecna.

V této praci jsou shrnuty poznatky o reaktivité sacha-
ridd s komplexy Os(VI)L a o elektrochemickém chovani
polysacharidi, glykoproteinti a glykani modifikovanych
Os(VI)L.

Tabulka I
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2. Reakce sacharidii s komplexy Os(VI)L

Sacharidy jsou polyhydroxyslouceniny obsahujici
obvykle 1,2-diolova uskupeni a lze je modifikovat Os(VI)
L. V pripadé nejbéznéjsiho Sesticlenného pyranosového
kruhu reaguji cis-1,2-dioly 1 trans-1,2-dioly, jak doklada
uspésna modifikace jak dextranu a amylosy, tak manna-
nu®®. U nékterych oligo- nebo polysacharidi miize byt
modifikace nékterych 1,2-diolti ztiZena nebo znemoznéna
sterickymi vlivy. Napfiklad u a-1,4-glukant [amylosa,
(cyklo)dextriny], je modifikovana nanejvys kazda druha
glukosova jednotka®*. Piehled nékterych ligandi (L), pou-
zivanych pfi modifikacich Os(VI)L je uveden v tab. L
Nejpouzivanéjsi z téchto ligandd jsou 2,2°-bipyridin
(bipy), N,N,N',N’- tetramethylethylendiamin (temed)
a pyridin (py). Modifikace Os(VI)py probiha velmi rychle,
pyridin je vSak vazén labiln€ a snadno se vyméni za jiny
ligand. Proto byva nékdy vyhodné pouzit pii modifikaci
sacharidt ligandovou vyménu, kdy se nejdiive modifikuje
Os(VI)py a nasledné py vyméni za jiny ligand*>*¢.

3. Elektrochemie Os(VI)L modifikovanych
sacharidu

3.1. Voltametrie jednoduchych Os(VI)L
modifikovanych sacharida

Os(VIL modifikované produkty jsou elektrochemic-
ky aktivni, na rozdil od napt. nemodifikovanych jednodu-
chych sacharidi®®*’. Tyto modifikované sacharidy posky-
tuji jednak redoxni piky, pozorovatelné napf. na uhliko-
vych elektrodach (jako napt. na elektrodé z pyrolytického
grafitu, PGE) nebo rtutovych elektrodach (jako napf. na
visici rtutové kapkové elektrodé, HMDE) (obr. 2), dale
katalyticky pik, ktery je pozorovatelny pouze v piipadé
nékterych ligandl (tab. I) na HMDE, popf. na pevnych
amalgamovych elektrodach (obr. 2C)****. Redoxni piky se
vyskytuji obvykle ve tfech parech, oznacovanych na
HMDE jako piky I-11I, na PGE jako piky o—y (obr. 2A,B).
Na PGE se obvykle vyuzivaji pouze piky a a B, piky y jsou
nevyrazné (obr. 2B). Podstata uvedenych piktli nebyla blize

Nejcasteji pouzivané ligandy pro modifikaci sacharidi Sestimocnym Os

Ligand Zkratka Redoxni piky  Katalyticky pik na rtutovych
elektrodach
Pyridin Py ano ne
2,2’-Bipyridin bipy ano ano
N,N,N’,N’- Tetramethylethylendiamin temed ano ne
1,10-Fenanthrolin phen ano ano
Bathofenanthrolindisulfonova kyselina, dvojsodna sl bpds ano ano
2-(Dimethylaminomethyl)pyridin dmamp ano ne
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Obr. 2. Cyklické voltamogramy Os(VI)L modifikovaného
dextranu; A) HMDE, rychlost skenu 2 V/s, koncentrace dextranu
4,86 pg/ml, B) PGE, rychlost skenu 1 V/s, koncentrace dextranu
16,2 ng/ml, A, B) Os(VI)temed modifikovany dextran, 0,08 M
pufr Brittontv-Robinsontiv, pH 7,0, £ 60 s, tenka teCkovana cara
je zakladni elektrolyt, C) HMDE, koncentrace dextranu 0,32 pg/
ml, pufr 0,1 M Brittontv-Robinsontiv, pH 4,75, rychlost skenu
0,1 V/s, t 60 s (pievzato z prace ** se svolenim Royal Society of
Chemistry)

