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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 (1 – 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 
Cílem práce bylo použít chronopotenciometrickou rozpouštěcí analýzu (CPSA) pro studium 
vazby těžkých kovů (Cd, Cu a Ag) na metalothionein a detekce obsahu metalothioneinu ve 
tkáních okouna říčního (Perca fluviatilis). Materiály a Metody: Adsorptivní přenosová 
rozpouštěcí technika (AdTS) ve spojení s CPSA byla použita pro stanovení MT. 
Electrochemická měření jsme provedli na přístroji AUTOLAB Analyser spojeným s VA-
Stand 663, se standardní celou a třemi elektrodami. Svaly, gonády, játra a slinivka okouna 
byly použity jako biologický vzorek. Výsledky: Optimalizovali jsme stanovení MT pomocí 
AdTS CPSA techniky v biologických vzorcích. Nejvyšší koncentraci MT jsme zjistili ve 



slinivce a játrech (100 – 350 ng MT/g), dále v gonádách (25 – 250 ng MT/g) a svalech (1 – 20 
ng MT/g). Zjištěný obsah MT ve tkáních okouna zřejmě souvisí s věkem ryby, a tedy s její 
expozicí těžkým kovům z řeky Svratky. Mimoto jsme studovali interakci Cd, Cu a Ag s MT 
pomocí AdTS CPSA. Se stoupající koncentrací kovu klesá signál MT. Kadmium mělo 
nejvyšší afinitu k MT, dále stříbro a měď (Cd >> Ag > Cu). AdTS CPSA technika je vhodná 
pro senzitivní stanovení MT ve tkáních ryb a pro studium vazby těžkých kovů na MT. 

Klíčové slova: metalothionein, chronopotenciometrická rozpouštěcí analýza, elektrochemická 
detekce, katalytický signál, pík H, okoun, těžké kovy. 

ÚVOD 
Metody genomiky umožnily poznání sekvence řady genomů organismů včetně 

lidského[1,2]. Toto poznání však upozornilo na významnou skutečnost, že genů není tak 
mnoho a že za procesy v živých systémech jsou zodpovědné proteiny. A začal se formovat 
nový směr – proteomika, který přináší nové náhledy na funkci metabolismu organismů [3,4]. 
V životním prostředí organismů se vyskytují rozdílné toxické polutanty včetně  těžkých kovů 
[5,6]. Metalothionein byl objeven v roce 1957 a výzkum je stále velmi intenzivní  V databázi 
Expert Protein Analysis System (ExPASy) Proteomics Server byly v roce 2005 popsány čtyři 
skupiny metalothioneinů: MT1, MT2, MT3 a MT4 [7]. Molekulové hmotnosti těchto 
metalothioneinů se pohybují od 6,0–6,9 kDa, počet aminokyselin v polypeptidickém řetězci 
se pohybuje kolem 61 a hodnota isoelektrického bodu kolísá kolem hodnoty 8.3. Pouze MT3 
[8-10] má ve své molekule 68 aminokyselin a hodnota isoelektrického bodu byla vypočtena 
jako 4.8; více detailních informací je uvedeno v práci [11]. Doposud nejvíce zařazených a 
identifikovaných metalothioneinů je ve skupině MT1[7,11] (MT1A, MT1B, MT1E, MT1F, 
MT1G, MT1H, MT1I, MT1K, MT1L a MT1R). Absolutně nejvíce je  zastoupena 
aminokyselina cystein ve více jako 30 %. Mezi další významně zastoupené aminokyseliny 
patří A, K, S a G a v molekule MT se nevyskytují aromatické aminokyseliny. Molekuly 
metalothioneinu vytváří díky cysteinů struktury označované jako Metal-thiolate clusters se 
dvěma vazebnými doménami pro atomy kovů označované jako α a β. 

 

Analytické metody detekce metallothioneinu 

Pro určení množství MT jsou nejčastěji využívány analytické postupy využívající 
kapilární a gelovou elektroforézu. Výrazně méně je využíváno vysoko-účinné kapalinové 
chromatografie a nebo afinitní chromatografie či spektrofotometrie [12]. Analýza proteinů 
pomocí elektrochemických metod není příliš rozšířená, ale v posledních letech nabývá znovu 
na významu jejich značná senzitivita [13-18]. Základy detekce proteinů položil před více jako 
70 lety Prof. Rudolf Brdička. Brdička objevil elektrochemický katalytický signál proteinů 
v přítomnosti kobaltitých solí [19-21]. Vyvinutá a popsaná metodika byla v 50 letech 
minulého století využívána jako senzitivní a selektivní nástroj pro rozlišení nádorové a 
normální tkáně [21,22]. Elektrochemická detekce byla vytlačena elektroforetickými 
metodami. Na počátku 80 let minulého století byla metodika Prof. Brdičky znovu 
modifikována [23,24] a výrazně upravována pro detekci a analýzu metalothioneinů a to  



