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ABSTRACT

Lactoferrin is considered a multifunctional or multi-tasking protein. It appears to play several
biological roles, whereas its structure is very crucial. The aim of this work was to investigate
basic electrochemical behaviour of lactoferrin by both stationary and flow electrochemical
methods with respect to study of structural changes of the compound of interest. Based on the
results obtained, we utilized flow injection analysis with electrochemical detection for
determination of lactoferrin. Finally, we attempted to follow the changes of lactoferrin signal
in the presence of chemical compounds or under the physical conditions leading to changes in
its structure. As we have shown here, electrochemical analysis enables to distinguish a change
of protein structure easily and rapidly.

Keywords: lactoferrin, milk protein, differential pulse voltammetry, flow injection analysis,
carbon paste electrode, glassy carbon electrode, structural changes of protein.

ABSTRAKT

Laktoferin je povaZzovan za protein s mnoha funkcemi, ktery mlze diky své struktufe hrat
mnoho dilezitych biologickych roli. V této praci jsme studovali zékladni elektrochemické
chovani laktoferinu pomoci staciondrni a pritokové elektrochemické metody se zaméfenim na
studium zmény struktury proteinu. Na zaklad¢ ziskanych vysledkll jsme vyuzili pritokovou
injekéni analyzu s elektrochemickou detekci pro stanoveni laktoferinu. Nakonec jsme se
pokouseli sledovat zménu signalu laktoferinu pii vlivu chemickych latek nebo ptfi zméné
fyzikalnich podminek vedoucich ke zméndm struktury. V praci je ukazano ze
elektrochemicka analyza umoziuje rychle a snadné rozliSit zmény struktury proteinu.

Kli¢ova slova: laktoferrin, mlé¢ny protein, diferencni pulzni voltametrie, pritokova analyza,
uhlikova pastova elektroda, elektroda ze skelného uhliku, strukturni zmény proteinu.



UvVoD

Mléko predstavuje jednu ze =zakladnich potravin ve vyzivé Cclovéka. Studiu
obsahového sloZeni je vénovana stile pozornost[1-4]. Laktoferin, jenz je také nazyvéan
laktotransferin, byl objeven v roce 1939 v kravském mléku. Jeho jméno je odvozeno podle
poprvé izolovan z lidského mateiského mléka[6]. V minulosti byl povazovan laktoferin pouze
za bakteriostaticky zelezo-transportni protein v mléku. Nasledné¢ se také ukazal velmi
vyznamnym zelezo vézajicim proteinem dalSich exokrinnich sekreti jako jsou ZzZlug,
pankreatickd Stava a stievni sekrety. Velikost a struktura laktoferinu tzce souvisi
s podobnosti s ostatnimi Zelezo véazajicimi proteiny, transferiny. Diky témto vlastnostem je
laktoferin  povazovan za pravoplatného c¢lena transferinové rodiny[7,8]. Plazmaticky
laktoferin je pravdépodobné syntetizovan leukocyty. Nejvyssi hladina je pozorovana v
kolostru (az 7 g/l) a mléce (v prubéhu laktace se snizi koncentrace oproti kolostru ptiblizné
7x), niz8i hodnoty jsou v slzach, nosnich tekutindch, slinach atd.[7,9-11]. Strukturné¢ a
chemicky je laktoferin glykoprotein sklddajici se z 703 aminokyselinovych zbytkd.
Hololaktoferin je tvofen z jednoho linearniho polypeptidového fetézce vélenéného do dvou
kulovitych domén (C- a N-terminalni), kazda doména ma jedno vazebné misto pro navazani
zeleza (Obr. 1). Jeho molekulova hmotnost se pohybuje kolem 77000 Da.

Obr. 1 Strukturni model laktoferinu. Sipkou je vyznadeno vézané Zelezo (podle
www.expasy.ch)

Laktoferin je schopny do stejného mista véazat i dalsi kovy, ale s niz$i afinitou. Je
Znamo, 7€ vaze napt.: Ga’”, Al3+, V02+, Mn3+, C03+, Cu2+, Zn*", trivalentni lanthanoidy. Mezi
doposud znamé biologické funkce laktoferinu patii regulace homeostazy Zeleza. Regulace
homeostazy zeleza se odehravd prevdzné v tenkém stievé, kde je pfijimano z potravy.

Zajimavy je vztah k regulaci buné¢ného ristu, diferenciaci buné€k a protizanétlivé aktivité [12-
14]. Z toho také vyplyva mozny vztah ke zhoubnym nadortim a procesu metastazovani [15].

