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ABSTRACT

Metallothionein (MT) belongs to group of intracellular, low-molecular and cysteine-rich
proteins with molecular weight from 6 to 10 kDa. Owing to high affinity to heavy metals (Zn,
Cd, As, etc.) their main role is homeostatic control and detoxification of metals ion in an
organism. In the present work the content of metallothionein in tissues of various species of
animals has been determined. Particularly, attention was paid to analysis of contents of MT in
blood serum of birds’ species as follows pheasant, quail, partridge, guineafowl and turkey.
MT was detected by adsorptive transfer stripping technique in connection with differential
pulse voltammetry - Brdicka reaction, whereas the results obtained were evaluated supported
by artificial neural network. Based on the results obtained we can characterize of different
species of birds according to contents of MT.
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ABSTRAKT

Metalothioneiny (MT) patfi do skupiny intracelularnich, nizkomolekuldrnich, na cystein
bohatych proteinti o molekulové hmotnosti od 610 kDa. Diky své vysoké afinit¢ k tézkym
koviim (Zn, Cd, As, atd.) je jejich hlavni funkci homeostaticka kontrola a detoxikace iontt
kovi. V nasi praci byl studovan obsah metalothioneinu u vybranych tkani raznych druht
zvitat. Pozornost byla vénovana analyze obsahu MT v krevnim séru ptakt (bazant, kiepelka,
orebice, perlicka a krocan). MT jsme detekovali adsorptivni pfenosovou technikou ve spojeni
s diferen¢ni pulzni voltametrii — Brdickova reakce a ziskané vysledky byly vyhodnoceny
pomoci neuronové sit¢. ZnaSich vysledki usuzujeme, Ze podle obsahu MT Ize
charakterizovat rizné druhy ptaku.
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UvVOD

Metalothioneiny (MT) patii do skupiny intracelularnich, nizkomolekularnich na
cystein bohatych proteinti (Obr. 1) o molekulové hmotnosti od 6-10 kDa [1,2]. Ze
strukturnich modelu I1ze predpokladat, ze molekula MT se sklada ze dvou vazebnych domén o
a B které jsou slozeny z cysteinovych klastri. Kovalentni vazby atomt kovi se ucastni
sulthydrylové zbytky cysteini. N-termindlni ¢ast peptidu je oznacena jako -doména, ma tii
vazebnd mista pro dvojmocné ionty a C-terminalni ¢ast (a-doména) méa schopnost vyvazat
Ctyfi dvojmocné ionty kovi. V piipadé jednomocnych iontd kovii je MT schopen vazat
celkem az 12 atomd. Klasifikacné byly MT rozdéleny do tiid MT-I a MT-II s ohledem na
jejich primarni strukturu a organismus, ze kterého byly izolovany. MT-I zahrnuje savci
metalothioneiny tvofené 61 az 68 aminokyselinami s molekulovou hmotnosti 67 kDa . MT-I
jsou rozdéleny na jednotlivé isoformy, které se lisi poctem aminokyselin avSak pocet
cysteini je stejny. Ve II. tfidé jsou zafazeny bakterialni MT, proteiny se vzdalenou
podobnosti k I. tFidé [3].

Obr. 1 Zastoupeni aminokyselin v molekule metalothioneinu. (C — cystein, S — serin,
K — lysin, G — glycin, A — alanin, T — threonin, N — asparagin, E — Kyselina glutamova,
M — methionin, P — prolin, D — kyselina asparagova, Q — glutamin, | — isoleucin).
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Diky své vysoké afinité¢ k tézkym kovim (Zn, Cd, As, atd.) je jejich hlavni funkci
homeostaticka kontrola a detoxikace iontd kovi. Schopnost MT transportovat kov do
regulacnich proteinii ma vyznam v procesu karcinogeneze. MT jsou také dulezité latky z
hlediska ochrany proti radia¢nimu a oxidacnimu stresu. Posledni dobou jsou MT intenzivné
zkoumany v tkanich nervového systému savci [4].

Ke stanoveni MT jako proteinu vazici tézké kovy je vyuzita fada metod. Vysoce
citlivé, rychl¢ a selektivni jsou metody -elektrochemické a elektroanalytické. Pro
elektrochemické studium MT je vyznamna piitomnost sirnych zbytkli na molekulach cysteinu
(R-SH) a cystinu (R-SS-R). Casto pouzivanou elektrochemickou metodou pro studium MT je
voltametrie ~ zapojena v diferencnim  pulznim mo6du (DPV) nebo  derivacni
chronopotenciometrie s konstantnim proudem (CPSA) umoziiuji studium vazby kovi do



struktur MT [5-7]. Pomoci CPSA v kombinaci s technikou adsorptivniho ptenosu (AdTS) Ize
stanovovat koncentrace na trovni femtomold ve velmi malych objemech vzorku. Ke studiu
fyziologickych koncentracich MT u celé fady organismi se vyuziva Brdi¢kovy reakce
stanovované pomoci DPP ¢i DPV [8]. Krom¢ zminénych elektrochemickych metod, také
square wave voltametrii (SWV), kterd umoznila sledovat schopnost peptidu vytvaret komplex
s ionty zinku [9].

