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ABSTRACT

The aim of this work was to use the chronopotentiometric stripping analysis (CPSA) for
studying of binding of heavy metals (Cd, Cu and Ag) to metallothionein (MT) and to
determine MT in perch (Perca fluviatilis) tissues. Material and Methods: An adsorptive
transfer stripping technique (AdTS) in connection with CPSA were used for study and
determination of MT. Electrochemical measurements were performed with AUTOLAB
Analyser connected to VA-Stand 663, using a standard cell with three electrodes. Muscles,
gonads, liver and spleen of perch were used as a biological sample. Results: We optimized the
determination of MT by AdTS CPSA technique in biological samples. We observed the
highest concentration of MT in spleen and liver (100 — 350 ng MT/g) followed by gonads (25
— 250 ng MT/g) and muscles (I — 20 ng MT/g). The determined content of MT in perch
tissues probably relates with the fish age and, therefore, with their exposition by heavy metals
contained in Svratka River. Moreover, we wanted to study interaction of Cd, Cu and Ag with
MT by AdTS CPSA. We observed decrease in MT signal with increasing heavy metal
concentration. Cadmium have the highest affinity to MT followed by silver and copper
(Cd>>Ag>Cu). AdTS CPSA technique is suitable for sensitive determination of MT in fish
tissues and for studying of binding of heavy metals to MT.

Keywords: metallothionein, chronopotentiometric stripping analysis, electrochemical
detection, catalytic signal, peak H, perch, heavy metals.

ABSTRAKT

Cilem prace bylo pouzit chronopotenciometrickou rozpoustéci analyzu (CPSA) pro studium
vazby tézkych kovi (Cd, Cu a Ag) na metalothionein a detekce obsahu metalothioneinu ve
tkanich okouna fti¢niho (Perca fluviatilis). Materidly a Metody: Adsorptivni pienosova
rozpoustéci technika (AdTS) ve spojeni s CPSA byla pouzita pro stanoveni MT.
Electrochemicka méteni jsme provedli na piistroji AUTOLAB Analyser spojenym s VA-
Stand 663, se standardni celou a tfemi elektrodami. Svaly, gonady, jatra a slinivka okouna
byly pouzity jako biologicky vzorek. Vysledky: Optimalizovali jsme stanoveni MT pomoci
AdTS CPSA techniky v biologickych vzorcich. Nejvyssi koncentraci MT jsme zjistili ve



slinivee a jatrech (100 — 350 ng MT/g), dale v gonadach (25 — 250 ng MT/g) a svalech (1 — 20
ng MT/g). Zjistény obsah MT ve tkanich okouna ziejmé souvisi s vékem ryby, a tedy s jeji
expozici tézkym kovim z feky Svratky. Mimoto jsme studovali interakci Cd, Cu a Ag s MT
pomoci AdTS CPSA. Se stoupajici koncentraci kovu klesd signal MT. Kadmium mélo
nejvyssi afinitu k MT, dale stiibro a méd’ (Cd >> Ag > Cu). AdTS CPSA technika je vhodna
pro senzitivni stanoveni MT ve tkanich ryb a pro studium vazby tézkych kovti na MT.

Kli¢ové slova: metalothionein, chronopotenciometricka rozpoustéci analyza, elektrochemicka
detekce, katalyticky signal, pik H, okoun, t¢zké kovy.