Obsah lakotoferinu v mléce je ovlivnén staifim kravy. Experimenty byly provedeny od
mlezivového obdobi az po stani na sucho. Bylo zjiSténo, Ze nejvyssi obsah laktoferinu byl
v dobé stani na sucho. Navic se podafilo zjistit, Ze vliv plemena nema Zadny vliv na obsah
laktoferinu. AvSak stafi kravy hralo vyznamnou roli v obsahu laktoferinu. Kravy nad Ctyfi
roky mély po celou dobu (3 let) o 14% vyssi obsah laktoferinu nez kravy ttileté.



Elektrochemické metody ptedstavuji alternativni ndstroj pro detekci biologicky aktivnich
latek predevsim pro svoji jednoduchost, rychlost a spolehlivost [16-25]. Cilem nasi prace bylo
zékladni elektrochemické studium laktoferrinu pomoci staciondrnich a pritokovych
elektrochemickych technik s aplikaci na rozliSeni strukturnich zmén.

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie

Acetonitril a methanol (HPLC-Cistota) byly ziskdny od firmy Merck (Darmstadt,
Némecko). DMW lactoferin byl ziskdn z NUTRA ingrediens (Holandsko). Vsechny dalsi
chemikalie byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (USA) pokud neni uvedeno jinak. Zasobni
roztoky standardd (koncentrace 1 mg.ml™) byly pfipraveny v ACS vodé (Aldrich, USA)
a uchovany ve tmé pii 4 °C.

Elektrochemicka analyza ve staciondarnim usporadani

Elektrochemické méteni bylo provadéno na AUTOLABu (EcoChemie, Holandsko) ve
spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm, Svycarsko) v tfielektrodovém zapojeni. Jako pracovni
elektroda byla pouzita uhlikovéa pastova elektroda (pomér uhlikového praSku a mineralniho
oleje 70/30; w/w), referentni elektroda (Ag/AgCl, 3M KCl) a uhlikova tyCinka jako pomocna
elektroda. VSechna elektrochemickd méfeni byla provedena v acetitovém pufru pH = 4.
Analyzované vzorky byly deoxygenovany pro meéfeni pomoci probublavani argonem
(99.999%) nasycené¢ho vodou po dobu 120 s. VSechny experimenty byly provadény pii
pokojové teploté. Voltametrické parametry byly nasledujici: LSV pocatec¢ni potencial 0 V,
kone¢ny potencial 1.5 V, potencialovy krok 5 mV; DPV: pocatecni potencidl 0 V, konecny
potencial 1.5 V, potencidlovy krok 5 mV; SWV: pocatecni potencial 0 V, konecny potencial
1.5V, frekvence 240 Hz.

Elektrochemickd analyza v prittocném systéemu

PrGto¢ny systém byl sloZzen z chromatografické pumpy (Model 583 ESA Inc.,
Chelmsford, MA, USA), Guard cely (Model 5020 ESA, USA), reakéni smycky (1 m) pro
pritokovou injekéni analyzu (FIA) a elektrochemického detektoru. Detektor je slozen z
priuto¢né amperometrické analytické cely (Model 5040, ESA, USA) obsahujici referentni
(hydrogen—paladiovd), pomocnou uhlikovou a pracovni elektrodu ze skelné¢ho uhliku a
kontrolniho modulu Coulochem III, ktery slouzi k ovladani detektoru. Vzorek (5 pl) byl
injektovan manualng. Data z detektoru byla zpracovana pomoci software CSW 32.

Elektrochemické stanoveni ve staciondrnim systému

Stacionarni elektrochemické stanoveni kapsaicinu bylo provedeno pomoci pfistroje
AUTOLAB analyzator (EcoChemie, Nizozemi) ve spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm,
Svycarsko) v klasickém tfielektrodovém uspofadani. Pracovni elektrodou byla uhlikova
pastova elektroda. Referentni elektroda byla Ag/AgCl/3M KCl a pomocna elektroda byla



uhlikova tycinka. Zakladnim elektrolytem byl acetatovy pufr 0.1 M CH;COOH + 0.1 M
CH3;COONa, pH 4.0. Parametry CV byly nésledujici: inicia¢ni potencial -0.5 V, potencial
prvniho bodu obratu 1.2 V, potencial druhého bodu obratu -0.5 V, teplota 20°C.

Denaturacni experimenty

Teplotni piisobeni: 1 mg.ml’ laktoferinu v Britton-Robinson pufru byl umistén na

thermomixer Eppendor za konstatni teploty 65 °C a michani 400 rpm. Po 30 minutach byl
odebiran vzorek FIA analyzu.

