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ABSTRACT

Amounts of metallothionein (MT) in animal organisms are adherent to presence of heavy
metals, which are bounded by MT. Connection between MT amounts and appearing of
tumour disease is also considered. MT belongs to intracellular, low-molecular, cysteine-rich
proteins of molecular weight 6 — 10 kDa. We concerned with MT determination by
chronopotenciometric stripping analysis (CPSA) in this work. Catalytic hydrogen
electrodeposition is able to use for peptide and proteins determination (peak H). We used
borate buffer at pH = 8 and time of accumulation 120 s for MT determination. We obtained
typical concentration dependence in course of Langmuir isotherm by CPSA. Dependence was
divided into two linear parts (0.6 — 10 fmol in 5 pl drop) y = 1954.5x + 38600; R* = 0.9926
and (10 — 320 amol in 5 pl drop) y = 54.884x + 18567, R? = 0.9937. Detection limit (3S/N) of
MT was 11 zmol. In addition, an influence of human urine and human blood serum on
catalytic signal was studied. Detection limit was about 350 fmol. Average concentration of
MT was 1.1 £ 0.015 uM (n=5) in tested blood serum samples of healthy people.
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ABSTRAKT

Mnozstvi metalothioneinu (MT) v ZivociSnych organizmech je vuzké souvislosti
s ptitomnosti t€zkych kovi, které MT velmi u¢inné vaze. Zvazuje se také spojitost s vyskytem
nadorového onemocnéni. MT patii do skupiny intracelularnich, nizkomolekulédrnich na

cystein bohatych proteinii o0 molekulové hmotnosti 6 — 10 kDa. V nasi préci jsme se zabyvali



stanovenim MT pomoci chronopotentiometrické rozpoustéci analyzy (CPSA). Katalytické
vyluovani vodiku ze zakladniho elektrolytu lze vyuzit pro stanoveni proteint a peptidu (pik
H). Pro stanoveni MT jsme vyuzili boratovy pufr o pH = 8 a dobu akumulace MT 120 s.
Ziskali jsme typickou koncentrani zéavislost pomoci CPSA ve tvaru Langmuierovské
izotermy. Ta byla rozdélena na dva samostatné linearni tiseky (0,6 — 10 fmol v 5 ul kapce) y =
1954,5x + 38600; R* = 0,9926 a (10 — 320 amol v 5 pl kapce) y = 54,884x + 18567; R* =
0,9937. Limit detekce (3S/N) MT byl 11 zmol. Dale byl studovan vliv lidské mo¢i a krevniho
séra na katalyticky signal. Limit detekce MT se pohyboval kolem 350 fmol. V testovanych
vzorcich séra zdravych lidi byla primérna koncentrace MT 1,1 £ 0,015 uM (n=5).

Kli¢ova slova: Metalothionein; kovy vazajici proteiny, visici kapkova rtutova elektroda,

chronopotenciometrickd rozpoustéci analyza, katalyticky signal, pik H, prenatriova vina

UVOoD

Objev metalothioneinu (MT) je datovan rokem 1957, kdy Margoshes a Valee izolovali
MT zkoniskych ledvin ' Metalothionein patfi do skupiny intracelularnich,
nizkomolekuldrnich na cystein velmi bohatych proteinii (obsah Cys az 30 % v molekule
proteinu) o molekulové hmotnosti 6-10 kDa **. V molekule MT nejsou piitomny aromatické
aminokyseliny a cysteiny se v primarni sekvenci vyskytuji obvykle v téchto repeticich: Cys-
X-Cys, Cys-Cys-X-Cys-Cys, Cys-X-Cys-Cys, kde X predstavuje jinou aminokyselinu nez
cystein *. MT se skladaji ze dvou vazebnych domén, a, B které jsou sloZeny z cysteinovych
klastrii (Obr.1). N-terminalni ¢ast peptidu je oznacena jako B -doména, ma tfi vazebnd mista
pro dvojmocné ionty; C-terminalni Cast peptidu (a-doména) ma schopnost vyvazat Ctyti
dvojmocné ionty kovil. V piipadé jednomocnych ionti kovii je MT schopen vazat celkem 12

atomu.

