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PADESAT LET ELEKTROCHEMIE
NUKLEOVYCH KYSELIN

Ctenéfi je jisté znama dileZitost nukleovych kyselin, ve kterych je zaznamenana
veskera geneticka informace o burikach i organismech. Poznani nukleovych kyselin
(DNA a RNA) provéazela fada pfevratnych objevii jako napf. nalezeni struktury DNA
a principu kopirovani genetické informace do dcefinych bunék, rozlusténi genetického kédu
a mechanismu syntézy proteint. V posledni dobé pfibyl objev malych molekul RNA
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kyselin,

(siRNA a mikroRNA), které Fidi syntézu proteinu. A neméné vyznamnou mérou

pfispél i objev elektrochemickych vlastnosti nukleovych kyselin,
ktery pFed 50 lety uéinil Emil Paleéek na pldé Biofyzikalniho ustavu AV CR.

bjev ved| k vzniku a rozvoji nové védni discipliny

— elektrochemie nukleovych kyselin. Vyvoj
tohoto oboru je zfejmy z tabulky, ktera byla vytvo-
fena podle Web of Science (str. 24). V poslednich
10-15 letech kazdoroéné pfibyva védeckych praci
zabyvajicich se elektrochemii nukleovych kyselin.
Zatimco v r. 1989 bylo publikovano jen asi 10 praci,
v 1. 2007 jich vyslo jiz asi 600. Z cbrazku je patrné,
Ze vyznam objevu elektrochemickych vlastnosti nu-
kleovych kyselin strmé roste. Souvisi nepochybné
také s praktickym vyuzitim téchto metod, napf. pfi
stanoveni sekvence NK pomoci biosenzoru. Podi-
vejme se nejprve, jak k objevu elektrochemickych
vlastnosti nukleovych kyselin doslo. Po objeveni
struktury DNA (1953) védci intenzivné hledali nové
metody vyzkumu této molekuly, ktera v té dobé ote-
virala nové, zcela necekané perspektivy ve véde.
O polarografickou analyzu nukleovych kyselin se
v Némecku pokusil H. Berg, ktery v roce 1957 uve-
fejnil clanek v Gasopise Biochemische Zeitschrift,
v némz dokazoval, Ze nukleové kyseliny neposky-
tuji Zadné polarografické signaly.

V t& dobé& byl zalozen Biofyziklni ustav (BFU)
Ceskoslovenské akademie véd v Brné, do kterého,
jedté pred ukonéenim svych studii biochemie v roce
1955, nastoupil E. Paledek. Brzy dostal za ukol za-
byvat se poskozenim DNA zafenim. PFi své diplo-
moveé préci na katedre biochemie MU u prof. V. Mo-
ravka se E. Paletek sezndmil s polarografickymi
metodami a jejich vyuZitim pfi analyze bilkovin.
Chtél tyto metody v Gstavu vyuZit pro analyzu DNA,
jeho nadfizeni véak byli toho nazoru, Ze elektroche-
mie DNA neni perspektivni. Zkusenosti, které ziskal
pfi své diplomové praci, mu véak napovidaly, Ze
urcita nadéje na Uspéch existuje. Aby nemusel bo-
jovat se svymi nadfizenymi, pinil v pracovni dobé
jejich smérnice a po pracovni dobé délal elektro-
chemické pokusy. Velmi brzy zjistil, ze jak stavebni
kameny nukleovych kyselin (baze, nukleosidy a nu-
kleotidy), tak i velké polymerni molekuly DNA i RNA
poskytuiji elektrochemické signaly.

V okamzZiku, kdy H. Berg publikoval své vysledky
(1957) jiz E. Pale¢ek védél, Ze jeho konkurent mél
smilu. Ze véech experimentélnich podminek, které
mohl pro svou préci pouZit, si vybral pravdépodob-
né ty nejhorsi. E. Palecek konzultoval své vysledky
s prof. J. Heyrovskym, ktery jeho préci pochvalil
a povzbudil ho k dalsimu vyzkumu. V roce 1958
E. Palecek uvefejnil svoje prekvapuijici vysledky
v ¢asopise Naturwissenschaften. O dva roky poz-
déji publikoval dalsi étyfi prace zabyvajici se elek-
trochemii DNA a jejich stavebnich kamenu. V Caso-
pise Nature mu otiskli praci, v niz identifikoval
elektrochemické signaly DNA a jejich degradaénich
produktt a ukazal, ze elektrochemie reflektuje zmé-
ny ve struktufe DNA. Brzy nato dostal tfi pozvani na
pfedni univerzity v USA (Harvard, Brandeis a Prince-
ton University). Pfestoze mu samoziejmé vyjezd
z Ceskoslovenska nebyl povolen, koncem roku 1962
vsak s doporuéenim prof. J. Heyrovského pfece jen
do USA vycestoval.