zkoumana, lze vSak ocekavat, ze zde probihaji podobné
elektrodové procesy, jako pii elektroredukci oxidu osmice-
1ého, kterou studovali J. Heyrovsky’’ a L. Meites*. Pfi
této elektroredukcei bylo pozorovano v zavislosti na pouZi-
tém pufru a pH nékolik polarografickych vin. Ve slabé
kyselych pufrech byly obvykle pozorovany &tyfi viny™.
Prvni vlna reprezentuje redukci Os(VIII) na Os(VI), druha
vina odpovida redukci Os(VI) na Os(IV), tfeti vina redukci
Os(IV) na Os(I1I). Ctvrta vina byla pfisouzena katalytické-
mu vylucovani vodiku. Tato Ctvrta vina se nevyskytuje
v siln¢ zasaditych médiich, jako napf. v nasyceném rozto-
ku hydroxidu vapenatého™. V nékterych pufrech, jako
napf. v pufru slozeném z pyridinu a jeho hydrochloridu,
byla pozorovana vlna, kterou bylo mozno piisoudit reduk-
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ci Os(IIT) na Os(II) (cit.**). Protoze Os(VI)L modifikované
sacharidy obsahuji Os(VI), elektrodovy proces pfirozené
nezahrnuje redukci Os(VIII) na Os(VI). Pik I na HMDE
(obr. 2A) by mohl odpovidat redukci Os(VI) na Os(IV),
pik 11 redukci Os(VI) na Os(III) (cit.>*), popt. pik III re-
dukci Os(III) na Os(II) nebo na kov. Podstatou katalytické-
ho piku volného oxidu osmicelého je katalytické vylucova-
ni vodiku®®. Predpokladalo se, Ze v piipadé oxidu osmice-
1ého by katalytické vylu¢ovani vodiku mohlo byt podmi-
néno jeho redukei az na kov za vzniku krystalkd kovového
osmia*'. Fakt, e katalytické vyludovani vodiku je u Os
(VDL aduktt zavislé na druhu ligandu, naznacuje, ze elek-

aduktt na elektrod¢ a vliv ligandu L na katalytické vyluco-
vani vodiku. Z tab. I plyne, ze katalytické vyluovani vo-
diku podporuji ligandy obsahujici v molekule nejméné dva
heterocyklické kruhy. U sacharid modifikovanych Os(VI)
temed katalyticky pik obvykle chybi (obr. 2C), vyhodou
ligandu temed je vSak to, ze vzorky lze méfit ¢asto ptimo
v reakéni smési, bez nutnosti purifikace, protoze samotné
¢inidlo Os(VI)temed dava obvykle malou odezvu, a navic
se z elektrody lehce smyva®®. Naproti tomu vyhodou Os
(VDbipy modifikovanych sacharidi je moznost méfit kata-
lyticky pik, ktery je mnohem citlivéjsi nez redoxni piky,
takze s nim lze stanovit podstatné niz$i koncentrace l4-
tek*”. Vzorky modifikované Os(VI)bipy je viak nutno
zbavit nezreagovaného modifika¢niho ¢inidla.

Obr. 2 ukazuje piiklady cyklickych voltamogrami
dextranu modifikovaného Os(VI)temed (obr. 2A—C) a Os
(VDbipy (obr. 2C). Pro zvyseni citlivosti se vSak namisto
cyklické voltametrie pouzivaji jiné metody, jako napf.
adsorpcni rozpoustéci voltametrie s vkladanym pravouh-
lym napétim (adsorptive stripping square wave voltamme-
try, AdS-SWYV), nebo adsorpcni rozpoustéci diferencni
pulzni voltametrie (AdS differential pulse voltammetry,
AdS-DPV). Pfi AdS-SWV na PGE lze obvykle méfit Os
(VDL modifikované oligosacharidy do koncentraci fadové
stovek nM, pii AdS-SWV na HMDE jsou to koncentrace
fadové nM a pii AdS-DPV na HMDE lze v né¢kterych pfi-
padech méfit katalyticky pik oligosacharidi modifikova-
nych Os(VI)bipy v oblasti pM koncentraci******, Mnozstvi
vzorku, potiebného pro voltametrické méfeni, 1ze podstat-
né¢ snizit pouzitim techniky s pfenosem vzorku (adsorpcni
prenosova rozpoustéci voltametrie — AdTS-V). Technika
AdTS-V (ex situ) je zalozena na tom, Ze se stanovuje ana-
lyt, ktery se silné adsorbuje na elektrodu z jednoho elek-
trolytu, pak se elektroda mize oplachnout vodou, popf.
i organickym rozpoustédlem, ¢imz se zbavi zejména niz-
komolekularnich latek, které se adsorbuji jen slabé, a po-
tom se elektroda s adsorbatem pienese do nadobky
s elektrolytem, neobsahujicim zkoumanou latku, kde se
provede vlastni méfeni. Adsorpce na elektrodu se mize
provadét i z malé kapky, objemu fadové jednotek az desi-
tek pl (cit.**), v zavislosti na velikosti elektrody. Obr. 3
ukazuje priklady meéfeni 3o,6a-mannopentaosy (MPO)
modifikované Os(VI)L. MPO byla vybrana proto, Ze jeji
struktura ma  vztah k  nékterym  N-glykanim
v glykoproteinech (obr. 4B). Obr. 3A ukazuje AdTS-SWV
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Obr. 3. Voltamogramy 3a,6a — mannopentaosy (MPO) modifikované Os(VI)L. A) AdTS-SWYV na PGE, tlusta ¢ara 20 uM MPO-Os
(VD)bipy, tenka ¢ara 20 pM MPO-Os(VI)temed, 0,2 M acetatovy pufr, pH 5,0, vzorky byly adsorbovany z 8 ul kapek po dobu #5 60 s pfi
otevieném proudovém okruhu, pak byla elektroda oplachovana 60 s vodou, pienesena do nadobky se zakladnim elektrolytem a bylo pro-
vedeno méfeni, frekvence 400 Hz, amplituda 50 mV, B) AdS-SWV na HMDE, 0,08 M puftr Brittontiv-Robinsontv, pH 7, #5 60 s, akumu-
la¢ni potencial (E4) 0 V, méfeno v nadobce za michani, frekvence 200 Hz, amplituda 50 mV, nepurifikovany vzorek, C) AdS-DPV na
HMDE, méfeni katalytického piku MPO-Os(VI)bipy, koncentracni zavislost, pufr Brittontiv-Robinsontv pH 4,75, méfeno v nadobce za