Metallothionein — MT

Obr. 1: Schéma vnitrni struktury metalothioneinu.



Hlavni biologickou funkci MT, diky své vysoké afinité k t€zkym koviim, napft.
k zinku, médi nebo kadmiu, je homeostaticka kontrola a detoxikace téchto tézkych kovi u
vyvojové rozdilnych organismii. Casto diskutovanou otazkou je schopnost MT transportovat
atomy kovi k apoenzymiim a jejich aktivni zapojeni do homeostdzy esencidlnich prvka. Je
znamo, ze tézké kovy produkuji reaktivni kyslikové radikaly. Tyto vzniklé radikaly jsou
pravdépodobné schopny reagovat s MT. Vyznam detoxikace tézkych kovil nartstd, protoze
vétSina z téchto tézkych kovil se rozptyluje v atmosféie nebo rozpousti ve vodach a postupné
kontaminuje ekosystémy. Stalé zvySovani koncentrace tézkych kovl v Zivotnim prostiedi je
vaznym hygienickym problémem, a proto se hledaji nové metody pro jejich snadnou
a rychlou detekei, pouzZitelné i mimo specializované laboratofe™.

Pro tyto ucely byla vyuZzita fada analytickych metod, jako je atomové absorpéni
spektrofotometrie, atomova absorpéni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem, ale
i elektrochemie’'*. Nedavno bylo publikovano n&kolik praci popisujicich stanoveni t&zkych
kovii pomoci biosenzori zalozenych na interakci t&zkého kovu s DNA '°, enzymem
(pfedevsim ureazou)'®, celymi bakterialnimi buiikami a proteiny'’. Cilem této prace bylo
vysoce senzitivni stanoveni metalothioneinu v biologické matrici, jako je lidskd mo¢ a krevni

sérum.

MATERIAL A METODY

Chemikalie

MT z kralicich jater (MW 7143), obsahujici 5.9% Cd a 0.5% Zn, byl zakoupen u firmy
Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) byl vyroben
Molecular Probes (Evgen, Oregon, USA). Chlorid sodny a ostatni pouzité¢ chemikalie byly
ziskany v Cistoté ACS od spolecnosti Sigma Aldrich. Zasobni roztok standardu MT 10 pg.ml
' byl piipraven za vyuziti ACS vody (Sigma-Aldrich, USA) a uloZen ve tmé pii -20 °C.
Pracovni standardni roztoky byly vzdy pfipravovany denné a to natedénim ze zdsobniho

roztoku.

Biologické vzorky

Vzorek lidského krevniho séra byl ziskan z oddéleni klinické biochemie, Urazova
nemocnice Ponavka v Brng, Ceska republika. Vzorky byly denaturovany pfi teploté 99 °C v
termomixeru (Eppendorf 5430, USA) po 15 min a michdnim 350 rpm, a nasledné ochlazen na

4 °C. Denaturované homogenaty byly centrifugovany pii 4 °C, 15 000 g po dobu 30 min.



(Eppendorf 5402, USA). Tepelnou upravou byly velmi efektivné odstranény vSechny
interferujici proteiny.

Vzorky lidské moce byly ziskany od zdravych jedinct (personalu laboratote). Ziskana
mo¢ byla filtrovana ptes teflonovy diskovy filtr (0.45 pm a 13 mm primér, Alltech
Associates, Deerfield, I, USA). Pro vypocet osmolality bylo vyuZito faktu, Ze osmolalita
lidské modi je 250 mmol kg™

pH stanoveni

Hodnota pH byla naméfena pomoci pfistroje WTW inoLab Level 3 (Weilheim,
Germany), ktery byl fizen osobnim pocitacem a programem (MultiLab Pilot; Weilheim,
Germany). pH-elektroda (SenTix- H, pH 0-14/3M KCIl) byla pravideln¢ kalibrovana
soupravou WTW pufra (Weilheim, Germany).