Pisobeni methanolu: 1 mgml”' laktoferinu byl navazen (vahy Sartorius) piimo do

mikrozkumavky a pfidan 1 ml methanolu (99.8%, Sigma Aldrich, HPLC ¢istota) a umistén na
Vortex (Genie, USA) za konstantniho michani 400 rpm. Po 30 minutach byl odebirdn vzorek
FIA analyzu.

Pisobeni mocoviny: 1 mg.ml™ laktoferinu byl pfidan do 6 M mocoviny a umisténa na

thermomixer Eppendor za konstatni teploty 65 °C a michani 400 rpm. Po 30 minutach byl
odebiran vzorek FIA analyzu.

VYSLEDKY A DISKUZE

Elektrochemické chovani laktoferinu na uhlikové pastové elektrodé

Proto, abychom mohli posoudit vhodnost elektrochemické detekce pro analyzu
laktoferinu a ptipadné jeho konformacnich zmén byla provedena jednoduchd studie ve
stacionarnim elektrochemickém uspotadani. Pro tento nas tcel jsme vyuzili tiielektrodového
zapojeni (uhlikova pastova elektroda (CPE) jako pracovni, uhlikova tyCinka jako pomocna a
Ag/AgCl 3M KCl jako referentni). Zakladni elektrochemické chovani laktoferinu (1 pg.ml™)
na CPE v acetatovém pufru (pH 5.0) bylo provedeno pomoci tii rozdilnych voltametrickych
elektrochemickych technik (cyklické, diferenéni pulzni a square wave voltametrie). Na
elektrochemickych zaznamech byly pozorovany oxidacni signaly laktoferinu kolem
potencialu 0.8 az 0.85 V v zdvislosti na pouzité voltametrické technice. VSechny signaly
laktoferinu byly dobfe rozliSitelné a detekovatelné.

Elektrochemické chovani laktoferinu na elektrodé ze skelného uhliku v pritokovém
usporadani

Na zaklad¢ ziskanych experimentalnich vysledkli bylo provedeno studium chovani
laktoferinu v prutokové systému. Pomoci Coulochem III bylo studovano chovani laktoferinu
na glassy carbon electrode jako pracovni elektrodé. Pti prvnich experimentech byly testovany
rozdilné elektrolyty (acetatovy, fosfatovy a Britton Robinson) pfi aplikovaném potencialu 700
mV a prutoku mobilni faze 0.5 ml/min. Z experimentalnich vysledki jsme zjistili, Ze asi o 20-
30% vyssi odezva byla pozorovana v acetditovém pufru v porovnani s pufrem fosfatovym.
Nejvyssi elektrochemickou odezvu laktoferinu bylo mozné zjistit pokud byl pouzit Britton-



Robinson pufr. Z tohoto divodu byly dalsi experimenty provedeny v zadkladnim elektrolytu
(mobilni fazi) slozeném z Britton-Robinson pufru. Z nasich piedeslych praci je znamo, ze
krom¢ slozeni zékladniho elektrolytu ovliviiuje vysku pozorovaného signalu také pH.
Testovali jsme vliv pH Britton-Robinson pufru na vysku signalu laktoferinu v rozsahu 3.5 az
6.5. Maximalni vyska signalu laktoferinu byla pozorovéana v rozmezi pH 4-5 u univerzalniho
Britton Robinson pufru. Dale vzristajici hodnota pH vedla k pomérné rychlému poklesu
signalu laktoferinu. Aby bylo mozné analyzovat laktoferin aperometrickym zplsobem
detekce bylo potfebné ovétit nejvhodnéjsi detekéni potencial. Z vysledka ziskanych pomoci
voltametrie bylo ocekdavano maximum kolem potencidlu 800 mV. V experimentech byly
sledovany zmény signalu laktoferinu pfi aplikovaném potencialu 400 az 900 mV. Pozorovany
elektrochemickych signal laktoferinu s nartstajicim aplikovanym potencidlem postupné
vzrustal. Nejprve pomérné strmé asi do aplikovaného potencialu mezi 500-600 mV. Od 600
mV signal vzristal pozvolnéji a pro maximalni odezvu byl nejvhodnéjsi aplikovany potencial
okolo 900 mV. Proto byl pro dal$i analyzu vybran jako vhodny potencial 900 mV, kdy se
variabilita stanoveni pohybovala kolem 3-5%. Rozdil mezi potencidlem piku laktoferinu
zjisténym na CPE na AUTOLAB a na GC na Coulochemlll je pravdépodobné zpiisoben a)
rozdilnou pracovni elektrodou a b) rozdilnymi referencnimi elektrodami (Ag/AgCl 3M KCl
proti hydrogenpaladiové elektrodé). Pti takto nastavenych experimentalnich podminkach byla
sledovdna odpovéd’ laktoferinu na jeho koncentraci. Byla sestrojena kalibra¢ni kiivka, ktera
byla v rozsahu 0 — 60 pg.ml™ linearni (y = 0.4689x + 1.0096; R* = 0.9939).