ny potencial —1,45 V, stupniovy potencial 5 mV

na PGE vzorki MPO-Os(VI)temed a MPO-Os(VI)bipy. Je
zfejmé, ze elektrodovy potencial faradaickych piku zavisi
mimo jiné na druhu ligandu, coz bylo pouzito
k ,,vicebarevnému* znageni’*¢. Obr. 3B ukazuje AdS-
SWV na HMDE nepurifikovaného vzorku MPO-Os(VI)
temed ve srovnani s 10x koncentrovangj$im volnym modi-
fikacnim c¢inidlem Os(VI)temed. Je zfejmé, Ze cinidlo
pfesto, Ze je 10x koncentrovanéj$i, dava ve srovnani se
vzorkem jen malé piky. Obr. 3C ukazuje méfeni koncen-
tracni zavislosti katalytického piku MPO-Os(VI)bipy po-
moci AdS-DPV v oblasti koncentraci 5-80 pM.

3.2. Modifikace glykani a jejich voltametricka
detekce pfimo v glykoproteinech

V posledni dobé jsou pomoci modifikace Os(VI)L
zkoumany glykanové slozky pfimo v glykoproteinech. Je
znamo, ze 70-80 % vSech lidskych proteind jsou glyko-
proteiny®~° a glykosylace se podili na mnoha fyziologic-
kych a patologickych procesech, véetnd rakoviny*’. Nej-
slozek glykoproteint jsou zaloZené na hmotnostni spektro-
metrii, kombinované obvykle s chromatografickymi meto-
dami®*>' coz vyzaduje nakladné laboratorni vybaveni.
Glykanové slozky glykoproteini se vétSinou pfi téchto
metodach nejprve enzymaticky odstépi od glykoproteinu,
a déle upravuji napt. permethylaci. Takové analyzy jsou
obvykle i ¢asové narocné. Jsou proto hledany nové metody
analyzy glykoproteint, které by byly jednodussi a rychlej-
§i. Modifikace glykanovych slozek pomoci Os(VI)L
a nasledna elektrochemicka analyza by mohla byt perspek-
tivni metodou. Reakce Os(VI)L s 1,2-dioly pfipomina
reakei kyseliny borité a boronovych kyselin s 1,2- a 1,3-
-dioly, ktera je jiz k analyze glykani vyuzivana®>>. Sa-
motnd kyselina boritd a fenylboronova nejsou vsak elek-
trochemicky aktivni a pro voltametrickou detekci je nutno

593

pouzit jejich elektroaktivnich derivati. Reakce borono-
vych kyselin s dioly je vratna, jeji prubéh a rovnovazné
konstanty zavisi na chemické struktufe boronové kyseliny,
pH a druhu pufru®. V ptipadé modifikace diolit Os(VI)L
zavisi priubéh reakce a stabilita vzniklého aduktu do znac-
né miry na druhu ligandu. Produkty modifikované Os(VI)
py nejsou pfilis stabilni, a pifi jejich purifikaci popt. izolaci
je nutna piitomnost volného pyridinu v pouzitém rozpous-
tédle. Naproti tomu produkty modifikované Os(VI)
s bidentatnimi heterocyklickymi ligandy, jako temed, bipy,
phen, bpds, jsou velmi stalé*>>* V uréitych pripadech by
tak mohly adukty modifikované Os(VI)L s vhodnym L byt
stabilné€jsi a vhodnéjsi pro analyzu nez odpovidajici adukty
boronovych kyselin.