Dulezita védecka zjisténi ve tfech pocatecnich dekadach
rozvoje elektrochemie nukleovych kyselin (1958-1988)
* Autofi jsou uvedeni v zavorkach. Pokud neni autor uveden, byly vysledky ziskany v laboratofi E. Palecka
v Brné.
1958 DNA, RNA a véechny jejich volné baze jsou elektroaktivni.
1960-1961 Pfifazeni elektrochemickych signalil DNA jednotlivym bazim.
Oscilopolarografie reflektuje strukturu DNA.
1961 Adsorpce DNA na rtutovych elektrodach pomoci prvniho méfeni ac impedanci
(I. R. Miller, Rehovot)
1962—-1966 Pieddenaturaéni zmény DNA (premelting), denaturace, renaturace/hybridizace mohou
byt sledovany elektrochemicky, stopy jednofetézcové DNA stanoveny v nativni dsDNA.
Vliv sekvence nukleotidld na elekirochemické chovani DNA.
1966 Pulsni polarografie byla poprvé aplikovana pfi studiu DNA.
1966 Prvni elektrochemicka detekce poskozeni DNA
1967 Interakce nizkomolekularnich latek s DNA Ize sledovat pomoci polarografie
(P. J. Hilson, M. J. Simons, Harrow, UK, and H. Berg, Jena).
1974 DNA se denaturuje v Uzkém rozmezi potencialil negativné nabité rtutové elektrody
(E. Palecek, Brno, a H. W. Nurnberg, Jilich).
1976 Elektrochemicka méfeni svédéi pro polymorfii dvojité Sroubovice DNA.
Po dvé desetileti byly v elektrochemil NK pouzivany pouze rtutové elektrody.
1978 Pevné (uhlikové) elektrody byly poprvé pouzity pfi vyzkumu nukleovych kyselin
(V. Brabec a G. Dryhurst a dalsi).
1980 Poprvé byly stanoveny baze NK v nanomolarnich koncentracich pomoci katodické
rozpoustéci voltametrie.
1981 Prvni elektroaktivni znacky kovalentné vazane k DNA
1986-1988 Byly navrzeny elekirody modifikované DNA nezbytné pfi vyzkumu a vyvoji senzort DNA.

V roce 1961 se elektrochemii DNA zacal zabyvat
takeé . R. Miller z Izraele a v prubéhu dalsich let se
pfidaly i laboratofe H. Berga (Jena), J. Reynauda
(Orleans), H. W. Niirberga (Julich), G. C. Barkera
(Oxford) a dalsi, které elektrochemie DNA zaujala.
Postupné se tak vytvarela nova oblast védy, jez po-
lozila zaklady pro dnesni elektrochemii DNA orien-
tovanou na senzory pro hybridizaci DNA (zjistovani
sekvence nukleotidl v DNA) a pro poskozeni DNA.
Z tabulky nejdllezitéjsich vysledkd je ziejmé, Ze
v prvnich 30 letech byla vétsina vyznamnych obje-
v( v oblasti elektrochemie nukleovych kyselin a bil-
kovin uginéna v BFU v Brné. Tuto skuteénost je tie-
ba vysoce ocenit, nebot védecka prace v té dobé
velmi trpéla nedostatkem deviz k zakoupeni labora-
tornich prostiedkd potiebnych pro experimentaini
préci, omezenym pfistupem k védeckeé literature
a politickymi provérkami.

Po roce 1968 byl E. Palecek zbaven funkce ve-
douciho oddéleni (nikdy nevstoupil do KSC), ne-
smél cestovat a pfednaset na univerzité a hrozilo
mu propuéténi z ustavu. AvSak i v téchto situacich
se objevovala pomoc, jako napfiklad dary potieb-
nych chemikalii od védct ze zapadnich zemi ¢i po-

moc ¢eskoslovenskych védcl, ktefi svij charakter
a poctivost nepodfidili naladam v politické strané.
Diky tomu v druhé poloviné r. 1976 mohl E. Palecek
pokracovat ve své praci.

V prvnich 20 letech se kromé E. Palecka na elek-
trochemickém vyzkumu DNA v Biofyzikalnim usta-
vu podilela fada dal$ich jeho zak( a spolupracovni-
ki jako B. Janik, V. Vetterl, V. Brabec, E. LukaSova
a M. Vorlickova, ktefi se pozdéji stali vedoucimi vé-
deckymi pracovniky, univerzitnimi profesory ¢&i vy-
znamnymi manazery. Je zajimavé, ze v prvnich
10-15 letech elektrochemii DNA pozitivné vnimali
biochemikové zabyvajici se strukturou DNA, napro-
ti tomu vétsina elektrochemiku se k vyzkumu stavé-
la zapomné. Jednim z divodu jejich postoji byla
pravdépodobné Spatna informovanost o vlastnos-
tech a vyznamu DNA.

