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ABSTRACT

Analytical determination of metal-binding peptides and proteins is very difficult. The most
commonly used method of thiol determination is its reaction with Ellman reagent utilizing
spectrofotometricaly detection. Recently high sensitive electrochemical methods (differential
pulse voltammetry and chronopotentiometry stripping analysis) and high selective separative
method (liquid chromatography with mass spectrometry or with electrochemical detector) were

described.
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ABSTRAKT

Analytické stanoveni peptidli a proteinti schopnych vazby s ionty kovii je obtizné. Nejb&znéjsi
metodou stanoveni je reakce téchto thioli s Ellmanovym Ccinidlem vyuzivajici
spektrofotometrické detekce. Neddvno byly popsany vysoce citlivé elektrochemické metody
jako diferen¢ni pulzni voltametrie a chronopotenciometrickd rozpoustéci analyza, a vysoce
selektivni separacni metoda kapalinové chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii,
poptipade s elektrochemickym detektorem.

Kli¢ova slova: metaloproteiny, spektrofotometrie, voltametrie, chronopotenciometrie, vysoko-
ucinna kapalinova chromatografie, t€zké kovy, glutathion, fytochelatiny, metalothioneiny
Zkratky: HPLC: vysoko-ucinna kapalinova chromatografie (MS: hmotnostni spektrometrie,
ECD: elektrochemicka detekce); DPV: diferencni pulzni voltametrie; AdTS CPSA: adsorptivni
rozpoustéci prenosova technika kombinovana s chronopotenciometrickou rozpoustéci analyzou
za konstantniho proudu; GSH: glutathion (redukovana forma); GSSG: oxidovany glutathion;
PC: fytochelatin; MT: metalothionein; TFA: trifluorooctova kyselina; HMDE: rtutova kapkova
visici elektroda; DTNB*: 5,5°-dithiobis(2-nitrobenzoova) kyselina (Ellmanovo ¢inidlo); TNB:
5-thio-2-nitrobenzoova kyselina, SH: sulfhydrylova skupina.



UVOD

Distribuce a transport t€Zzkych kovu v organismech je pravdépodobné regulovan celou
fadou proteini a peptidi. Tyto proteiny a peptidy reguluji koncentraci tézkych kovii a tak
udrzuji stalost vnitiniho prosttedi homeostdazu. Zvysena koncentrace esencialnich tézkych kov,
jako je zinek, méd’ a Zelezo, nebo kovl toxickych (kadmium, chrom, olovo a arsen) vyvola
zvysSenou syntézu téchto nizkomolekularnich proteinii a peptidi. Syntetizované molekuly
vyvazuji ionty kovll a charakteristickym zplsobem je inaktivuji nebo transportuji do
metabolicky neaktivnich kompartmentti bunky [1].

Nejjednodussi molekulou, kterd se detoxikace ucastni, je tripeptid glutathion (GSH, Glu-
Cys-Gly). Glutathion je jednim z nejrozsifenéjSich neproteinovych thiolt, vyskytujici se
prakticky ve vSech bunkach rostlinnych i zivoc€isnych organismu. Jeho hlavni funkce spociva
v detoxikaci celé fady organickych i anorganickych sloucenin, antioxidacni obrané a bunécné
signalizaci. Bylo prokadzano, ze glutathion je vychozi molekulou pro syntézu
nizkomolekularnich peptidi — fytochelatind (PC) [2]. PC jsou syntetizovany z Glu-Cys
dipeptidickych repetic za vzniku (Glu-Cys),~-Gly molekuly, ktera je schopna vazat ionty kovl a
transportovat je pies membranu tonoplastu do vakuoly (Obr. 1). V detoxikacni kaskade byly
popsany a charakterizovany MT-like (MT-podobné) proteiny nebo metalochaperony [3]. U
zivocisnych bun€k odpovida za udrZzovani homeostatickych koncentraci a detoxikaci skupina
nizkomolekularnich proteinti nazyvanych metalothioneiny (MT) [4]. Tyto proteiny obsahuji o a
B vazebné domény schopné vazby celkem 7 atomt kovil (Obr. 2). Nekteré dalsi proteiny

schopné vazat kovy jsou ve stru¢nosti uvedeny v tabulce [5].

Obr. 1: Biosyntéza fytochelatind. Z glutamové kyseliny (Glu) a cysteinu (Cys) je enzymem
glutamylcysteinsynthetasou (GCS) syntetizovan Glu-Cys. K takto vzniklym dipeptidickym
jednotkam mtize enzym glutathionsynthetasa (GS) kovalentné vazat aminokyselinu glycin (Gly)
za vzniku glutathionu (GSH). Nasledné jsou z molekul GSH fytochelatinsynthetasou (PCS)
syntetizovany fytochelatiny (PC), schopné tvofit Cd-PC komplexy s ionty kadmia. Cd-PC
komplexy potom mohou ptechéazet ptes jednotkovou membranu vakuoly. Tento transport je
umoznén HMTT transportérem, ktery je integralni soucasti tonoplastu.