V glykoproteinech se vyskytuji razné typy glykant,
nejb&zn&jsi jsou N-glykany*®>’. Obr. 4B ukazuje jednodu-
ché typy N-glykant, které se nachdzeji v ribonuklease B
(RNAseB) a v avidinu. N-Glykany jsou navazany dvéma
N-acetyl-D-glukosaminovymi jednotkami na asparagin

nl obsahuji kromé N-acetyl-D-glukosaminu a D-mannosy
jesté dalsi stavebni jednotky, jako napf. D-galaktosu,
D-xylosu, L-fukosu a kyselinu sialovou’™’. V jednom gly-
koproteinu se obvykle vyskytuje na tomtéz asparaginovém
zbytku vice typa glykant piibuzné struktury. Ze struktury
glykanti (obr. 4B) vyplyva, ze mannosové jednotky,
s vyjimkou téch, ze kterych vychazi vétveni, a vnégjsi
N-acetyl-D-glukosaminové jednotky, obsahuji 1,2-diol
a mohly by byt modifikovany Os(VI)L (obr. 4A). Naproti
tomu dvé N-acetyl-D-glukosaminové jednotky, které zpro-
sttedkovavaji vazbu k asparaginu, 1,2-diol neobsahuji,
a nejsou vhodné pro modifikaci.

Bylo zjisténo, ze glykany v glykoproteinech lze
v nékterych ptipadech modifikovat Os(VI)L a analyzovat
prfimo, bez nutnosti enzymatického odstépeni glykanu
a purifikace od zbytku proteinusg‘”. Avidin je glykopro-
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Obr. 4. A) Schéma reakce oligosacharidu, obsahujiciho man-
nosu, s Sestimocnymi komplexy osmia, B) Ukazka struktury
jednoduchych glykanii (a) v RNAseB, (b) v avidinu, ¢) Struk-
tura oligosacharidu 30,60 — mannopentaosy (MPO) (pfevzato
z prace™ se svolenim Elsevier)

tein, obsahujici N-glykan (obr. 4B), zatimco jeho analog
streptavidin (STV) neni glykosylovany. Avidin i STV jsou
znamy tim, ze vytvafeji velmi silny komplex
s biotinem®*'. Obr. 5A ukazuje stanoveni avidinu a STV
modifikovanych komplexem Os(VI)temed, pomoci AdTS-
SWYV na PGE. Je ziejmé, ze avidin se modifikuje Os(VI)
temed a produkt je elektrochemicky aktivni, zatimco STV
vystaveny modifika¢nim podminkdm nedaval témér zadné
signaly. Avidin se navic modifikuje i v komplexu
s biotinem. Jiz dfive byla popsana modifikace avidinu
a STV komplexem osmimocného osmia Os(VII)bipy
(cit.®). Timto &inidlem Ize avidin a STV modifikovat pou-
ze tehdy, pokud neni v komplexu s biotinem. Je to zpiso-
beno tim, ze uc¢inkem Os(VIII)bipy se modifikuje trypto-
fan, ktery se ti€astni vazby na biotin, a je proto v komplexu
avidin (STV) — biotin nepfistupny. Pisobenim Sestimocné-
ho Os(VI)temed se ale modifikuje glykan, ktery se na
vzniku vazby avidin — biotin nijak nepodili®*®*, a je proto
piistupny pasobeni modifika¢niho ¢inidla i pokud je pro-
tein v komplexu s biotinem. Obr. 5B ukazuje koncentracni
zavislost SWV piku o Os(VI)temed modifikovaného avidi-
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nu na PGE. Zavislost je linedrni v rozmezi 100 nM az
1 uM, limit detekce je okolo 50 nM, a vyska piku nezévisi
na koncentraci pifi koncentraci vyssi nez 10 uM. Podobné
jako dvojice avidin a STV byla zkoumana i dvojice ribonuk-
leasa A (RNAseA) a RNAseB, kde RNAseA neni glykosylo-
vand, zatimco RNAseB ano. Obr. 5C ukazuje AdTS-SWV
20 uM RNAseA-Os(VDbipy a RNAseB-Os(VI)bipy. Je
ziejmé, ze RNAseB-Os(VI)bipy poskytuje dva SWV piky
a a P, zatimco RNAseA-Os(VI)bipy tyto piky téméf neda-
va. Podobné¢ jako u jednoduchych sacharidd, 1ze u Os(VI)
bipy modifikovanych produkti glykoproteinti méfit kataly-
ticky pik metodou AdS-DPV na HMDE. Tento pik je
i v tomto pfipadé mnohem citlivéj§i nez redox piky.
Z vlozeného obrazku na obr. 5D je patrné, ze pii 300 pM
koncentraci dava RNAseB-Os(VI)bipy jasny katalyticky
pik, kdezto RNAseA-Os(VI)bipy pfi této koncentraci
témét zadny katalyticky pik nedava. Na obr. 5D je také
znazornéna koncentrani zavislost vysky katalytického
piku RNAseB-Os(VI)bipy, kterd je v oblasti 40 pM az
1 nM linearni’®.