Pii svém zaloZeni v dobé studené valky se BFU
orientoval predevsim na radiobiologii, které byl pfi-
kladan velky vyznam kvili moznému pouziti jader-
nych zbrani. V pribéhu let se zaméfeni Ustavu za-
sadné zménilo a vznikla v ném védecka Skola
orientovana na fyzikalni, chemické a biologické
problémy struktury a interakci DNA a proteint. Di-
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Védecké publikace
tykajici se
elektrochemie
nukleovych kyselin
v letech 1958-2008.

lezitou soucasti této skoly byla elektrochemie nu-
kleovych kyselin a bilkovin vychazejici ze zaklad-
niho vyzkumu, jehoZ vysledky naznacovaly velké
moZnosti praktického uplatnéni. Proto se v Gstavu
podafilo v poloving 90. let zachytit nastup vyzku-
mu a vyvoje elektrochemickych senzord DNA
a udrzet si $pickové postaveni v oblasti elektro-
chemie NK. Vyznamné k tomu pfispéla spolupra-
ce s laboratofi J. Wanga v USA, ve které Paleéek
v letech 1995-2000 kaZdoroéné nejméné meésic
pracoval a ugil taméjsi elektrochemiky jak zacha-
zet s DNA (J. Wang byl nedavno vyznamenan
Americkou chemickou spolecnosti jako nejcitova-
néjsi elektrochemik a tieti nejcitovanéjsi chemik).
Koncem 90. let projevila zajem o spolupraci s od-
délenim E. Palec¢ka némecka firma November AG
z Erlangenu, ktera pak &tyfi roky velkoryse spolu-
financovala vyzkum v jeho oddéleni.

Po roce 1948 az do poloviny 60. let byla u nas
genetika zatracovana. Jeji zakladatel G. J. Mendel,
ktery své objevy ucinil v Brné&, byl nazyvan burzoaz-
nim pavédcem a jeho objev elementl dédicnosti
(tedy DNA) byl zamlzovan a diskreditovan. Tato at-
mosféra dokazala ovlivnit mysli nékterych studentd
i univerzitnich profesort. Mezi elektrochemiky pfed-
stavoval naprostou vyjimku nositel Nobelovy ceny
J. Heyrovsky, ktery jiz v r. 1961 udélil E. Paleckovi

Podet publikaci svoji cenu pro mladé védce. Byl to on, kdo spolu se
zar 2008 svymi nejblizaimi spolupracovniky podporoval jeho
Jje nedpiny., praci a pozval ho, aby nékteré experimenty prova-
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dél v jeho laboratofi, na pfistrojich, které v Brné ne-
byly k dispozici.

Laboratofe Biofyzikalniho Gstavu patfi v oblasti
elektrochemie nukleovych kyselin také v soucasné
dobé& k vedoucim laboratofim ve svété. Svedci
o tom napfiklad nedavna publikace knihy na pozva-
ni vydavatelstvi Elsevier i zadost nakladatelstvi
Springer Verlag o napsani dalsi knihy, jejiz text by
mél byt dokongen v roce 2010. Podobné svédectvi
vydéva i scientometrie u jména E. Palecek na WOS:
249 publikaci, 7641 citaci, index h = 50. V roce 2008
(konec fijna) byly jeho prace citovany vice nez 600x.
Tato Gisla snesou srovnani s udaji prednich ¢eskych
védel. Oddéleni biofyziky makromolekul, které
v roce 1967 E. Paledek zaloZil, vede jiz Ctvrtym ro-
kem jeho zak Miroslav Fojta, jehoz nadani a moti-
vace je pfislibem pro dalsi rozvoj dleZité védni ob-
lasti. Profesor E. Palecek nadale intenzivné pracuje
s malou skupinou svych mladych spolupracovnika.
Zda se, e se jim podafil novy objev v oblasti elek-
trochemie bilkovin, ktery by mohl nalézt uplatnéni
v biomediciné. Nejblizsi Iéta moznéa ukazou, zda
bude stejné vyznamny jako prace jeho laboratore
v oblasti elektrochemie DNA.