Glu + Gly
+ —>» Glu-Cys —» GSH —» PC —>» Cd-PC—>» vakuola
Glu GCS GS PCS HMT1



Obr. 2: Schématické vyznaceni vazeb atomil kadmia s cysteiny v molekule metalothioneinu
izolovaného z krysich jater. Model byl vytvoien pomoci 'H '*Cd NMR-spektroskopie. Nahote
nad linkou je uveden pocet aminokyselin. Upraveno podle Vasaka et al., viz. cit. [4].
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Tab.: Vybrané proteiny vazajici kovy

Kov Protein

Zinek Je znamo asi 200 proteind, z toho tvoii pfevaznou ¢ast enzymy jako jsou karboxypeptidasy,

alkalické fosfatasy, anhydrasy, nebo aminopeptidasy.

Med’ Enzym tyrosinasa, dale ceruloplasmin, monoaminoxidasa, superoxidismutasa.
Olovo Olovo je v krvi vazano hemoglobinem, také albuminy a vysokomolekularnimi globuliny.
Chrom Cr’" mize byt vazano transferinem, v ptipads iontu Cr’* dochézi k redukci na trojmocnou

formu v Cervenych krvinkach.
Ostatni Selen véaze glutathionperoxidasa, zelezo je obsazeno v molekulach hemoglobinu,

myoglobinu, cytochromu a také feritinu ¢i transferinu.

MATERIAL A METODY
Chemikalie

Vsechny pouzité slouceniny byly Cistoty ACS dodané firmou Sigma Aldrich Chemical
Corp. (USA). Roztoky byly pfipraveny v deionizované vod¢ stejného vyrobce a téze Cistoty.
Pouze fytochelatin (PC,, 90% cistota) byl dodan firmou Clonestar Biotech (CZ).

UV-VIS spektrofotometrie

Pro UV-VIS spektrofotometrické stanoveni byl pouzit piistroj Hewlett Packard (Model
8452A, USA) sdiodovym polem. Kyveta (I cm) byla béhem méfeni umisténa v
integrované termostatované cele. Stanoveni bylo provedeno v objemu 100 ul fosfového pufru
(7,3 pH) s ptidavkem 5 ul DTNB* (3 mM). Po piidani GSH byl vzorek inkubovan 5 minut a

poté analyzovan.



Elektrochemicka analyza

DPV analyza byla provadéna na elektrochemické stanici AUTOLAB (EcoChemie,
Netherlands) v zapojeni s tfielektrodovou celou VA-Stand 663 (Metrohm, Switzerland). Byla
pouzita pracovni elektroda — HMDE (plocha rtutové kapky: 0.4 mm?), referen¢ni elektroda
(Ag/AgCl, 3M KCIl) a platinovy dratek jako pomocna elektroda. Ziskana data byla upravena
matematickou korekci podle algoritmi navrzenych Savitzkym a Golayem implementovanych v
GPES softwaru (EcoChemie). Experimenty byly provadény pfi laboratorni teplotg.

DPV — Brdickova procedura: Pii stanoveni GSH byla pouzit zékladni elektrolyt (pH 9,5):
1 M NH,Cl + 1 M NH,OH + 0,6 mM Co(NHj;)sCl;. Méfeni bylo provadéno v potencidlovém
rozsahu od —0,9 do —1,7 V s nasledujicimi parametry: potencidlovy krok 5 mV/s, pulsni
amplituda 25 mV, ¢asovy interval 0,5 s. Aby nedochazelo ke zménam koncentrace amonného
pufru nebyl elektrolyt deoxygenovan.

AdTS CPSA: Metoda byla aplikovana pro stanoveni MT. Jako zakladni elektrolyt jsme
pouzili boratovy pufr pii pH 8 (0,05 M Na,B,O; + 0,1 M H;BO;). Parametry méfeni:

rozpoustéci proud —1 pA, doba akumulace 120 s, kondi¢ni potencial —0,1 V.