V nasi praci byl studovan obsah metalothioneinu u vybranych druhii ptakid. Pozornost
byla vénovana analyza obsahu MT v plazmé bazanta, kiepelky, orebice, perlicky a krocana.
Vysledky ziskané z pribéhu katalytickych reakci pii stanovovani metalothioneinu jsme
podrobili vyhodnoceni umélé neuronové sité.

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie

Co(NHj3)6Cls, MT a dalsi pouzité chemikalie byly zakoupeny od Sigma Aldrich (St.
Louis, USA). K ptiprave pufri a standardnich roztoktit MT byla pouzita voda ACS ¢istoty od
Sigma Aldrich. Pfi ptipravé pufri byly pH hodnoty méteny pomoci piistroje WI'W inoLab
Level 3 (Weilheim, Némecko), fizeného pocitacem se softwarem (MultiLab Pilot, Weilheim,
Némecko).

Priprava biologickych vzorkii pro stanoveni metalothioneinu

Pro pfipravu vzorku pro je nutné dbat profilu pouzité¢ho biologického materialu. Pro
analyzu MT lze pouzit bunky, pletiva a tkdn¢, které byvaji nasledné¢ homogenizovany.
Homogenizaci celistvych pletiv a tkani, ktera se neda provadét pifimou sonikaci, je mozno
provést piimou dezintegraci v mixéru a nebo za pouziti kapalného dusiku. Dale jsou vzorky
denaturovany 15 min. pii 99°C. Zde se vyuziva termostabilita MT, kdy dojde k zdenaturovani
proteini a MT zlistdva nezdenaturovany v supernatantu [10].

Elektroanalytické stanoveni metalothioneinu

Vzorky byly analyzovany na pfistroji AUTOLAB Analyser (EcoChemie, Nizozemi)
ve spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm, Svycarsko) v klasickém tiielektrodovém uspofadani.
Pracovni elektrodou byla visici rtutova kapkova elektroda (HMDE) s plochou kapky 0,4
mm?; referenéni elektrodou byla Ag/AgCl/3M KCl a pomocnou grafitové elektroda. Zakladni
elektrolyt (1 mmol.dm™ Co(NH;3)¢Cl; a 1 mol.dm™ amonny pufr; NHs(aq) + NH4Cl (Sigma
Aldrich, ACS), pH = 9,6) byl po kaZdych 3 analyzach vyménén. AdTS DPV parametry byly
nasledujici: ¢as akumulace 120 s, pocate¢ni potencial —0,6 V, kone¢ny potencial —1,6 V,
modulacni cas 0,057 s, Casovy interval 0,2 s, potencidlovy krok 1,05 mV/s, modula¢ni
amplituda 250 mV, E,4s = 0 V, teplota 20 °C.



VYSLEDKY A DISKUZE

Metodu pro polarografické stanoveni proteinii obsahujicich —SH skupiny na rtutové
elektrodé publikoval Brdicka [11,12] a dale ji vyvijeli Palecek a kol. [13]. Jedna se o
katalytick¢ reakce proteinit v Brdickoveé soluci, kterd se sestavda z amoniakdlniho pufru
(NH4OH + NH4Cl) a komplexu [Co(NH3)6]Cl; [14,15].