Vliv teploty na signdl laktoferinu

V experimentech byl sledovan vliv teploty mobilni faze a okoli elektrochemického
detektoru na elektrochemické stanoveni laktoferinu. V doposud predbézném experimentu
bylo zjisténo, ze s klesajici teplotou mobilni faze a detektoru se signal laktoferinu snizuje asi
0 4 nA na 5°C. Bylo vsak také pozorovano, ze v piipad¢ nizké teploty mobilni faze dochazi
k mensi vazb¢ proteinu na povrch kapilar ¢i filtrii zaclenénych do pfistroje.

Rozliseni nativni a denaturované formy laktoferinu

V dalgich experimentech byla sledovana zména signalu laktoferinu (1 mg.ml™)
v pritomnosti riaznych fyzikalnich nebo chemickych ¢initelti vedoucich ke zméné struktury za
vyuziti pritokové injekéni analyzy. Byla sledovana dynamika zmény po dobu 3 hodin. Zména
signalu nativniho laktoferinu béhem sledované¢ho obdobi nabyla pozorovatelnd (zmény vysky
pikd byly vradmci chyby analyzy a kolisaly kolem 5-6 %). V ptipad¢, Ze byl laktoferin
vystaven pusobeni tepla (65 °C) byl nejdfive pozorovatelny pozvolny narast signalu asi do 2 h
pusobeni, po té signal laktoferinu zacal velmi strmé nartstat. Lze tedy predpokladat, Ze po 2 h
dochdzi k vyrazné zmén¢ struktury laktoferinu. V ptipadé bézné pouzivaného denaturacniho
¢inidla (6 M mocoviny pii 37 °C) byl pozorovan prakticky linedrni nartst signalu laktoferinu.
To ukazuje na postupné rozvolnéni pomérné slozité struktury tohoto proteinu. V ptfitomnosti
methanolu dochazelo nejdfive k nartstu signalu asi do 1 h puasobeni, po té se jiz signél



laktoferinu ménil velmi zvolna. Navic vSak dochéazelo k srdzeni proteinu a tim byla také
ovlivnéna jeho koncentrace pfimo v roztoku.

VyuZiti eliminacni voltametrie pro studium laktoferinu

Kromé¢ béznych elektrochemickych technik bylo pro studium laktoferinu vyuzito
elimina¢ni voltametrie.

Obr. 2 Zmény signalu laktoferinu sledované pomoci eliminacni voltametrie s linearnim
skenem. Pracovni elektroda: HMDE a potenciostat/galvanostat AUTOLAB30. Referenéni
rychlosti polarizace 40, 80, 160 a 320 mV/s, acetatovy pufr pH 5.0, pocatek analyzy -0.2V a
konec -0.7 V.

Ref 40 " | Ref 80

Ref160 | Ref 320

Tato elektrochemickd metoda piinasi poznatky o elektrodovych déjich probihajicich
na povrchu pracovni elektrody [23,26-31]. Ze ziskanych vysledkl je velmi dobie patrny
doposud velmi obtizné vysvétlitelny pribéh elektrodové reakce laktoferinu na povrchu jak
rtutové, tak uhlikové pracovni elektrody (Obr.2). Navic bylo vyzkouSeno stanoveni
laktoferinu na miniaturizovanych tisténych elektrodach v kombinaci s elimina¢ni voltametrii.

ZAVER

RozliSeni nativni a denaturované formy proteinti je stdle velmi obtizené. Jak bylo
ukazano, elektrochemicka analyza umoznuje pomérné¢ velmi jednoduché a rychlé rozliSeni
zmény struktury proteinu. Tato zména nejpravdépodobnéji zpfistupni aminokyselinové
zbytky, které mohou interagovat s povrchem detekéni elektrody. Navic spojeni
elektrochemické detekce a injek¢ni analyzy ptinasi dal§i moznosti pro béZnou analyzu.
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