Vysoko-ucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

K separaci byl pouzit chromatograficky systém Hewlett-Packard (HP 1100, Waldbronn,
Némecko) opatieny: vakuovym degaserem (G1322A), binarni pumpou (G1312A),
autosamplerem (G13113A), termostatem kolony (G1316A) a detektorem (diodové pole, model
G1315A). Tento systém byl on-line zapojen s Hewlett-Packard hmotnostnim detektorem (G
1946A, Palo Alto, USA). Ke kontrole a zpracovani vystupnich dat z on-line systému jsme
pouzili program ChemStation (Rev A07.01). GSH byl separovan na chromatografické kolon¢ s
reverzni fazi MetaChem Polaris C18-A (150 mm x 2.0 mm, 3 pm velikost castic, Ansys
Technologies Torrance, CA, USA) v izokratickém moddu s acetonitrilem : 0,01% trifluorooctova
kyselina v Milli-Q vodé (5 : 95) s rychlosti pritoku 0,1 ml/min (temperovano na 30 °C). Efluent
byl detekovan pii 210 nm (diodové pole) a zavadén do kvadrupolového hmotnostniho detektoru
v positivnim ESI médu, tlaku plynu v nebulizeru — 50 psi, suSici plyn byl dusik 10 I/min pfi
teploté¢ 350 °C a kapilarni napéti 4 000 V. Fragmentace byla realizovana pii 40 eV. Spektra
(m/z) byla snimana v selektovaném iontovém modu (SIM). Hmotnostni detektor byl kalibrovan

na ESI standardni roztok Hewlett-Packard (Palo Alto, CA, USA).

Vysoko-ucinna kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci

HPLC-ECD systém byl sloZen ze dvou chromatografickych pump Model 582 ESA (ESA
Inc., Chelmsford, MA) (pracovni rozsah 0,001-9,999 ml/min), a chromatografick¢ kolony
Polaris CI18A (150x2.0x3 pm) a osmi-kanalového CoulArray elektrochemického detektoru



(Model 5600A, ESA, USA). Detektor je slozen z prato¢né analytické komuirky (Model 6210,
ESA, USA) obsahujici referen¢ni, pomocnou (Pd) a osm poréznich grafitovych elektrod. V
fidicim modulu je ulozena chromatografické kolona, elektrochemicky detektor, prostor je

termostatovany. Vzorek (5 ul) byl injektovan manualné.

VYSLEDKY A DISKUSE
Kovy vazajici proteiny a peptidy, jako je metalothionein, fytochelatin a glutathion jsou
molekuly typické vysokym zastoupenim cysteinovych zbytkil. Této typické vlastnosti, 1ze velmi

dobfte vyuzit pro jejich studium a stanoveni.

Spektrofotometrické stanoveni glutathionu

Pro stanoveni thiolti byla Ellmanem v roce 1959 vyvinuta spektrofotometrickd metoda,
ktera se posléze osvédcila a zacala byt obecné vyuzivana pro detekci molekul obsahujicich siru
[6]. Podstatou stanoveni je reakce Ellmanova cinidla: 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoovéa) kyselina
(DTNB?) se sulfhydrylovymi skupinami (SH) stanovované latky za vzniku ekvivalentniho
mnozstvi 5-thio-2-nitrobenzoové kyseliny (TNB®), ktery poskytuje absorpéni vinu pii 412 nm
(reakéni schéma viz. obr. 3) [7]. Na obrazku 3 jsou ukazany spektra TNB* ziskané reakci
Ellmanova ¢inidla s riznymi koncentracemi redukované formy glutathionu. Vzhledem
k moznosti vyuziti této metodiky pro stanoveni celého spektra sirnych latek anorganické i

organické povahy, byla metoda modifikovana v fad¢ analytickych pracich [7-9].

Obr. 3: Schématicka reakce Ellmanova &inidla (DTNB™) s latkou obsahujici sulfhydrylovou
skupinu (glutathion: G-SH). Produktem reakce je G-S-TNB~ a TNB* (vlevo) UV-VIS
spektrofotometrické zaznamy TNB?  (vpravo). K Ellmanovu roztoku byly pfidany riizné
koncentrace glutathionu: (a) 6,25 (b) 12,5 (c¢) 25 (d) 50 (e) 100 uM. Pro analyzu byl pouzit 100
ul objem vzorku; fosfatovy pufr (7,3 pH). Ke kazdému vzorku bylo ptidano 5 pl 3 mM DTNB*
(5 minut inkubace). TeCkované je vyznaCeno spektrum samotného glutathionu, ktery v
spektralni oblasti uvedeného grafu neposkytuje absorbanci.
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Elektrochemicka analyza

Vazba M"" iontl do struktur biomakromolekul je velmi diileZitd pro udrzeni biologicky
aktivni konformace. Jednou z moznosti jak tyto vazby studovat je pouziti nedestruktivnich
metod. K t€émto Gcelim muZeme vyuzit elektrochemii. Pro analyzu se nejcastéji pouziva
rtutova elektroda (HMDE), ale v posledni dobé i elektroda pevna napi. Cu-amalgamova
elektroda [10]. Jako velmi efektivni se jevi pozorovani tzv. katalytickych proudd — vznikajicich
na rtutovych elektrodach pii pomérné negativnich potencidlech. Tyto proudové odezvy jsou
pozorovany v pfitomnosti molekul obsahujicich sirné atomy.

