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1. Úvod 
 

První makrobiomolekuly analyzované elektrochemic-

kými metodami byly právě proteiny1. Krátce po objevu 
polarografie J. Heyrovským se ukázalo, že proteiny jsou 

schopny katalyzovat vylučování vodíku (CHER, z angl. 

Catalytic Hydrogen Evolution Reaction) na povrchu rtuťo-

vé kapkové elektrody1,2. J. Heyrovský a J. Babička v roce 
1930 představili a popsali tzv. polarografickou prenátrio-

vou vlnu, kterou poskytovaly proteiny v přítomnosti 

amonných iontů. Kromě samotných proteinů byl vznik 
vlny pozorován i pro tělní tekutiny jako moč a krev1. O pár 

let později pozoroval R. Brdička v roztocích obohacených 

o kobaltové ionty nejen prenátriovou vlnu, ale také vznik 

dvojvlny, později nazvané Brdičkova dvojvlna3,4. Zatímco 
prenátriová vlna byla v praxi využívána jen zřídka, Brdič-

kova dvojvlna našla své uplatnění v biochemii jako základ 

analytické metody. V klinické medicíně a farmakologii 
byla používána jako diagnostická metoda, především 

v diagnostice rakoviny5,6. 

 
 

2. Katalytické vylučování vodíku proteiny 
 

Prenátriová vlna i Brdičkova dvojvlna se zapojuje do 

CHER, což je elektrochemický proces, během kterého se 
z roztoku za účasti katalyzátoru uvolňuje plynný vodík na 

povrchu elektrody7. Mechanismus průběhu CHER na rtu-

ťové elektrodě byl popsán J. Heyrovským a J. Kůtou 
v roce 1965 (cit.8). Elektroaktivní zbytky aminokyselin 

peptidů a proteinů nacházející se v těsné blízkosti povrchu 

elektrody se redukují za vzniku aniontu. Ten se následně 

stabilizuje přijetím protonu z kyselé části pufru, což ini-
ciuje proces katalýzy. K vylučování vodíku dochází pře-

nosem zmíněného protonu na negativně nabitý povrch 

elektrody, kde vzniká molekulární vodík9,10. Proces CHER 
lze zapsat reakčním schématem: 

PH + e– ⇆ P– + ½ H₂            (1) 

P– + HA ⇆ PH + A–            (2) 

kde PH a P– představují protonizovanou a neprotonizova-

nou formu aminokyselinových zbytků peptidů/proteinů, 
HA označuje kyselou složku pufru a A– její konjugovanou 
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bázi8,11,12. Do katalytické reakce se zapojují aminokyseli-

nové zbytky peptidů a proteinů obsahující snadno poskytu-
jící proton, za daných experimentálních podmínek to mo-

hou být cystein (Cys), lysin (Lys), arginin (Arg) a histidin 

(His)13.  

 
 

3. Chronopotenciometrický pík H 
 

V roce 1998 v laboratoři prof. Palečka byly poprvé 

studovány peptidy na rtuťové elektrodě s visící kapkou 
(HMDE, z angl. Hanging Mercury Drop Electrode) 

v kombinaci s chronopotenciometrickou analýzou kon-

stantním proudem (CPS, z angl. Constant Current Chrono-

potentiometric Stripping)14. Na rozdíl od slabě vyvinutého 
signálu naměřeného pomocí DC polarografie poskytova-

la CPS dobře vyvinutý pík i při nanomolárních koncen-

tracích analytu14. Pík byl nazván píkem H podle jeho 
původu, tj. procesu vylučování vodíku (z angl. Hydro-

gen Evolution), vysoké citlivosti (z angl. High Sensiti-

vity) a na počest profesora J. Heyrovského, v jehož 

laboratoři byla schopnost proteinů katalyzovat CHER po-
prvé pozorována. Od té doby byla CPS analýza proteinů 

použita při monitorování jejich denaturace15,16, oligomeri-

zace17, agregace18, glykace19, oxidačního poškození20 a při 
pozorování změn redoxního stavu21. Byly studovány pepti-

dy a proteiny, které hrají důležitou roli v onemocnění ra-

kovinou, včetně nádorového supresora p53 (cit.22,23), gra-

dientového onkoproteinu AGR2 (cit.24), prostatického 
specifického antigenu PSA (cit.25) a galektinů26. Citlivé 