UvVoD

Metody genomiky umoznily poznani sekvence fady genomil organismi vcetné
lidského[1,2]. Toto poznani vSak upozornilo na vyznamnou skute¢nost, Zze genii neni tak
mnoho a Ze za procesy v zivych systémech jsou zodpovédné proteiny. A zacal se formovat
novy smeér — proteomika, ktery pfinasi nové nahledy na funkci metabolismu organismii [3,4].
V Zivotnim prostiedi organismu se vyskytuji rozdilné toxické polutanty véetné¢ tézkych kovi
[5,6]. Metalothionein byl objeven v roce 1957 a vyzkum je stale velmi intenzivni V databazi
Expert Protein Analysis System (ExPASy) Proteomics Server byly v roce 2005 popsany cCtyfi
skupiny metalothioneini: MT1, MT2, MT3 a MT4 [7]. Molekulové hmotnosti téchto
metalothioneinti se pohybuji od 6,0-6,9 kDa, pocet aminokyselin v polypeptidickém fetézci
se pohybuje kolem 61 a hodnota isoelektrického bodu kolisa kolem hodnoty 8.3. Pouze MT3
[8-10] ma ve své molekule 68 aminokyselin a hodnota isoelektrického bodu byla vypoctena
jako 4.8; vice detailnich informaci je uvedeno v praci [11]. Doposud nejvice zafazenych a
identifikovanych metalothioneint je ve skupin¢ MT1[7,11] (MT1A, MTI1B, MTIE, MTIF,
MTI1G, MTIH, MTI1I, MTI1K, MTIL a MTIR). Absolutné¢ nejvice je zastoupena
aminokyselina cystein ve vice jako 30 %. Mezi dalsi vyznamné zastoupené aminokyseliny
patii A, K, Sa G a vmolekule MT se nevyskytuji aromatické aminokyseliny. Molekuly
metalothioneinu vytvari diky cysteint struktury oznacované jako Metal-thiolate clusters se

dvéma vazebnymi doménami pro atomy kovii oznacované jako o a f3.

Analyticke metody detekce metallothioneinu

Pro ureni mnozstvi MT jsou nejCastéji vyuzivany analytické postupy vyuzivajici
kapilarni a gelovou elektroforézu. Vyrazné méné je vyuZzivano vysoko-u¢inné kapalinové
chromatografie a nebo afinitni chromatografie ¢i spektrofotometrie [12]. Analyza proteini
pomoci elektrochemickych metod neni pfili§ rozsitena, ale v poslednich letech nabyva znovu
na vyznamu jejich zna¢na senzitivita [13-18]. Zaklady detekce proteinil polozil pted vice jako
70 lety Prof. Rudolf Brdicka. Brdicka objevil elektrochemicky katalyticky signdl proteinii
v pfitomnosti kobaltitych soli [19-21]. Vyvinutd a popsand metodika byla v 50 letech
minulého stoleti vyuZzivana jako senzitivni a selektivni nastroj pro rozliSeni nadorové a
normalni tkané¢ [21,22]. Elektrochemicka detekce byla vytlacena -elektroforetickymi
metodami. Na pocatku 80 let minulého stoleti byla metodika Prof. Brdicky znovu
modifikovana [23,24] a vyrazn€ upravovéana pro detekci a analyzu metalothioneini a to



predevsim u moiskych organismti [25-28]. Popsana metoda je do soucasné doby velmi
oblibend pro svou snadnost a spolehlivost ziskanych experimentalnich vysledki. Dalsi
moznosti detekce proteint je objev Prof. Heyrovského, Ze proteiny usnadiiuji uvolnéni vodiku
ze zékladniho elektrolytu. Této skute¢nosti nebyla vénovana dlouhy ¢as Zadna pozornost pro
obtiznou interpretaci ziskanych experimentalnich dat [29-31]. Ukazuje se, ze katalyticky
signal oznaCovany jako pik H je mozné vyuZzivat pro vysoce senzitivni stanoveni fady
proteinti véetné¢ MT [11,13-17,29,32-35]. Vlastni analytické stanoveni vyraznym zplisobem
usnadnilo zavedeni galvanostatického (pfistrojem se vklada maly proud a méfi se potencial
jako funkce Casu; dt/dE) méteni katalytického signalu.

MATERIAL AND METHODS
Chemikalie

Metalothionein (MW 7143), obsahoval 5,9 % Cd a 0,5 % Zn, a byl zakoupen u Sigma
Aldrich (St. Louis, USA). Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) byl ziskan od Molecular
Probes (Evgen, Oregon, USA). Dalsi chemikale byly zakoupeny od Sigma Aldrich. Zasobni
roztok MT byl pfipraven v ACS vod¢ jako 10 ug MT/ml s 1 mM TCEP [36] a uchovavan v
mrazaku pti —20 °C [37]. Pracovni roztoky byly fedény kazdy den fedénim zéasobniho
roztoku. pH bylo méfeno za pouziti WTW inoLab Level 3 instrument (Weilheim, Némecko),
fizeny pomoci osobniho pocita¢e a programu (MultiLab Pilot; Weilheim, Némecko). pH-
elektroda (SenTix H) pro kalibraci byl pouzit set WTW pufrti (Weilheim, Némecko).