především u mořských organismů [25-28]. Popsaná metoda je do současné doby velmi 
oblíbená pro svou snadnost a spolehlivost získaných experimentálních výsledků. Další 
možností detekce proteinů je objev Prof. Heyrovského, že proteiny usnadňují uvolnění vodíku 
ze základního elektrolytu. Této skutečnosti nebyla věnována dlouhý čas žádná pozornost pro 
obtížnou interpretaci získaných experimentálních dat [29-31]. Ukazuje se, že katalytický 
signál označovaný jako pík H je možné využívat pro vysoce senzitivní stanovení řady 
proteinů včetně MT [11,13-17,29,32-35]. Vlastní analytické stanovení výrazným způsobem 
usnadnilo zavedení galvanostatického (přístrojem se vkládá malý proud a měří se potenciál 
jako funkce času; dt/dE) měření katalytického signálu. 

MATERIAL AND METHODS 
Chemikálie 

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 získán od Molecular 
Probes (Evgen, Oregon, USA). Další chemikále byly zakoupeny od Sigma Aldrich. Zásobní 
roztok MT byl připraven v ACS vodě jako 10 µg MT/ml  s  1 mM TCEP [36] a uchováván v 
mrazáku při  –20 °C [37]. Pracovní roztoky byly ředěny každý den ředěním zásobního 
roztoku. pH bylo měřeno za použití WTW inoLab Level 3 instrument (Weilheim, Německo), 
řízený pomocí osobního počítače a programu (MultiLab Pilot; Weilheim, Německo). pH-
elektroda (SenTix H) pro kalibraci byl použit set WTW pufrů (Weilheim, Německo).  

 

Elektrochemické měření 

Elektrochemické měření bylo provedeno za použití Autolab analyzátoru (EcoChemie,  
Nizozemí) ve spojení s VA-Stand 663 (Metrohm, Zurich, Švýcarsko). Systém elektrod je 
složen z rtuťové kapkové elektrody jako pracovní elektrody, Ag/AgCl/3 M KCl referentní 
elektrody a uhlíková tyčka jako pomocná elektroda. Získaná data byla upravena 
matematickou korekcí pomocí software GPES 4.4 EcoChemie [38]. Adsorptivní přenosová 
technika v kombinaci s chronopotenciometrickou rozpouštěcí analýzou (AdTS CPSA). CPSA 
parametry byly následující: čas akumulace 90 s, Istr  –1 µA. Po adsorpci MT na HMDE byla 
elektroda omyta a přenesena do elektrochemické nádobky obsahující 0,1 M H3BO3 + 0,05 M 
Na2B4O7 (Sigma Aldrich, ACS). 

 

Příprava vzorku 

Vzorky pro stanovení MT byly připravovány prodle postupu dříve publikovaného 
[16]. Vzorek byl umístěn na 15 min do 99 oC  (Eppendorf 5430, USA) po té ochlazen na 4 oC. 
Denaturovaný homogenát byl centrifukován při 4 oC,  15 000 g po dobu 30 min. (Eppendorf 
5402, USA).  

 



VÝSLEDKY A DISKUSE 
V našich experimentech byl MT stanoven technikou adsorptivní přenosové techniky v 

kombinaci s chronopotenciometrií při  aplikovaném proudu 1 µA. Metallothionein v množství 
1 ng/ml poskytoval velmi dobře reprodukovatelný signál při potenciálu píku H kolem -1.70 V. 
MT byl adsorbován na povrch pracovní elektrody pro různou dobu akumulace. Získali jsme 
závislost s pozorovaným maximem při 90 s. Koncentrační závislost nebyla v celém úseku 
lineární a byla rozdělena na dva lineární úseky 0- 1,2 ng MT/ml (y = 14386x + 129,55; R2 = 
0,9916) a 2 – 20 ng MT/ml (y = 2134,2x + 24520; R2 = 0,996), n = 3, S. D. = 8%.   