monitorování agregace bylo testováno pro α-synuklein19 

a peptidy Aβ-amyloidu27, které jsou úzce spojeny s neuro-

degenerativními nemocemi.  
Výhodou CPS metody ve spojení s CHER je možnost 

studovat prakticky všechny proteiny bez nutnosti značení, 

protože každý protein obsahuje alespoň jedno elektro-

aktivní reziduum. Rozdíl mezi CPS a voltametrickými 
metodami je ten, že změna rychlosti polarizace není u CPS 

konstantní28. Během měření se elektrodový potenciál mění 

v průměru až o dva či tři řády rychleji než u voltametric-
kých metod, a to až do momentu, kdy začne probíhat elek-

trochemická reakce. V průběhu této reakce se rychlost 

změny elektrodového potenciálu sníží16. Parametr, který 

ovlivňuje rychlost polarizace v chronopotenciometrii, se 
nazývá rozpouštěcí proud, ISTR (obr. 1). U proteinů je 

chronopotenciometrie výhodná, protože rychlá změna 

polarizace k negativním potenciálům zamezuje poškození 
proteinů vlivem elektrického pole. V píku H dochází 

ke snížení rychlosti polarizace, což příznivě ovlivňuje 

katalýzu1. 

 
 

4.  Vliv struktury a aminokyselinového složení 
na pík H 
 
Několik desetiletí převládal názor, že po adsorpci 

proteinů na povrch kovových elektrod dochází k jejich 

denaturaci1,29,30. Teprve pozdější výzkumy ukázaly, že 

proteiny adsorbované na povrch rtuťové elektrody v oblas-
ti potenciálu nulového náboje (PZC, z angl. Potential of 

Zero Charge) nemusí být nutně denaturovány, ale k roz-

plétání jejich struktury může docházet při delším vystave-
ní negativním potenciálům15,16,31, jelikož ke CHER u pro-

teinů dochází při potenciálech negativnějších než cca 

−1,7 V. Hovězí sérový albumin (BSA, z angl. Bovine 

Serum Albumin) byl prvním proteinem, jehož nativní 
a denaturovaná forma byla sledována pomocí CPS na 

HMDE (cit.32) (obr. 2). Močovinou denaturovaný BSA 

poskytoval vysoký, dobře vyvinutý pík H, který byl téměř 
50krát vyšší než pík nativního BSA. Velký nárůst píku H 

u denaturované formy byl připisován lepší dostupnosti 

elektroaktivních zbytků aminokyselin, neboť po rozpletení 

terciární struktury jsou elektrodě dostupné i ty aminokyse-
linové zbytky, které jsou v nativním stavu umístěny uvnitř 

proteinu11,19,33,34. Na výsledný tvar píku H má vliv nejen 

struktura proteinu, ale i jeho aminokyselinové složení. 
Přestože dostatečné množství a dostupnost elektroaktiv-

ních zbytků aminokyselin jsou pro vznik píku H potřebné, 

velmi důležitou roli hrají i neelektroaktivní aminokyseli-
ny, které v polypeptidovém řetězci sousedí s elektroaktiv-

ními aminokyselinami. Skupina prof. Palečka to ukázala 

studiem CPS píku H čtyř angiotensinů35, které měly stej-

nou část sekvence, lišily se pouze v délce na C- a N-konci. 
Ze čtyř peptidů poskytoval dobře vyvinutý CPS pík H 

pouze ten, který ve své sekvenci obsahoval arginin a záro-

veň postrádal na C-konci aspartát. Aspartát svým negativ-
ně nabitým nábojem odpuzoval C‑konec, včetně argininu, 

od povrchu negativně nabité elektrody, a tak se arginin 

Obr. 1. CPS píky H pro 300nM hovězí sérový albumin (BSA) 
při různých hodnotách rozpouštěcího proudu (ISTR), a to 
−35 µA (1, oranžová), −40 µA (2, červená), −45 µA (3, modrá) 
a −50 µA (4, zelená) ve 50mM sodném fosfátovém pufru pH 7,0. 
BSA byl na elektrodu akumulován při potenciálu −0,3 V po dobu 
60 s. (Barevná verze obrázku je dostupná na webových stránkách 
časopisu Chemické listy) 
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jako jediné elektroaktivní reziduum zkoumaných peptidů 

nemohl zapojit do CHER. 
 

 

5.  Chronopotenciometrická analýza 
proteinových komplexů 
 

V roce 2004 publikovali L. Havran a spol. práci36, 
ve které zkoumali interakci proteinu avidinu s jeho ligan-

dem – biotinem. Komplex avidin‑biotin představuje jednu 

z nejsilnějších známých nekovalentních interakcí. Díky 

své vysoké afinitě a stabilitě je tvorba tohoto komplexu 
široce používána v mnoha biochemických a klinických 

technikách37.  