Voltamogramy rdznych typi Os(VI)L modifikova-
nych oligosacharidu se 1isi co do velikosti, popf. potencia-
lu jednotlivych pikd, i kdyz se jedna o isomery®. To dava
nadéji, ze 1 v ptipadé glykand, obsazenych v glykoprotei-
nech a majicich vyznam v diagnostice nemoci, se podati
rozlisit bézné formy glykani od zménénych, patologic-
kych, na zéklad€ jejich modifikace Os(VI)L a elektroche-
mie modifikovanych produktt.

4. Zavér

Historie elektrochemické analyzy bilkovin a nukleo-
vych kyselin saha az do prvni poloviny minulého stole-
i (shrnuto v piehledech’*®) a vyzkum elektrochemie
téchto biomakromolekul je v soucasnosti kvetoucim vé-
deckym polem”®®. Naproti tomu elektrochemie sacharida
ma historii velmi kratkou. Polysacharidy byly donedavna
povazovany za latky elektrochemicky neaktivni za podmi-
nek blizkych fyziologickym a pfi vyzkumu glykanti a gly-
koproteind jsou méfeny jejich interakce s lektiny pomoci
impedimetrickych metod®".

Zcela nedavno bylo zjisténo, ze chitosan a glykany
obsahujici volné aminoskupiny katalyzuji vylucovani vo-
diku na rtutovych elektrodach, a lze je elektrochemicky
detegovat v nizkych koncentracich”’2, Tento kratky pie-
hled upozornuje na dal$i moznost vyuziti elektrochemické
analyzy v glykochemii s vyuzitim chemické reaktivity
komplexti Sestimocného osmia. Podobné jako adukty kom-
plexti Os(VIIL s DNA*"* jsou i adukty komplexti Os
(VDL s polysacharidy imunogenni” a davaji nad&ji na
dalsi vyuziti reaktivity té&chto komplexi v bioanalyze
a zvlasté na zlepsSeni specificity dilezitych biomarkert,
které jsou vétsinou glykoproteiny.

Je zajimavé, ze pomoci modifikace glykant kom-
plexy Os(VI)L a nasledné voltametrické analyzy je mozno
rozligit isomery glykani®, které jsou jen velmi obtizné
rozliditelné pomoci hmotnostni spektrometrie®**’*.  Je
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Obr. 5. A) AdTS-SWYV 5 uM avidinu, komplexu avidin-biotin a STV, vystavenych piisobeni Os(VI)temed, nepurifikované vzorky,
B) koncentraéni zavislost piku o avidinu oSetfeného Os(VI)temed, chybové ise¢ky jsou smérodatné odchylky ze ¢tyf méteni, vlozeny
graf: detail koncentra¢niho rozsahu 100 nM — 1000 nM, C) AdTS-SWYV 20 uM RNAseA a RNAseB osetirenych Os(VI)bipy a purifi-
kovanych, tlusta cara RNAseB-Os(VI)bipy, tenka ¢ara RNAseA-Os(VI)bipy, ¢arkovana ¢ara RNAseB nemodifikovana; A — C) méfeno
na PGE, podminky méfeni jako na Obr. 3A (pievzato z prace™ se svolenim Elsevier), D) zavislost vy$ky katalytického piku na koncen-
traci u RNAseA a RNAseB po oSetieni Os(VI)bipy a purifikaci vzorki, AdS-DPV, méteno na HMDE, 0,12 M Brittontv-Robinsontv,
pH 4,35, t4 60 s, ostatni podminky mé&feni jako na Obr. 3 C, vloZeny obrazek: katalytické piky u 300 pM vzork (pfevzato z prace™ se

svolenim Elsevier)

zajimavé, ze patologické formy glykanl se namnoze lisi
od jejich fyziologickych forem pfitomnosti odliSnych iso-
meri 27576

Nase predbézné vysledky davaji nad&ji, ze modifikace
volnych glykantd i glykant v glykoproteinech s vyuzitim
komplext Os(VI)L se stane wuziteCnou metodou
v biomedicin€ a pfispéje k vypracovani jednoduchych
a levnych diagnostickych metod.