 

Detekce metallothioneinu ve tkáních Perca fluviatilis 

Uvedený postup byl dále ověřován pro detekci MT v biologických vzorcích. Pro naše 
experimenty bylo využito tkání ryb.  Okouni velikosti 10 – 20 cm (Perca fluviatilis) byly  
vyloveni v řece Svratce v létě roku 2004 a jednotlivé tkáně (svalovina, gonady, játra a slezina) 
do doby analýzy MT zamraženi na –20 °C. Pomocí námi vypracovaného postupu byl 
detekován obsah metalothioneinu v jednotlivých tkáních okounů. Největší obsahy MT byly 
pozorovány v játrech a slezině (350 – 100 ng MT/g). Z dostupných údajů je známo, že 
významný je obsah MT také v gonádách všech obratlovců, v našich experimentálních 
vzorcích byl obsah  (250 – 25 ng MT/g). Předpokládá se, že v těchto orgánech probíhá velmi 
intenzivní metabolismus kovů, a proto jsou zde detoxikační mechanismy velmi účinné a tak je 
i obsah MT relativně vysoký [39,40]. Avšak námi nově  vyvinutá a navržená metodika nabízí 
stanovení MT i v tkáních, kde to do posud nebylo možné. Z tohoto důvodu byl obsah MT také 
stanoven ve svalovině zkoumaných ryb. Zjistili jsme, že obsahy MT byly skutečně velmi 
nízké a pohybovaly se v  jednotkách až desítkách ng/g. Všechny zkoumané ryby byly zdravé 
a nebyly vystaveny žádnému kontrolovanému experimentálnímu vystavení těžkým kovům. 
Koncentrace těžkých kovů v řece jsou nízké, avšak obsah MT v rybách zcela jistě ovlivňují. 
Proto zjištěný obsah MT pravděpodobně souvisí jednak s i) metabolismem jednotlivé ryby a 
ii) délkou jejího života, tedy její expozici těžkým kovům. 

 

Interakce metallothioneinu s kadmiem, mědí a stříbrem 

Velmi zajímavé je studium vazby těžkých kovů přímo do molekuly MT, které nabízí 
možnosti dalšího využití pro diagnostiku, sledování terapeutické koncentrace a konstrukce 
biosenzorů [41,42]. Metodou, která umožní studium interakce těžkého kovu a MT je 
přenosová technika využívající několikanásobné přemístění modifikované pracovní elektrody 
[42]. V našich experimentech bylo technologický postup následující: i) nejdříve byl na 
povrchu pracovní elektrody adsorbován MT, ii) elektroda byla omyta v destilované vodě, iii) 
umístěna do roztoku těžkého kovu, iv) znovu omyta v pufru a v) umístěna do nádobky, kde 
probíhá vlastní elektrochemické měření.  

MT bez přítomného těžkého kovu poskytoval dobře vyvinutý a reprodukovatelný  
signál při potenciálu –1.65 V. Vzniklý potenciálový posun byl pravděpodobně způsoben 
použitou přenosovou technologií.  V našich dalších experimentech byl studován vliv tří 



těžkých kovů (kadmia, mědi a stříbra) na změnu katalytického signálu MT. Zjistili jsme, že 
kadmium, měď i stříbro snižují katalytický signál. Nejvýraznější změna signálu byla 
pozorována když MT byl vystaven rozdílným koncentracím kadmia. V přítomnosti 50 µM Cd 
došlo k poklesu katalytického signálu MT  přibližně 10x. Na získaném chronopotenciogramu 
byl při potenciálu kolem –0.55 V pozorován signál, který odpovídá kadmiu navázanému do 
struktury MT. Při aplikaci nižších koncentrací těžkých kovů bylo možné pozorovat prudký 
pokles katalytického signálu MT u kadmia, mědi i stříbra. Při interakcích s vyšší koncentrací 
kadmia, mědi i stříbra byl pozorován  pozvolnější pokles signálu MT. Katalytický signál MT 
nejvýznamněji klesal u kadmia, stříbra a nejméně u mědi. V případě aplikované koncentrace 
100 µM kadmia byl pozorovaný signál MT velmi nízký v porovnání se signálem MT. Ze 
získaných experimentálních výsledků je zřejmé, že nejvyšší afinita aplikovaných těžkých 
kovů k námi použitému MT byla následující: Cd >> Ag > Cu. Potenciál katalytických signálů 
se zvyšující aplikovanou koncentrací posouval směrem do negativních potenciálů. V případě 
interakce kadmia byla změna potenciálu velmi malá (kolem 10 mV), avšak v případě mědi 
byla pozorována změna kolem 100 mV.  

   
Obr. 1 CPSA elektrochemický záznam 1 ng MT/ml (A). Vliv koncentrace MT na výsledný 
CPSA signál (B). Změna obsahu metalothioneinu v tkáních ryb (C).  
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ZÁVĚR 
MT představuje nový potenciální marker pro diagnostiku nádorových onemocnění a 

nebo zátěže životního prostředí člověka. Z tohoto důvodu je nezbytné popsat vhodné 
analytické postupy, které umožní snadnou, rychlou, přesnou a levnou diagnostiku [43,44]. Jak 
se ukazuje, elektrochemické metody mohou tyto podmínky splnit. 
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