Elektrochemické stanoveni

Elektrochemické stanoveni bylo provedeno pomoci piistroje AUTOLAB analyzator
(EcoChemie, Netherlands), ktery byl napojeny na VA-Stand 663 (Metrohm, Switzerland),
pouzivala se pracovni cela s tfielektrodovym systémem. Pracovni elektrodou byla visici
rtutova kapkové elektroda (HMDE) s plochou kapky 0.4 mm’. Referentni elektroda byla
Ag/AgCl/3M KCIl a pomocna elektroda byla uhlikova tyCinka. Zakladni elektrolyt byl
piipraven smichanim jednotlivych slozek pufru. Pfed vlastni elektrochemickou analyzou byl
z roztoku odstranén kyslik probublanim argonem (99.999%), ktery byl syceny vodou po dobu
240 s. Teplota zakladniho elektrolytu byla kontrolovana pomoci termostatované nadobky za

vyuziti termostatu Ultra- thermostat U10.

VYSLEDKY A DISKUZE

Absorptivni  prenosova  rozpoustéci  technika (AdTS) ve  spojeni

s chronopotentiometrickou rozpoustéci analyzou (AdTS CPSA)

Pro stanoveni obsahu metalothioneinu (MT) adsorptivni ptfenosovou rozpoustéci
technikou ve spojeni s chronopotentiometrickou rozpoustéci analyzou (AdTS CPSA) '*byla
zaznamenavéana derivace prevracené hodnoty Gasu ku potencialu (dE/dt)”" v zavislosti na
potencidlu E. AdTS CPSA parametry byly dale testovany v naSich experimentech.
Po adsorpci MT na povrch rtutové visici kapkové elektrody (HMDE) byla elektroda dikladné

omyta a prenesena do elektrolytické nadobky s roztokem zakladniho elektrolytu.



Stanoveni MT pomoci CPSA a katalytického piku H

O vykladu mechanismu katalytického vylucovani vodiku na rtutové kapkové
elektrodé existuje nékolik teorii a) Heyrovského (katalyzatorem je obecné latka BH): H™ + ¢’
=H; BH 4s + H=Bg + Ho'; Bass + H = BH; Hy" + ¢ = H, b) Frumkina a Andrejevoveé
(katalyzator je slaba kyselina a je naadsorbovan na elektrodé): Hags + ¢ = A"+ Hyg; A+ H' =
HA.gs ©) Majranovského (katalyzator je ve dvou formach kyselé BH' a zasadit¢é B; DH" a D
predstavuji kyselé a bazické hydroxoniové ionty rozpoustédla): B+DH =BH' + D; BH + ¢
= BH; 2 BH =2 B + H, d) Stackelbergiiv (prepéti vodiku je snizeno pies kyselou formu BH",
ktery je adsorbovan na elektrodé): B qs H3O" = BH 44 + H,0; BH 445 + € = Bags + % Ha.

My jsme navrhli mozny mechanismus interakce MT s kyselinou boritou, kde proton
donorem miize byt molekula vody: MT + H-O-H + B(OH); = MT-H" + B(OH),. Pied 5 lety
bylo vyuzito Tomschikem a kol. katalytick¢ého vylucovani vodiku ze zékladniho elektrolytu
pro stanoveni peptida'’. Pozorovany katalyticky signal byl oznagen jako pik H. Od té doby je
tomuto katalytickému procesu v nasi skupin¢ vénovana pozornost, jednak za ucelem odhaleni
katalytického vyluCovani vodiku, ale také pro velmi senzitivni elektroanalytické stanoveni

peptidi a proteind[' >

. Vysoka senzitivita a kombinace s analyzou velmi malého mnozstvi
vzorku (mikrolitrové objemy) ¢inni z tohoto analytického stanoveni proteinii jeden
z nejsenzitivnéjSich nastrojl pro analyzu peptidl a proteind.

Stanovenim MT pomoci CPSA v kombinaci s AdTS jsme se zabyvali v naSich
predeslych pracich'>'®'%2'2 kde jsme zjistili, Ze na probihajicim katalytickém procesu se
jednak tucastni slozky zdkladniho elektrolytu, ale také je vyrazné ovlivnén protonizaci

MT!Z18192L2 Ng zakladd publikovanych vysledki jsme dale v této praci vyuzivali pro

stanoveni MT 0.1 M H3BO3 a 0.05 M Na,B4O7; pH = 8.