Poznamka pridana pii korektuie ¢lanku

Po odeslani této prace do tisku jsme koncem roku
2017 ukézali, ze izomery glykani 2,3-sialyllaktosy a 2,6-
-sialyllaktosy (dulezité biomarkery v rakoving) lze rozlisit
elektrochemicky po modifikaci Os(VI)temed na rtutovych
a uhlikovych elektrodach’.

Vypracovino s financni podporou grantii GACR
15-15479S, CAS RVO 68081707 a GACR 17-08971S. Autor
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dekuje prof. Emilu Paleckovi za cenné pripominky a kritické
precteni rukopisu.

Seznam zkratek

AdS-DPV adsorp¢ni rozpoustéci diferencni pulzni
voltametrie (adsorptive stripping
differential pulse voltammetry)
adsorp¢ni rozpoustéci voltametrie

s vkladanym pravouhlym napétim
(adsorptive stripping square-wave
voltammetry)

adsorpcni prenosova rozpoustéci
voltametrie s vkladanym pravouhlym
napétim (adsorptive stripping square-
wave voltammetry)

adsorpcni prenosova rozpoustéci
voltametrie (adsorptive transfer
stripping voltammetry)

AdS-SWV

AdTS-SWV

AdTS-V
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bipy 2,2"-bipyridin

bpds bathofenanthrolindisulfonova kyselina,
dvojsodna siil

dsDNA dvouretézcova DNA (double stranded
DNA)

Ex akumulacni potencial (potencial elektrody,
pfi kterém se vzorek adsorbuje
na elektrodu)

HMDE visici rtutova kapkova elektroda (hanging
mercury drop electrode)

L organicky dusikaty ligand

MPO 3a,60-mannopentaosa

NA nukleova kyselina (nucleic acid)

Os(VD)bipy komplex Sestimocného osmia s bipy

Os(VIIDbipy komplex osmimocného osmia s bipy

Os(VIL komplex Sestimocného osmia s L

Os(VII)L komplex osmimocného osmia s L

Os(V)py komplex Sestimocného osmia s py

Os(VDtemed komplex Sestimocného osmia s temed

PGE elektroda z pyrolytického grafitu
(pyrolytic graphite electrode)

phen 1,10-fenanthrolin

Py pyridin

RNA ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

RNAseA ribonukleasa A

RNAseB ribonukleasa B

ssDNA jednotetézcova DNA (single stranded
DNA)

STV streptavidin

A doba akumulace vzorku (accumulation
time)

temed N,N,N’,N’- tetramethylethylendiamin

LITERATURA

1. Behrman E. J.: Science of Biological Specimen Prepa-

e

ration, SEM Inc., AMF O'Hare, Chicago 1984.
Lukasova E., Jelen F., Palecek E.: Gen. Physiol. Bi-
ophys. 7, 53 (1982).

Palecek E., Hung M. A.: Anal. Biochem. /32, 236
(1983).

Palecek E., Lukasova E., Jelen F., Vojtiskova M.:
Bioelectrochem. Bioenerg. 8, 497 (1981).

Palecek E.: Methods Enzymol. 272, 139 (1992).
Palecek E., Jelen F., v knize: Perspectives in Bioana-
lysis, Electrochemistry of Nucleic Acids and Proteins.
Towards Electrochemical Sensors for Genomics and
Proteomics., Vol. 1 (Palecek E., Scheller F., Wang J.,
ed.), Elsevier, Amsterdam 2005.

Palecek E., Bartosik M.: Chem. Rev. 172, 3427
(2012).

Palecek E., Jelen F., Minarova E., Nejedly K., Palecek
J., Pecinka P., Ricicova J., Vojtiskova M., Zachova
D.: Structural Tools for the Analysis of Protein-
Nucleic Acid Complexes (Lilley D. M. J., Heumann
H., Suck D., ed.), Birkhduser Verlag, Basel 1992.
Palecek E., v knize: Nucleic Acids and Molecular
Biology, Vol. 8 (Eckstein F., Lilley D. M. J., ed.),

596

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.
25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Referat

Springer-Verlag, Berlin 1994.

Palecek E., Krejcova A., Vojtiskova M., Podgorodni-
chenko V., Ilyina T., Poverennyi A.: Gen. Physiol.
Biophys. 8, 491 (1989).

Kuderova-Krejcova A., Poverenny A. M., Palecek E.:
Nucleic Acids Res. 79, 6811 (1991).

Palecek E., Robert-Nicoud M., Jovin T. M.: J. Cell
Sci. 104, 653 (1993).

Billova S., Kizek R., Palecek E.: Bioelectrochemistry
56, 63 (2002).

Deetz J. S., Behrman E. J.: Int. J. Pept. Protein Res.
17,495 (1981).