Samotný avidin poskytoval dobře vyvinutý pík H. 

Po vzniku komplexu avidin-biotin byl, ve srovnání se 
samotným avidinem, pozorován výrazný pokles výšky 

píku H. Podobný jev byl pozorován také o pět let později 

při sledování interakce riboflavinu a proteinu vážícího 
riboflavin (RBP, z angl. Riboflavin Binding Protein) 

M. Bartošíkem a spol.38. Pík H naměřený pro komplex 

riboflavin-RBP byl při molárním poměru 1:1 nižší přibliž-

ně o 75 % ve srovnání s píkem samotného RBP. V obou 
případech se jedná o interakci proteinů s nízkomolekulární 

látkou a k poklesu píku H po vzájemné interakci dochází 

zejména zamezením dostupnosti elektroaktivních reziduí 
k elektrodě (resp. nedostupností aminokyselinových rezi-

duí nacházejících se ve vazebném místě po navázání li-

gandu). Interakce s ligandem může také způsobit změnu 

orientace komplexu v porovnaní se samotnými proteiny. 
Stejné chování bylo pozorováno i v práci T. Galicové 

a spol.39, kde byla studována interakce lektinu Sambucus 

nigra se dvěma sialovanými oligosacharidy, přičemž je-

den oligosacharid se vázal na lektin silně a druhý několi-
kanásobně slaběji. Píky H naměřené pro samotný lektin 

a pro komplex lektinu se slabě interagujícím oligosachari-

dem byly prakticky stejné. U komplexu lektinu se silně 
interagujícím oligosacharidem byl pozorován přibližně 

20% pokles ve výšce píku H (obr. 3A). Pozorovaný pokles 

byl nižší než v předcházejících případech, což může být 

způsobeno výrazně slabší interakcí oligosacharidu 
s lektinem, než jak tomu bylo v případě interakce avidin-

biotin nebo riboflavin‑RBP. Odlišné chování bylo pozoro-

váno při interakci lektinu s proteinem, konkrétně 
s prostatickým specifickým antigenem (PSA) (obr. 3B). 

V tomhle případě způsobila interakce s PSA výrazný ná-

Obr. 2. Pík H 300nM denaturovaného (1, černá) a nativního 
(2, fialová) BSA. Oba píky byly naměřeny ve 50mM sodném 
fosfátovém pufru pH 7,0 (černá přerušovaná čára) při rozpouště-
cím proudu (ISTR) −35 µA. BSA byl na povrch elektrody akumu-
lován při potenciálu −0,3 V po dobu 60 s. (Barevná verze obráz-
ku je dostupná na webových stránkách časopisu Chemické listy) 

Obr. 3. Pík H samotného 2µM lektinu SNA-1 (1, černá) a jeho komplexu s (A) 40µM oligosacharidem 6‑sialyllaktosaminem (2, 
modrá) a (B) 2µM prostatickým specifickým antigenem (3, červená). Měřeno ve 50mM sodném fosfátovém pufru pH 7,4 (černá  
přerušovaná čára) při rozpouštěcím proudu (ISTR) −22,5 µA. Při potenciálu 0 V byl na povrch elektrody nejdřív akumulován lektin SNA-1 
(po dobu 5 minut), následně i 6‑sialyllaktosamin/prostatický specifický antigen (po dobu 1 minuty). Podrobné podmínky měření jsou 
uveřejněny v práci39. (Barevná verze obrázku je dostupná na webových stránkách časopisu Chemické listy) 
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růst píku H, což je pravděpodobně způsobeno změnou 

struktury lektinu a tím i zlepšenou dostupností elektroak-
tivních reziduí k povrchu elektrody. Na rozdíl od interakce 

lektinu s malým oligosacharidem interaguje PSA s vazeb-

ným místem lektinu přes glykany (oligosacharidy) a záro-

veň se může nespecificky vázat přes svou proteinovou část 
a tím může částečně ovlivnit strukturu lektinu. Výsledek 

této práce byl podobný jako ten, jenž získala V. Vargová a 

spol.40, která studovala interakce lektinu konkanavalinu A 
(ConA, lektin Canavalia ensiformis) s glykoproteinem 

ovalbuminem (Ova). Oba zmíněné proteiny byly analyzo-

vány nejprve samostatně, později v komplexu. Zatímco 

pro Ova byl zaznamenán pík H s dvěma maximy, ConA 
při daných experimentálních podmínkách pík H neposky-

toval. Důvodem pro absenci píku H může být nižší počet 

elektroaktivních aminokyselinových reziduí ConA. Pro 
komplex ConA-Ova byl naměřen pík H až 6krát vyšší, 

než byl pík H Ova. Zlepšená dostupnost katalyticky aktiv-

ních aminokyselinových reziduí k elektrodovému povrchu 

může být v důsledku konformačních změn ve struktuře 
Ova anebo ConA-Ova, ke kterým došlo po vytvoření kom-

plexu ConA-Ova. Konformační změny v Ova anebo ConA

-Ova mohou po kontaktu s nabitým povrchem elektrody 
způsobit i reorientaci komplexu. 