V nami modifikovaném stanoveni MT pomoci Brdickovy reakce byly pozorovany
Ctyfi signaly. Je pravdépodobné, ze katalytické signaly vylucovéani vodiku ze zékladniho
elektrolytu jsou pozorovéany kolem potencidlu —1,5 V. Dalsi signal, ktery se objevuje kolem
potencialu —1,3 V odpovida redukci komplexu RS,;Co. Pfi 5 pmol MT je mozné popsat
vyrazny katalyticky signal pfi potencidlu —1,5 V, a mén¢ vyvinuty signal komplexu RS,Co,
dale signaly pravdépodobné redukce [Co(H,0)s]*" kolem potencialu —1,2 V (oznageno jako
Co;) a 0,8 V (Coy). Signal Co; se snizujici koncentraci MT postupné snizuje a posouva se
smérem k negativnim potencialim. Od koncentrace 0,5 pmol MT je signal jiz velmi malo
rozlisitelny a byl pozorovan kolem potencidlu —1,1 V. U ostatnich pozorovanych signala
s klesajici koncentraci roste rozliSitelni jednotlivych signali Brdickovy reakce. V nasem
experimentu jsme také testovali vliv teploty na stanoveni MT v rozmezi 5, 10, 18, 25 a 30 °C.
Ze ziskanych experimentalnich vysledkt jsme zvolili 5°C, ktera je nejoptimalnéj$i pro
stanoveni MT. Navic jsme studovali vliv koncentrace (0,12; 0,25; 0,5; 0,7 a 1 mM) kobaltové
soluce Co(NH3)sCls na pozorované AdTS DPV signaly MT. Ze ziskanych vysledkl bylo
ziejmé, ze zvysSujici se koncentrace kobaltové sluce zvySuje katalyticky signal Cat. A signal
Cat se s touto zvysujici koncentraci posunuje smérem k pozitivnéjSimu potencidlu. V dalsi
casti experimentli jsme sledovali zavislost na koncentraci. Sledovali jsme signdly RS,;Co a
Cat. Oba sledované signaly se s klesajici koncentraci linearné snizovaly (yrsaco = 0.9002x +
15.521; R> = 0.995 a yeat = 0.6616x + 10.211; R? = 0.9955). Limit detekce byl urcen jako
3S/N a pohyboval se kolem 500 amol (750 pg.mL™"; 100 fM).

VyuZiti navrZenych postupii pro stanoveni metalothioneinu v krevni plazmé ptakii

V soucasnosti prakticky neni zndma Zadna analytickd metoda pro rutinni stanoveni
MT v télnich tekutinach. Proto byl ndmi navrZeny postup ovétren pro detekci MT v krevnim
séru ptakl (bazant, kiepelka, orebice, perlicka a krocan). Kazdy vzorek byl nejdiive peclive
upraven. Ziskané homogenaty obsahuji pouze termostabilni proteiny, mezi néz MT nalezi.
Vlastni analyza MT byla provedena modifikovanym elektroanalytickym postupem.
Studovany vzorek byl adsorbovan z5 pl kapky na povrch pracovni elektrody, poté je
piebytecny roztok z povrchu elektrody omyt a modifikovana elektroda je umisténa do métici
nadobky. Mnozstvi obsazeného MT ve studovanych vzorcich bylo ur¢eno metodou
standardniho ptidavku.

Na obrazku 2 jsou zobrazeny vysledky analyzy deseti vzorkll krevni plazmy
odebranych od bazantli obecnych a kiepelek polnich. Z vysledki je jasné patrné, ze se obsah
MT u vzorki krevni plazmy bazanta obecného a kiepelky polni li§i. Primérna hladina MT u
vzorkd bazantli byla v priméru o 30 vysSi nez v piipad¢ kiepelek. A navic jsme béhem



analyzy zjistili velmi zajimavy jev a to, ze se elektrochemické zdznamy analyzy obsahu MT
v krevni plazmé vybranych ptacich druhi 1isi (Obr. 3).

Obr. 2 Obsah MT u vzorku bazanta obecného a kiepelky polni (n = 10).
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Obr. 3 Typické AdJTS DP voltamogramy analyzy krevni plazmy baZanta obecného a kfepelky
polni.
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Uméla neuronova sit’

Vysledky ziskané pomoci Brdickovy reakce byly néasledné vyhodnoceny neuronovou
siti. Jedna se o distribuovany vypocetni systém sestavajici z dil¢ich podsystémtl (neuroni),
ktery je inspirovan neurofyziologickymi poznatky o struktufe a ¢innosti neuronil a nervovych
systémi Zivych organismu a ktery je ve vétsi ¢i mensi mite realizuje. Umélé neuronove sité se
snazi napodobit funkci biologické mozkové tkan€é. Maji schopnost ucit se a generalizovat své
znalosti. Také maji schopnost extrahovat a reprezentovat zavislosti v datech, které nejsou



ziejmé. Snazili jsme se prokazat souvislost mezi nami ziskanymi hodnotami a druhem
organismu, kterého jsme analyzovali, pomoci algoritmii neuronové sité. Vyhodnocenim
vysledkll ziskanych zanalyzy obsahu metalothioneinu a matematickych algoritmli jsme
usilovali o pfifazeni vzorku krve k danému druhu.

ZAVER

Geny pro MT jsou jiz dlouhou dobu studovany, ale o vlastnim obsahu MT u
jednotlivych druhii organisma toho je zndmo velmi malo. Pomoci naSich vysledku jsme
zmapovali mnozstvi MT u vybranych druhti ptakli, coz by mohlo v budoucnu slouzit jako
porovnani ke geonomovym studiim a k identifikaci jednotlivych druht, ale i1 rodii a to nejen u
ptaku ale i u vSech savcil.
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