Deetz J. S., Behrman E. J.: J. Org. Chem. 45, 135
(1980).

Sedo O., Billova S., Pena-Medrez E. M., Palecek E.,
Havel J.: Anal. Chim. Acta 515, 261 (2004).

Reske T., Surkus A. E., Duwensee H., Flechsig G. U.:
Microchim. Acta /66, 197 (2009).

Palecek E.: Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol. 26, 151
(1991).

Galazka G., Palecek E., Wells R. D., Klysik J.: J. Biol.
Chem. 261, 7093 (1986).

Nejedly K., Klysik J., Palecek E.: FEBS Lett. 243,
313 (1989).

Karlovsky P., Pecinka P., Vojtiskova M., Makaturova
E., Palecek E.: FEBS Lett. 274, 39 (1990).

Vojtiskova M., Mirkin S., Lyamichev V., Voloshin
0., Frank-Kamenetskii M., Palecek E.: FEBS Lett.
234,295 (1988).

Mcclellan J. A., Boublikova P., Palecek E., Lilley D.
M. J.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87, 8373 (1990).
Palecek E.: Methods Enzymol. 272, 305 (1992).
Havran L., Fojta M., Palecek E.: Bioelectrochemistry
63,239 (2004).

Yosypchuk B., Fojta M., Havran L., Heyrovsky M.,
Palecek E.: Electroanalysis /8, 186 (2006).

Criegee R., Marchand B., Wannowius H. E.: Justus
Liebigs Ann. Chem. 550, 99 (1942).

Trefulka M., Ostatna V., Havran L., Fojta M., Palecek
E.: Electroanalysis /9, 1281 (2007).

Alley W. R., Mann B. F., Novotny M. V.: Chem. Rev.
113,2668 (2013).

Varki A., Cummings R., Esko J., Freeze H., Hart G.,
Marth J.: Essentials of Glycobiology, 2. vyd. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, New York 2009.
Belicky S., Tkac J.: Chem. Pap. 69, 90 (2015).
Gilgunn S., Conroy P. J., Saldova R., Rudd P. M,,
O'Kennedy R. J.: Nat. Rev. Urol. 10, 99 (2013).
Trefulka M., Palecek E.: Electroanalysis 22, 1837
(2010).

Resch J., Tunkel D., Stoeckert C., Beer M.: J. Mol.
Biol. 738, 673 (1980).

Trefulka M., Palecek E.: Electroanalysis 25, 1813
(2013).

Daniel F. B., Behrman E. J.: J. Am. Chem. Soc. 97,
7352 (1975).

Trefulka M., Palecek E.: Electroanalysis 27, 1763
(2009).



Chem. Listy /12, 590-597 (2018)

38.

39.

40.
41.

42.
43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.
54.

55.

56.

57.

58.
59.
60.
61.
62.
63.

64.

Palecek E., Bartosik M., Ostatna V., Trefulka M.:
Chem. Rec. 12,27 (2012).

Crowell W. R., Heyrovsky J., Engelkemeir D. W.: J.
Am. Chem. Soc. 63, 2888 (1941).

Meites L.: J. Am. Chem. Soc. 79, 4631 (1957).
Heyrovsky J., Kuta J.: Principles of Polarography,
Czechoslovak Academy of Science, Praque 1965.
Palecek E., Trefulka M.: Analyst /36, 321 (2011).
Trefulka M., Palecek E.: Bioelectrochemistry 88, 8
(2012).

Palecek E., Jelen F., Teijeiro C., Fucik V., Jovin T.
M.: Anal. Chim. Acta 273, 175 (1993).

Palecek E., Postbieglova I.: J. Electroanal. Chem. 274,
359 (1986).

Fojta M., Kostecka P., Trefulka M. R., Havran L.,
Palecek E.: Anal. Chem. 79, 1022 (2007).

Chandler K., Goldman R.: Mol. Cell. Proteomics 72,
836 (2013).

Wada Y., Azadi P., Costello C. E., Dell A., Dwek R.
A., Geyer H., Geyer R., Kakehi K., Karlsson N. G.,
Kato K., Kawasaki N., Khoo K. H., Kim S., Kondo
A., Lattova E., Mechref Y., Miyoshi E., Nakamura K.,
Narimatsu H., Novotny M. V., Packer N. H., Perreault
H., Peter-Katalinic J., Pohlentz G., Reinhold V. N.,
Rudd P. M., Suzuki A., Taniguchi N.: Glycobiology
17,411 (2007).

Banazadeh A., Veillon L., Wooding K. M., Zabet-
Moghaddam M., Mechref Y.: Electrophoresis 38, 162
(2017).