Elektrochemické méreni

Elektrochemické méfeni bylo provedeno za pouziti Autolab analyzatoru (EcoChemie,
Nizozemi) ve spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm, Zurich, Svycarsko). Systém elektrod je
slozen z rtutové kapkové elektrody jako pracovni elektrody, Ag/AgCl/3 M KCI referentni
elektrody a uhlikova tyCka jako pomocna elektroda. Ziskand data byla upravena
matematickou korekci pomoci software GPES 4.4 EcoChemie [38]. Adsorptivni pienosova
technika v kombinaci s chronopotenciometrickou rozpoustéci analyzou (AdTS CPSA). CPSA
parametry byly nasledujici: ¢as akumulace 90 s, Iy, —1 pA. Po adsorpci MT na HMDE byla
elektroda omyta a ptenesena do elektrochemické nadobky obsahujici 0,1 M H;BOs + 0,05 M
Na,B407 (Sigma Aldrich, ACS).

Priprava vzorku

Vzorky pro stanoveni MT byly pfipravovany prodle postupu dfive publikovaného
[16]. Vzorek byl umistén na 15 min do 99 °C (Eppendorf 5430, USA) po té ochlazen na 4 °C.
Denaturovany homogenat byl centrifukovan pti 4 °C, 15 000 g po dobu 30 min. (Eppendorf
5402, USA).



VYSLEDKY A DISKUSE

V nasich experimentech byl MT stanoven technikou adsorptivni pfenosové techniky v
kombinaci s chronopotenciometrii pfi aplikovaném proudu 1 pA. Metallothionein v mnoZzstvi
1 ng/ml poskytoval velmi dobte reprodukovatelny signal pfi potencialu piku H kolem -1.70 V.
MT byl adsorbovan na povrch pracovni elektrody pro riiznou dobu akumulace. Ziskali jsme
zavislost s pozorovanym maximem pii 90 s. Koncentracni zavislost nebyla v celém useku
linearni a byla rozdélena na dva linearni useky 0- 1,2 ng MT/ml (y = 14386x + 129,55; R* =
0,9916) a 2 — 20 ng MT/ml (y = 2134,2x + 24520; R* = 0,996), n = 3, S. D. = 8%.

Detekce metallothioneinu ve tkanich Perca fluviatilis

Uvedeny postup byl dale ovérovan pro detekci MT v biologickych vzorcich. Pro nase
experimenty bylo vyuzito tkani ryb. Okouni velikosti 10 — 20 cm (Perca fluviatilis) byly
vyloveni v fece Svratce v 1ét€ roku 2004 a jednotlivé tkané (svalovina, gonady, jatra a slezina)
do doby analyzy MT zamraZeni na —20 °C. Pomoci nami vypracované¢ho postupu byl
detekovan obsah metalothioneinu v jednotlivych tkanich okount. Nejvétsi obsahy MT byly
pozorovany v jatrech a sleziné (350 — 100 ng MT/g). Z dostupnych tdaji je zndmo, ze
vyznamny je obsah MT také v gonadach vSech obratlovcl, v naSich experimentalnich
vzorcich byl obsah (250 — 25 ng MT/g). Predpoklada se, ze v téchto organech probiha velmi
intenzivni metabolismus kovi, a proto jsou zde detoxikacni mechanismy velmi G¢inné a tak je
i obsah MT relativn¢ vysoky [39,40]. AvSak nami nové vyvinutd a navrZzend metodika nabizi
stanoveni MT i v tkanich, kde to do posud nebylo mozné. Z tohoto diivodu byl obsah MT také
stanoven ve svalovingé zkoumanych ryb. Zjistili jsme, ze obsahy MT byly skute¢né velmi
nizké a pohybovaly se v jednotkach az desitkdch ng/g. VSechny zkoumané ryby byly zdravé
a nebyly vystaveny zddnému kontrolovanému experimentdlnimu vystaveni tézkym kovim.
Koncentrace tézkych kovi v fece jsou nizké, avSak obsah MT v rybach zcela jisté¢ ovliviiuji.
Proto zjistény obsah MT pravdépodobné souvisi jednak s 1) metabolismem jednotlivé ryby a
i1) délkou jejiho Zivota, tedy jeji expozici téZkym kovim.

