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ABSTRACT

An investigation of interaction of biologically important thiols such as glutathione with heavy
metals and heavy metals based cytostatics can be one of the possible ways of studying of
reasons how these substances can influence crucial biochemical pathways. The aims of this
work were to study and identify the interactions of thiols (e.g. glutathione and phytochelatin2)
with cadmium ions and Murashige and Skoog cultivation medium. Thus, we aimed primarily
on investigation of basic electrochemical behaviour of the thiols. In the following experiments
we studied the interaction between phytochelatin2 and cadmium ions. We found out that
reductive signal of phytochelatin2 decreased and signal corresponding to phytochelatin -
cadmium complex increased with increasing concentration of the heavy metal. After that, the
interaction between reduced glutathione and the medium components has been investigated.

Key words: plant thiols, heavy metals, interaction, electrochemistry.

ABSTRAKT

Sledovani interakci biologicky dulezitych thiold (napf. glutathionu) s tézkymi kovy a
cytostatiky zalozenymi na tézkych kovech miize byt jednou z moznych cest studia jak mohou
thiolové latky ovlivnit zivotné dulezité biochemické pochody. Cilem této prace bylo studovat
a identifikovat interakce vybranych thioll (napft. glutathion a fytochelatin2) s ionty kadmia a
kultivaénim médiem Murashige a Skoog. Pro tyto ucely jsme se nejprve zaméfili na studium
zéakladniho elektrochemického chovani studovanych thiold. Nasledné jsme studovali interakce
fytochelatinu2 a kademnatych ionti. Objevili jsme, Ze reduk¢ni signal thiolu klesal a signal
odpovidajici fytochelatin-kadmium(II) komplexu vzristal se vzrustajici koncentraci tézkého
kovu. Dale jsme studovali interakce mezi redukovanym glutathionem a kultiva¢nim médiem.

Kli¢ova slova: rostlinné thioly, tézké kovy, interakce, elektrochemie.



UvVOD

Tézké kovy

Tézké kovy jsou v soucasné dobé neviditelnou hrozbou nejenom pro lidi, ale také i pro
rostliny a mikroorganismy. Zdrojem téchto nebezpecnych polutantii byva nejcasteji tézky
pramysl, ale mezi neopomenutelné zdroje miize také zatadit autodopravu a rtiznd hnojiva
(http://www.celostnimedicina.cz/tezke-kovy.htm). Podle vlivu na Zivé organismy je mizeme

rozdelit na skupinu 1) esencidlnich, mezi néz patti Zn, Cu, Cr a dalsi, a ii) neesencialni
(toxické), mezi néZ patii Cd, Hg, Pb a dalsi. Mezi nejvyznamnéjsi toxické kovy patii Cd,
které se hojn€ vyuzivd pifi vyrobé Ni-Cd akumuldtorii a je$t€¢ dodnes je pouZzivan
v elektronice. Jelikoz je po strukturni strance podobny Zn, miZze ho naptiklad nahrazovat pfi
enzymatickych reakci. Organismy se proti piisobeni vysoké hladiny iontd kovi velmi
intenzivné brani tvorbou fady organickych sloucenin (jako napt. glutathion).

Glutathion

Glutathion (GSH) byl popséan v roce 1921 [1] a jeho pfitomnost byla dok4dzéna nejen u
rostlin ¢i zivo€icht, ale dokonce i u bakterii a kvasinek. Byla prok4zéana jeho vyznamna role
pfi udrzovani homeostazy tézkych kovl v organismu, jeho antioxidacni a detoxikacni t€inky
[2]. GSH vdéci za své redoxni vlastnosti aminokyseliné cysteinu, ktery obsahuje thiolovou
skupinu (-SH).

0,

20, + 2H* L. H,0, H,0

Askorbat Monodehydroaskorbat

Dehydroaskorb

GSSG GSH

Cyklus kyseliny askorbové (Halliwel-AsHadova reakce). Pfevzato a upraveno dle [3].

Jestlize se v organismu vyskytnou volné kyslikové radikaly, které jsou produkovany
buiikou samotnou anebo riznymi chemickymi reakcemi katalyzovanymi napt. ionty tézkych
kovlli mohou byt detoxikovany pravé GSH [4]. Oxidaci GSH vznikd dimer oznaceny jako
oxidovany glutathion (GSSG) [5-9]. GSSG je pak v glutathionovém cyklu znovu redukovan
na GSH. Tézké kovy interaguji kromé s GSH se specializovanymi peptidy (fytochelatiny)


http://www.celostnimedicina.cz/tezke-kovy.htm

[10-12]. Cilem této prace bylo studovat a identifikovat interakce vybranych thiolG (napf.
glutathion a fytochelatin2) s ionty kadmia a slozkami kultivaéniho média Murashige a Skoog.

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie

Na kultivaéni media byly pouzity chemikalie dodané firmou Duchefa Biochemie BV
(Nizozemi). Zkoumané thiolové slouceniny se ptfidavali do dvou typd médii, jejichz slozeni
bylo upraveno pro stanoveni vliv na setrvani thiolli v médiu. Zakladnim a také kontrolnim
bylo standardni tekuté médium pfipravené podle Murashige a Skoog a modifikované dle
Nagasawy [13,14]. Pozorovali jsme interakce média, thiolu a iontl tézkych kovu. Pii
pfipravé média jsme piidali do plného (kompletniho) média stanovovany thiol a takto
pripravena smés obsahujici 500 pg'ml™ thiolu se ovlivnila piidavkem iontu t&Zkého kovu.