Geyer H., Geyer R.: BBA-Proteins Proteomics /764,
1853 (2006).

Ruhaak L. R., Zauner G., Huhn C., Bruggink C., Dee-
Ider A. M., Wuhrer M.: Anal. Bioanal. Chem. 397,
3457 (2010).

Egawa Y., Seki T., Takahashi S., Anzai J.: Mater. Sci.
Eng., C 31, 1257 (2011).

Anzai J.: Mater. Sci. Eng., C 67, 737 (2016).
Springsteen G., Wang B. H.: Tetrahedron 58, 5291
(2002).

Daniel F. B., Behrman E. J.: Biochemistry /5, 565
(1976).

Midden W. R., Chang C. H., Clark R. L., Behrman E.
J.: J. Inorg. Biochem. 72, 93 (1980).

Lindhorst T. K.: Essentials of Carbohydrate Chemis-
try and Biochemistry, Wiley-VCH-Verlag, Weinheim
2007.

Trefulka M., Dorcak V., Krenkova J., Foret F., Pale-
cek E.: Electrochim Acta 239, 10 (2017).

Trefulka M., Palecek E.: Electrochem. Commun. 48,
52 (2014).

Green N. M.: Methods Enzymol. 7184, 51 (1990).
Green N. M.: Adv. Protein Chem. 29, 85 (1975).

Fojta M., Billova S., Havran L., Pivonkova H., Cer-
nocka H., Horakova P., Palecek E.: Anal. Chem. 80,
4598 (2008).

Hiller Y., Bayer E. A., Wilchek M.: Methods Enzy-
mol. 184, 68 (1990).

Hiller Y., Bayer E. A., Wilchek M.: Biochem. J. 278,

597

Referat

573 (1991).

Trefulka M., Palecek E.: Chem. Pap. 69, 241 (2015).
Palecek E.: Naturwissenschaften 45, 186 (1958).
Palecek E.: Nature /88, 656 (1960).

Palecek E., Tkac J., Bartosik M., Bertok T., Ostatna
V., Palecek J.: Chem. Rev. /15,2045 (2015).

Bertok T., Katrlik J., Gemeiner P., Tkac J.:
Microchim. Acta /80, 1 (2013).

Bertok T., Klukova L., Sediva A., Kasak P., Semak
V., Micusik M., Omastova M., Chovanova L., Vlcek
M., Imrich R., Vikartovska A., Tkac J.: Anal. Chem.
85,7324 (2013).

Palecek E., Rimankova L.: Electrochem. Commun.
44,59 (2014).

Palecek E.: Electrochim Acta 187, 375 (2016).
Strmecki S., Trefulka M., Zatloukalova P., Durech M.,
Vojtesek B., Palecek E.: Anal. Chim. Acta 955, 108
(2017).

Novotny M. V., Alley W. R., Mann B. F.: Glycocon-
jugate J. 30, 89 (2013).

Joshi L., Svarovsky S. A.: Anal. Methods 6, 3918
(2014).

Kailemia M. J., Park D., Lebrilla C. B.: Anal. Bioanal.
Chem. 409, 395 (2017).

Trefulka M., Palecek E.: Electrochem. Commun. 85,
19 (2017).

65.
66.
67.
68.

69.

70.

71.

72.
73.

74.
75.
76.

77.

M. Trefulka (Institute of Biophysics, Academy of
Sciences of the Czech Republic, Brno): Modification
of Biomacromolecules with Six-valent Osmium
Complexes and Electrochemical Analysis of the Modified
Products

This review is focused on the reaction of 1,2-diols
with ligand complexes of six-valent osmium [Os(VI)L]
(where L is a nitrogenous ligand) and possibilities of elec-
trochemical analysis of yielded products. A number of
biologically important molecules, such as mono-, oligo-
and polysaccharides, RNA and glycoproteins, belong to
compounds containing 1,2-diol in their structure. These
compounds react with Os(VI)L yielding relatively stable
ligand osmate esters which are electrochemically active
and suitable to the electrochemical analysis. The ligand
osmate esters give redox peaks at the mercury and carbon
electrodes. The redox peaks are due to the electrochemical
reduction or oxidation of osmium atoms. The osmate es-
ters with some ligands give catalytic peaks at the mercury
electrodes. The catalytic peak is due to the catalytic hydro-
gen evolution and is very sensitive. With the catalytic peak
it is possible to measure picomolar concentrations in some
cases. We have used reactions of Os(VI)L for the analysis
of glycans and glycoproteins in relation to their great im-
portance in biomedicine.

Keywords: reactions of six-valent osmium complexes,
labeling of biologically important compounds, voltamme-
try, mercury and carbon electrodes, saccharides, nucleic
acids, glycoproteins