Pomocí CPS byly sledovány i interakce proteinů 

s DNA, jak s jednořetězcovou, tak i s dvoušroubovicí. 

V. Ostatná a spol.41 se zabývali interakcí lysozymu s DNA 
aptamerem, t.j. jednořetězcovou DNA, která se specificky 

váže k dané látce, v tomto případě k lysozymu. Samotný 

protein poskytoval při daných experimentálních podmín-
kách dobře vyvinutý pík H se třemi maximy. Pro komplex 

lysozym-DNA byl také pozorován pík s třemi maximy, 

výrazně se ale lišila jejich výška. Pík H komplexu byl 

přibližně 8krát menší než pík samotného lysozymu. Po-
dobný trend byl zaznamenán i H. Černockou a spol.42 při 

studování komplexu dvoušroubovice DNA a proteinu p53, 

který se jako nádorový supresor zapojuje do mnoha bu-
něčných regulačních procesů. Pík H vzniklého komplexu 

byl 10krát menší než pík H samotného proteinu p53. 

V obou pracích byl pík H samotného proteinu několikaná-

sobně vyšší než u komplexu protein-DNA. Snížení píku H 
komplexu proteinu s jednořetězcovou nebo dvouřetězco-

vou DNA může být způsobeno: 1) kompetitivní adsorpcí 

proteinu a DNA na hydrofobní povrch rtuťové elektrody, 
2) větší konformační stabilitou vzniklého komplexu 

v elektrickém poli anebo odlišnou orientací na povrchu 

elektrody, 3) zhoršenou přístupností pozitivně nabitých 

elektroaktivních aminokyselinových reziduí (Arg, Lys) 
k elektrodě jako důsledek interakce těchto aminokyselino-

vých zbytků s negativně nabitou DNA. 

 
 

6. Závěr 
 

Současný progres v genomice, proteomice a biomedi-
cíně vyžaduje citlivé analytické metody, které dokážou 

spolehlivě studovat nejen samotné proteiny, ale i jejich 

komplexy. Chronopotenciometrie konstantním proudem 

umožňuje rychlou, vysoce citlivou analýzu proteinu bez 

nutnosti modifikace nebo značení. Díky svým vlastnostem 
byl chronopotenciometrický pík H již dříve uplatněn při 

sledování procesů, během kterých dochází ke změnám ve 

struktuře proteinu jako například denaturace, oligomeriza-

ce, agregace či oxidační poškození. Ke změnám struktury, 
a tím i k dostupnosti elektroaktivních aminokyselinových 

zbytků k elektrodě, dochází i při interakci s jinými biomo-

lekulami, proto je pomocí chronopotenciometrie možné 
sledovat a porovnávat mezi sebou proteiny a jejich kom-

plexy, což popisujeme i v tomto článku. V posledních 

letech se pík H používá také při studování proteinů důleži-

tých v různých neurodegenerativních onemocněních či 
rakovině a spolu v kombinaci s jinými elektrochemickými 

metodami má potenciál napomoci k lepšímu porozumění 

chování proteinů a jejich komplexů na nabitém fázovém 
rozhraní. 
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T. Staroňová and V. Ostatná (Institute of 

Biophysics, Czech Academy of Sciences, Brno, Czech 

Republic): Chronopotentiometric Stripping Analysis of 
Proteins and Their Interactions 

  
Chronopotentiometric constant current stripping 

analysis (CPS) is a highly sensitive method for protein 

analysis that does not require modification or labeling. 

During the CPS analysis, proteins yield the so-called peak 
H, resulting from the catalytic hydrogen evolution 

reaction. This peak is sensitive to both local and global 

changes in protein structure, allowing the study of 
individual proteins, as well as their complexes. CPS 

analysis has been utilized in studying biomedically 

important proteins involved in neurodegenerative diseases 

and cancer. In this article, we describe the development of 
CPS protein analysis and its progress over the past decade. 

We also demonstrate the versatility of the method and its 

potential applications. 
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