Brdickova reakce

Analyza studovanych thioll (redukovaného a oxidovaného glutathionu) byla
provedena pomoci univerzalniho elektrochemického analyzatoru AUTOLAB (Eco Chemie,
Nizozemi) v tfielektrodovém uspotadéni. Jako pracovni elektroda byla pouzita visici rtutova
kapkova elektroda (HMDE), jejiz plocha byla 0.4 mm?. Pomocna elektroda byla ze skelného
uhliku a referentni elektroda Ag/AgCl/ 3 M KCI. Elektrolyt, ureny pro Brdi¢kovu reakci, se
sklada ze dvou hlavnich slozek. Prvni je amonny puft. Ten se vytvoii smichanim 1 M roztoku
chloridu amonného (NH4ClI) (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) a 1 M vodného roztoku ¢pavku
(NH3) (Fluka, Milano, Italie) ve stejném pomeéru. Druhou slozkou je hexaaminochlorid
kobaltity (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), jehoz koncentrace v elektrolytu byla v ramci prace
optimalizovana. Vysledné pH elektrolytu bylo 9,6. Tato smés se uchovavala pii 4°C. Jako
zpusob meéfeni byl zvolen nepfenosovy. Na rozdil do prenosového u ného se vzorek misi
ptimo s elektrolytem a je v ném také méten. Pii voleni spravné koncentrace vzorku je potieba
také pocitat se ziedénim analytu elektrolytem.

VYSLEDKY A DISKUZE

Elektrochemicka analyza za vyuziti Brdickovy reakce

Elektrochemickymi metodami lze rychle a citlivé stanovit anorganické a organické
latky ve slozité biologické matrici. Jejich podstatou je studium zavislosti elektrochemického
chovani roztoki na jejich slozeni a koncentraci. Brdickova reakce je elektrochemickd metoda
vyuzitelna ke stanoveni pfevazné proteint obsahujici sulfhydrylovou skupinu ¢i disulfidickou
vazbu. Tato metoda ma, na rozdil od jinych DVP metod, pfednost ve sniZeni piepéti vodiku a
vytvofeni velmi charakteristickych limitnich proudd. Ty lze pozorovat v roztocich soli
kobaltu pufrovanych chloridem a amoniakem po pfidani nepatrného mnozstvi dané latky,
obsahujici SH skupiny. Tento druh katalyzy se projevuje na voltametrické kiivce specifickou
dvojvlnou, kterd vzniké za vlnou redukce dvojmocného kobaltu a pfislusi vyluovani vodiku,



jez je katalyzovano piitomnosti jiz zminénych skupin v molekule bilkoviny. Vysky
pozorovanych signall jsou navic zavislé na koncentraci thiolové slouceniny. Voltamogramy
se zaznamenavaji metodou DPV v redukénim sméru posunu potencidlu (od kladnych

potencidlti smérem k zapornym) [15].
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Zmény signalu thiolovych slouéenin v pfitomnosti kultivacniho média.

Studium interakce v kultiva¢nim médiu

Po pfidani redukovaného a oxidovaného glutathionu do kontrolniho média a média
obsahujici Cd*" jsme pozorovali rychly pokles odezvy. To si vysvétlujeme tim, Ze obé& latky
nejdiive reaguji s nespecifickymi komponenty média a vytvareni dohromady komplex, ¢imz
se snizuje 1 odezva SH skupin. Po dvanacti hodinach se odezva GSH ustaluje a jeho odezva se
nadale vice méné neméni jak u kontrolniho tak i u média obsahujici Cd*". Z toho usuzujeme,
7¢ GSH nem4 velkou afinitu k t&zkym kovi, ur¢itd k Cd*". Tudiz mtZeme Fici, ze hlavni
funkci GSH je spiSe eliminace volnych kyslikovych radikdlii a v pfipad€ potieby se zn¢j
syntetizuji fytochelatiny.

GSSG mé v prvnich dvanéacti hodindch podobnou proudovou odezvu jako GSH.
NejspiSe se u néj také tvoii také nespecifické komplexy s nékterymi slozkami média. Tyto
komplexy, jak je patrné z grafu, jsou ale velmi nestabilni a rychle se rozpadaji, coz jde vidét



jako nartst proudové odezvy témét na piivodni hodnotu. Z grafu je také patrné, pii porovnani
kontrolniho média a s Cd*", ze GSSG ma také nizkou afinitu k t&Zkym koviim. Nachylnost
k tvorbé nespecifickych komplexi s nékterymi slozkami média nevykazovalo GSNO, ale pfi
porovnani média kontrolniho a kontaminovaného Cd**, je vidét znacny rozdil pti proudové
odezvé. Z ¢ehoz vyplyva, ze GSNO dokaze do své struktury navazat tézky kov jiz béhem
prvnich dvanacti hodin a v néslednych 60 hodinach ho jesté stale udrzet ve své struktute.

ZAVER

Pomoci elektrochemickych metod, mezi néz patii 1 Brdickova reakce, 1ze stanovovat
nejenom thiolové ochranné slouceniny, ale také 1 jiné peptidy a bilkoviny obsahujici
sulthydrylové a disulfidické skupiny. Kromé stanoveni pfitomnosti téchto latek lze také
studovat jejich afinitu a interakce s jinymi slouceninami.
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