Interakce metallothioneinu s kadmiem, médi a stiibrem

Velmi zajimavé je studium vazby tézkych kovi ptimo do molekuly MT, které nabizi
moznosti dal§itho vyuziti pro diagnostiku, sledovani terapeutické koncentrace a konstrukce
biosenzorit [41,42]. Metodou, kterd umozni studium interakce tézkého kovu a MT je
ptenosova technika vyuZzivajici n€kolikanasobné premisténi modifikované pracovni elektrody
[42]. V naSich experimentech bylo technologicky postup nasledujici: 1) nejdiive byl na
povrchu pracovni elektrody adsorbovan MT, ii) elektroda byla omyta v destilované vodg¢, iii)
umisténa do roztoku tézkého kovu, iv) znovu omyta v pufru a v) umisténa do nadobky, kde
probihd vlastni elektrochemické métent.

MT bez ptfitomného tézkého kovu poskytoval dobie vyvinuty a reprodukovatelny
signal pfi potencidlu —1.65 V. Vznikly potencidlovy posun byl pravdépodobné zplisoben
pouZitou prenosovou technologii. V naSich dalSich experimentech byl studovan vliv tfi



tézkych kovt (kadmia, médi a stiibra) na zménu katalytického signalu MT. Zjistili jsme, Ze
kadmium, méd’ i1 stfibro snizuji katalyticky signal. Nejvyraznéj$i zména signalu byla
pozorovana kdyz MT byl vystaven rozdilnym koncentracim kadmia. V pfitomnosti 50 uM Cd
doslo k poklesu katalytického signdlu MT pfiblizn¢ 10x. Na ziskaném chronopotenciogramu
byl pti potencidlu kolem —0.55 V pozorovan signal, ktery odpovida kadmiu navazanému do
struktury MT. Pii aplikaci nizSich koncentraci tézkych kovl bylo mozné pozorovat prudky
pokles katalytického signalu MT u kadmia, médi 1 stiibra. Pfi interakcich s vyssi koncentraci
kadmia, médi 1 stfibra byl pozorovan pozvolngjsi pokles signalu MT. Katalyticky signdl MT
nejvyznamnéji klesal u kadmia, stfibra a nejméné u médi. V ptipad¢ aplikované koncentrace
100 uM kadmia byl pozorovany signdl MT velmi nizky v porovnani se signdlem MT. Ze
ziskanych experimentalnich vysledkl je zfejmé, Zze nejvyssi afinita aplikovanych tézkych
kovll k ndmi pouzitému MT byla nésledujici: Cd >> Ag > Cu. Potencial katalytickych signala
se zvysujici aplikovanou koncentraci posouval smérem do negativnich potencialt. V piipade
interakce kadmia byla zména potencidlu velmi mala (kolem 10 mV), avSak v piipadé¢ médi
byla pozorovana zména kolem 100 mV.

Obr. 1 CPSA elektrochemicky zaznam 1 ng MT/ml (A). Vliv koncentrace MT na vysledny
CPSA signal (B). Zména obsahu metalothioneinu v tkanich ryb (C).
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ZAVER

MT piedstavuje novy potencidlni marker pro diagnostiku nadorovych onemocnéni a
nebo zatéze zivotniho prostfedi Clovéka. Z tohoto divodu je nezbytné popsat vhodné
analytické postupy, které umozni snadnou, rychlou, pfesnou a levnou diagnostiku [43,44]. Jak
se ukazuje, elektrochemické metody mohou tyto podminky splnit.
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