Vliv reduk¢niho Cinidla na katalyticky signal — pik H

Nejdiive nas zajimalo, jak bude ovlivnén AdTS CPSA signal MT v pfitomnosti
reduk¢niho ¢inidla fosfinu (TCEP). Zjistili jsme, Ze samotny 1 mM TCEP neposkytuje zadny
signal v negativnich potencidlech kolem —1.7 V, ukdzano v Obr. 2A. Nejdiive jsme k 500
fmol MT piidali 1 mM TCEP, a zjistili jsme, Ze pozorovany signdl MT se zvysi vice jak
0 50% (Obr. 2A). Navic nas zajimalo, zda ndmi vybrana koncentrace TCEP je nejvhodnéjsi
pro stanoveni MT. Proto jsme postupné piidavali rozdilnou koncentraci TCEP (0.1 — 1.5 mM)
k MT, ukézano v Obr. 2B. Pozorovany signal MT se postupné s rostouci koncentraci TCEP

posouval smérem k pozitivnim potencidlim a zvySoval se do koncentrace TCEP 1 mM.



Po dosazeni tohoto maxima se pik H meénil jiz minimaln¢ (Obr. 2B). Pozorovany nartst

pravdépodobng souvisi s uplnou redukei oxidovanych SH skupin v klasterech MT.
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Obr. 2: AdTS Chronopotenciometricka rozpoustéci analyza. CPSA voltamogramy MT bez
TCEP a MT s TCEP (A); Vlozeny obrazek: chemicka struktura TCEP. Zavislost vysky pik H
a/nebo potencialu na riizné koncentraci TCEP (B); VilozZeny obrazek: CPSA voltamogramy pik
H riizné TCEP koncentrace (40 fmol MT). Vyska piku 35 000 s/V odpovida 100 %. CPSA
zdakladni elektrolyt obsahoval 0.1 M H;BO; + 0.05 M Na,B40;. AdTS CPSA parametry byly
nasledujici: iniciacni potencial 0 V, konecny potencial —1.85 V, teplota 20°C, doba
akumulace 100 s.
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Vliv rozpoustéciho proudu

Vyska piku H zavisi na aplikovaném rozpoustécim proudu (I) pro analyzu proteini'®.
Jak se zda je pro stanoveni MT nejvhodnéjSim rozpoustéci proud — 1 pA. Pfi vy$§im proudu
dochazi k vyraznému poklesu signalu MT. Pii proudu pod —1 pA se délka vlastniho

elektrochemického métfeni prodluzuje na vice jak 5 min.

Vliv teploty na katalyticky signal MT

Vlivem teploty na vySku piku H u MutS proteinu jsme se zabyvali nedavno, a zjistili
jsme, Ze optimum stanoveni se pohybuje kolem 20 — 25 °C. Proto nas zajimalo, jaky bude vliv
teploty na prib¢ch katalytického signalu pii dvou koncentracich MT (500 fmol a 5 fmol). MT
byl adsorbovan na povrch HMDE po dobu 120 s pii laboratorni teploté (22 — 25°C), nasledné
omyt vroztoku zakladniho elektrolytu a modifikovanda HMDE pfenesena do roztoku
zakladniho elektrolytu o definované teploté (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 a 40 °C ). Nizké teploty
vedly k vyraznému snizeni katalytického signalu MT a s rostouci teplotou se signal MT
rychle zvySoval. Maximalni signal byl pozorovan v obou studovanych koncentracich pfi

25 °C (Obr. 3A,B). Podle naSich pozorovani je katalyticky signél (pik H) silné zavisly na



teploté. Potencial pikti se posouval smérem do negativnich potenciali asi o

a od teploty 15 °C se ménil jiz velmi malo (Obr. 3 A,B).
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Obr. 3: Zavislost vysky piku H na teploté (A, B) zmérené dvé rozdilné koncentrace MT 500 a 5
fmol, samostatné. Vyska piku 40 000 (5 fmol) a 60 000 (500 fmol) s/V odpovida 100 %. CPSA
zdkladni elektrolyt obsahoval 0.1 M H;BO; + 0.05 M Na,B,0;. AdTS CPSA parametry byly
nasledujici: iniciacni potencial 0V, konecny potencial —1.85 V, doba akumulace 120 s.