Nejvice rozsifenou je Brdickova metoda. Stanovovand latka ptitom vytvari specifické Co-
komplexy. Tyto komplexy se tvoii po pfidani do soluce: [Co(NH;)s]Cl; v amonném (popf.
boratovém) pufru. V naSich experimentech jsme se pokusili stanovit redukovany glutathion
(Obr. 4). Jak je z voltamogramu patrno byly ziskany tii elektrochemické odpovedi a sice
redukéni pik Co”" (~ —1,1 V), pik ozna¢eny jako RS,Co coZ je komplex Brdickovy soluce s
GSH (~ -1,15 V) a katalyticky pik Cat (~ —1,4 V). Vyska piku Cat (odpovidajici proudové

odezve) byla vynesena proti ménici se koncentraci GSH (viz. Obr. 4).

Obr. 4: Voltamogram 30 uM glutathionu (GSH) zaznamenany diferen¢ni pulzni technikou na
rtutové elektrodé (HMDE). M¢teni bylo provadéno v 1 ml elektrolytu (Brdickova soluce:
NH4Cl a NH,OH 1 M, + 0,6 mM Co(NH;)sCl;, pH 9,5). Elektrolyt je vyznacen ¢arkované. V
pravé casti obrazku 4 je ukdzana kalibracni zavislost GSH v rozsahu 10-100 uM. Vysvétlivky:
Cat — katalyticky signal; Co(II) — redukéni pik kobaltu; RS,Co — komplex GSH s Brdickovou

reagencii.
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metalothioneinu (MT1A) meéfeny
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Nedavno bylo popsano vylucovani vodiku ze slozek zakladniho elektrolytu ve velmi
negativnich potencidlech v pfitomnosti proteinti. Elektrochemickd odezva zaznamenana
chronopotenciometrickou rozpoustéci analyzou (CPSA) byla oznacena jako pik H [11-14]. Na
Obr. 5 je chronopotenciogram 1 ng/ml metalothioneinu. Konkrétné 5 pl vzorku bylo
adsorbovano na HMDE, po 120 sbyla elektroda oplachnuta a pfenesena do nadobky s
boratovym pufrem (tzv. AdTS), kde byl ziskan uvedeny CPSA zaznam (Obr. 5).

Vysoko-ucinna kapalinova chromatografie glutathionu

Vysoko-ucinna kapalinova chromatografie umoziuje efektivni separaci. Detekce je mozna
fadou rozdilnych detektorti mezi nejbéznéjsi patti UV detektor diodového pole, piipadné méné
vyuzivané detektory elektrochemické. My jsme studovali koncentrace glutathionu za vyuziti
hmotnostniho detektoru. Pii nastaveni optimalnich parametr, byl GSH pozorovan pfi
retencnim ¢ase 8 min. Limit detekce redukovaného glutathionu metody byl stanoven na 3 fmol
GSH na kolonu. Zaznam hmotnostniho spektra je zobrazen na obr. 6. Pik glutathionu (GSH M,
= 307) byl sledovan pti m/z 308 coz je molekularni iont [M+H]", m/z 330 odpovidd hmoté
iontu [M+Na]" a dal3i piky m/z 179 a m/z 233 jsou specifické produkty fragmentace molekuly

glutathionu.

Obr. 6: Chromatogram 1 nM GSH detegovaného hmotnostnim detektorem (vlevo) a samotné
MS-spektrum (vpravo). Podrobnosti v textu a sekci Materialy a metody.
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Vysoko-ucinna kapalinova chromatografie fytochelatinu

Na chromatografické koloné pii pouziti isokratické mobilni faze obsahujici 92% 80 mM
kyseliny trifluorooctové a 8% acetonitrilu a optimalnim pritoku mobilni faze 0,4 ml/min byl
separovan PC, v reten¢nim ¢ase 17,10 min. Rovnice kalibra¢ni ptimky pro PCy:
y =0,0118x— 0,3081, R?=0,9943. Limit detekce byl PC, 500 ng/ml. Vzhledem k tomu, ze ECD
je sloZen z osmi poréznich uhlikovych elektrod lze vyuzit pfi stanoveni soucet ziskanych vysek
piku. Podrobnosti tykajici se HPLC-ECD analyzy cysteinu, GSH a PC byly popsany jinde [15].
ZAVER

Analyticka chemie proteinii a peptidi s homeostatickou nebo detoxikacni funkci je
dynamicky se rozvijejici soucasti dnesni biochemie a biofyziky. V tomto kratkém ptispevku
bylo pojednano ptfedevsim o skupiné latek jako je GSH, PC a MT, které obsahuji molekuly
cysteinu diky jimiZz dochazi k vazbé ionti kovi. Ke studiu téchto latek v nativnim stavu se

kromé vyse uvedenych metod efektivné vyuziva kapilarni elektroforéza (CE) [5].
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