Biosenzory na bazi elektrochemickych

vlastnosti nukleovych kyselin v mediciné

Z médii se ¢asto dozvidame o mediciné 21. stoleti,
ktera bude personalizovana neboli ita na miru. Bude
pfizplsobena genetické vybavé pacienta. To pfedpo-
klada znalost genomu jednotlivet a jejich exprese,
co? sice souéasna véda umoznuje, ale je to pilis dra-
hé. Proto se obvykle hleda gen, jehoz variabilita nebo
zména je rozhodujici pro danou léebnou metodu
a ten se testuje. Pfikladi praktického vyuziti znalosti
genomu a jeho exprese najdeme v soucasné dobé
znaény podet — mutace v genech BRCA1 a BRCA2
zvySuji riziko vzniku rakoviny prsu, mutace v genu
APC zase zvySuje riziko vzniku rakoviny tlustého
stieva (lze zde uvaZovat o moznostech prevence),
pfitomnost BCR-ABL genu u myeloidni leukémie
umoziuje légbu inhibitorem leukemické tyrosinkinazy
(Gleevec), zvySena exprese genu HER2 umoziuje
léébu rakoviny prsu pomoci Herceptinu atd. Korelace
mezi progn6zou cnemocnéni a genovou expresi je
v soudasné dobé sledovana u vétsiny zavaznych
onemocnéni.

Lze odekavat, Ze védci budou v blizké budouc-
nosti hledat a nalézat nové biomarkery, schopné
identifikovat jednotlivce, ktefi by méli prospéch
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z riznych zplsobl terapie, a zvlasté ty, ktefi by se
méli uréitému typu lé€eni vyhnout. Testovani sek-
venci nukleotidd v DNA, tedy zjistovani posloup-
nosti pismenek v genetické abecedé u jednotlivych
lidi, je tak postupné stéle vyznamnéjsi.

Stanoveni sekvenci nukleotidi v genomu jednot-
livet je velmi obtizné. Lidsky genom ma totiz tfi mi-
liardy paru basi (tedy paru pismenek genetické
abecedy). V sou¢asné dobé se stale zlepSuji meto-
dy zjistovani sekvenci dulezitych z hlediska nékte-
rych onemocnéni pomoci tzv. hybridizacnich €ipa,
nicméné dosud jsou tyto analyzy velmi nakladné.
Jako metoda, pomoci kieré se urcita sekvence dete-
kuje, se pouziva optické detekce. A tady se ukazuje,
Ze elektrochemicka detekce sekvenci DNA by moh-
la byt vyrazné levnéjsi. Podstatou pfistroju pro elek-
trochemickou analyzu jsou jednoduché elektrické
obvody a elektrody (napf. zlaté, amalgamové ¢i
uhlikové). Tyto pfistroje jsou levné, spotfebovavaji
malo elektrické energie a |ze je snadno miniaturizo-
vat. Proto by se elektrochemickeé pfistroje mohly €a-
sem dostat i do mensich nemocnic a pozdéji mozna
i do poliklinik ¢i do ordinaci jednotlivych lékard. Je-
jich pouZziti by se nemuselo omezovat pouze na
zdravotnictvi, ale mohlo by nalézt uplatnénii v jinych
oblastech praxe, napf. v kriminalistice, potravinarstvi,
detekci biologickych zbrani atd. V USA, kde jeste asi

pred dvaceti lety védci neprojevovali o elektroche-
mii nukleovych kyselin zajem, je v soucasnosti
mnoho laboratofi orientovanych pravé na tuto ob-
last védy. V Ciné podet takto orientovanych labora-
tofi velmi rychle pribyva. V Evropé je tento narist
pomalejsi. V CR se elektrochemie nukleovych ky-
selin zkouma na BFU a zacina se rozvijet i na uni-
verzité v Pardubicich v Uzké spolupréci s BFU.
Padesat let po prvni védecké zpravé o elekiro-
chemické aktivité NK je elektrochemie nukleovych
kyselin dileZitou interdisciplinarni védeckou oblas-
ti, ktera se bouflivé vyviji a v dalSich letech ma vel-
mi dobré vyhlidky na praktické aplikace. Vétsina
étenard asi zna jednoducha zafizeni na méfeni hla-
diny glukosy v krvi diabetik(i. Tato zafizeni jsou za-
loZzena na elektrochemickém principu. Podobné by
mohly v budoucnu fungovat v ordinacich lékaru
i malé pfistroje pro analyzu sekvenci nukleotid(
v DNA. Prace E. Palecka, kterou zahajil pfed 50 le-
ty jako student a pfes éetné pfekazky v ni cilevédo-
mé pokracoval az do dnesni doby, pfinesla své ovo-
ce. Ted je jiz véci mladSich védc, aby tuto praci
dale rozvijeli jak v oblasti zakladniho vyzkumu,
tak i v praktickych aplikacich. ]

STANISLAV KOZUBEK,
feditel Biofyzikalniho dstavu AV CR, v. v. i.
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Vyzkumny tym
oddéleni biofyzikalni
chemie

a molekularni
onkologie

BFU AV CR

patfi v oblasti
elektrochemie
nukleovych kyselin
k nejlepsim

na svété.