Vliv doby akumulace

Na obrazku 4A,B je ukazan vliv doby akumulace MT ve dvou nizkych koncentracich
(5 a 500 fmol) na pozorované elektrochemické odpovédi. Ziskana zavislost byla do 120 su
obou koncentraci MT rostouci, avSak u 500 fmol byl pozorovany narist mnohem vyrazngjsi a
po dosazeni maxima doSlo k silnému poklesu. Ve srovnani s 5 fmol (900 fM) kde po
dosazeni maxima ve 120 s nebyla jiz pozorovatelna zadné vyraznéjsi zména ve vysce signalu

(Obr. 4A,B). Pozorované signidly MT se postupné posunovaly smérem k pozitivnéj$im
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Obr. 3: Zavislost vysky piku H na case akumulace (A, B) zmérené dvé rozdilné koncentrace
MT 500 a 5 fmol, samostatné. Vyska piku 40 000 (5 fmol) a 60 000 (500 fmol) s/V odpovida
100 %. CPSA zdkladni elektrolyt obsahoval 0.1 M H;BO3; + 0.05 M Na;B,0;. AdTS CPSA
parametery byly nasledujici: iniciacni potencidal 0 V, konecny potencial —1.85 V a teplota
25°C.



Vliv koncentrace MT na pik H
Pouzitim rtut'ové elektrody a piku H jsme ziskali 3-4 krat vyssi citlivost jak u ostatnich

elektrochemickych techniky'*'®**°,

Pokud jsme analyzovali rozdilné velmi nizké
koncentrace redukovaného MT (od 100 nM) u doby akumulace 120 s a teplotné
kontrolovaném roztoku zékladniho elektrolytu (25°C), tak jsme ziskali CPSA typickou
koncentracni zévislost, jak je ukdzadno na Obr. 5. Zavislost méla tvar Langmuierovské
izotermy. Tuto pozorovanou koncentracni zavislost bylo mozné rozd¢lit na dva samostatné
linearni aseky (0.6 — 10 fmol v 5 ul kapce) y = 1954.5x + 38600; R* = 0.9926 (neni ukazano).
Na vlozeném obrazku 5 je ukazana zavislost 10 — 320 amol v 5 pl kapce (y = 54.884x +
18567; R* = 0.9937). I pii t&chto velmi nizkych mnoZstvich MT (10, 150 a 320 amol) byly
pozorované piky velmi Uzké, dobfe vyvinuté, separované a vlastni analyza prob¢hla do 5 min
(vlozeny obrazek 5). Pozorovana relativni smérodatna odchylka se pohybovala kolem 6.5%
(n=10). Diky tomuto naSemu nov¢ modifikovanému postupu bylo mozné urcit limit detekce

3S/N metalothioneinu v Cistém zakladnim elektrolytu jako 11 zmol.
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Obr. 5: Zavislost vysky piku H /potencial na mnozstvi MT v rozmezi 0 — 10 fmol a 0 — 320
amol (vlozeny obrazek). CPSA zakladni elektrolyt obsahoval 0.1 M H3;BO; + 0.05 M
Na:;B,0;. AdTS CPSA parametry byly nasledujici: iniciacni potencial 0 V, konecny potencial
—1.85 V, teplota 25°C a/nebo doba akumulace 120 s.

Analyza metallothioneinu v biologické matrici

Néami popsanou velmi senzitivni metodiku AdTS CPSA pro stanoveni MT jsme dale
vyuzili ke stanoveni MT ve slozité biologické matrici (jako model ndm poslouzila lidska mo¢
a krevni sérum). Nejdiive jsme se pokusili stanovit MT v moci. Zjistili jsme, Ze s nartstajici
osmolalitou mo¢i dochézi k poklesu signadlu MT a pik MT se také posouva k negativnéjSim

potencidltim (Obr. 6).



Efekt osmolality na pik H
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Obr. 6: Lidska moc. Vliv osmolality vzorku lidské moci na vysku/potencial piku H. CPSA
zakladni elektrolyt obsahoval 0.1 M H3;BO3 + 0.05 M Na;B,0;. AdTS CPSA parametry byly
nasledujici: iniciacni potencial 0 V, konecny potencial —1.85 V, teplota 25°C a/nebo cas
akumulace 120 s.

Pti osmolalité¢ moci nad 50 mmol/kg jiz neni vhodné provadét stanoveni (pozorovany
signal se snizil o vice jak 50%). Proto je pro analytické stanoveni proteinti (MT) pomoci
AdTS CPSA potiebné studovany biologicky vzorek vhodné natedit, aby byla snizena jeho
specifickd hustota a senzitivita stanoveni zlstala zachovana. K moc¢i (0.25 mmol/kg) bylo
postupné piidavano rozdilné mnozstvi MT. Ziskali jsme linearni zavislost na koncentraci (y =
11317x +9133.4, R = 0.9994).

Nedavno bylo zjisténo, ze hladina MT se méni u zadvaznych onemocnéni jater, jako je
hepatocelularni karcinom, chronickd hepatitida a cirhdza jater **°. Hladina MT byla
stanovena pomoci ELISA po kyselé a tepelné upravé vzorku. My jsme se rozhodli vyuzit
nasi AdTS CPSA techniky pro stanoveni MT v lidském krevnim séru. Nejdiive byl vzorek
tepelné denaturovan a po centrifugaci byl odebrany supernatant pouzity pro analyzu MT.
Vzorek byl pfed vlastni analyzou nafedén 1000x a nasledné analyzovan v 5 ul kapce.
V piipad¢ analyzy vice koncentrovaného vzorku dochazi k poklesu piku o 25 %
(v porovnanim s 10x fedénym vzorkem), pravdépodobné v dusledku adsorpce na povrch
HMDE. Do takto pfipraveného vzorku krevniho séra jsme ptidavali rozdilnou koncentraci
MT (Obr. 7). Ziskali jsme velmi dobrou linedrni zavislost standardniho pfidavku na zvySujici
se koncentraci MT (y = 7177.7x + 7939.3; R* = 0.9925). Limit detekce se pohyboval kolem
350 fmol. V némi testovanych vzorcich lidského séra byla zjisténa praimerna koncentrace MT
1.1 £0.015 uM (n=5). Na obrazku Obr. 7 je ukazan chronopotenciogram odpovidajici 1 puM

MT koncentraci.



Lidské krevni sérum
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Obr. 7: Lidské krevni séerum. Zavislost vysky piku H na mnozZstvi MT v rozmezi 0 — 8 nM
pridaného k lidskému krevnimu séru a voltamogram I uM MT v lidském krevni séru. CPSA
zakladni elektrolyt obsahuje 0.1 M H;BO3; + 0.05 M Na;B,0;. AdTS CPSA parametry byly
nasledujici: iniciacni potencial 0 V, konecny potencial —1.85 V, teplota 25°C a/nebo cas
akumulace 120 s.

ZAVER

Je naprosto zfejmé, e metody analytické chemie kragi smérem k atomolim?®’. Jak se
ukazuje katalytické signaly vylucovani vodiku umoziuji také velmi senzitivni analyzu MT
v atomolarni koncentraci. Studovat mnozstvi MT v biologickych vzorcich je velmi potiebné
a jak se v poslednich letech ukazuje, je hladina MT nejen markerem vlivu tézkych kovi na
organismu, ale také markerem agresivnich nddorovych onemocnéni. Nami popsana
elektroanalytickd metoda AdTS CPSA umoziiuje stanoveni MT v zeptomolech v boratovém
pufru, pH 8.0 a je ji mozné aplikovat na analyzu realnych vzork, jako je lidské krevni sérum

a moc.
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