METALLOTHIONEIN AS A BIOMARKER OF HEAVY METALS
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ABSTRACT

Heavy metals are important environmental pollutants. They come to environment, most of all,
from anthropogenic sources. A determination of content of heavy metals has been obviously
using for assessment of environmental polluting. On the other hand we found out that other
way, determination of low molecular cysteine-rich protein called metallothionein (MT), could
be used for the same purposes. This protein forms as specific protection against toxic metals
in an organism. Here, we used earthworms as model organisms. MT was determined
electrochemically by Brdicka reaction in the samples of interest. Earthworms have been
treated by various doses pf cadmium in soil for 7 days. Based on the results obtained the
content of MT increased with increasing concentration of cadmium and length of treatment.
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ABSTRAKT

Tezké kovy jsou vyznamnym polutantem v zivotnim prosttedi. Uvoliuji se do néj predevsim
nasledkem primyslové Cinnosti ¢lovéka. Pro posouzeni stavu Zivotniho prostfedi je mozné
urcit obsah riznych tézkych kovi. Zjistili jsme vsak, ze je mozné pouzit i jiny pfistup a to
sledovat obsah nizkomolekularniho na cystein bohatého proteinu metalothioneinu (MT) u
organizmu, které¢ ve zkoumaném prostiedi ziji. Tento protein se syntetizuje jako specificka
obrana proti pfitomnosti toxickych kovii v organizmu. V experimentu byly jako modelové
organizmy pouzity zizaly. MT se detekoval elektrochemicky pomoci Brdickovy reakce po
homogenizaci a denaturaci biologického vzorku. V experimentu se chovaly skupiny Zzizal
v um¢lé pidé pii rizné koncentraci kadmia po dobu 7 dnii. Z obsahu MT vyplynulo, Ze se
jeho koncentrace zvySuje se zvysujici se koncentraci kovu a dobou plisobeni.
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UvVoD

Methalothioneiny jsou termorezistentni nizkomolekuldrni proteiny (6 - 10 kDa) bohaté
na cystein, které byly objeveny vroce 1957. Na proteomickém serveru Expert Protein
Analysis System (ExPASy) lze nalézt 4 skupiny methalothioneinovych proteint. Délka
aminokyselinového fetézce u skupin MT 1, MT 2, MT 3 se pohybuje okolo 61 aminokyselin.
U téchto proteini prevazuji bazické aminokyseliny (pl = 8,3). Pouze MT 3 obsahuje 68
aminokyselin a ma pl = 4,8 [1-3].

Hlavni uloha téchto proteini pravdépodobné spocivd v detoxikaci organizmu pied
kovy. Pro svlij vysoky obsah —SH skupin maji MT schopnost vytvaret stabilni komplexy s
riznymi kovy a tim sniZzovat koncentraci toxicky pusobicich iontd kovli v bunécnych a
mimobunécnych prostorech. Dale hraje dulezitou roli 1 v dalSich procesech jako bunécna
proliferace, apoptdza a ochrana pfed oxidativnim stresem [4]. Jeho vliv na chemorezistenci
proti cytostatikiim a radiologické terapii pti 1é€bé nddorovych onemocnénich je studovan [5-
71.

Produkce MT je spousténa v piitomnosti iontli kovii. Molekularni mechanizmus
zahrnuje ucast transkripCniho faktoru MTF-1 (metal-responsive transription factor 1)
nachazejiciho se v cytoplazmé bunky, ktery vytvari komplex s MTI, coz je represor a proto k
transkripci nedochazi (pouze bazéalni uroveinl). Jakmile se v prostiedi vytvoii dostatecna
koncentrace kovti, at’ jiz biogennich Cu, Zn, Fe nebo toxickych Cd, Hg, Pb, interaguje ion
kovu s MTI represorem a to ma za nasledek rozpadnuti ptivodniho komplexu MTF-1 a
represoru. Uvolnény transkripéni faktor MTF-1 se vaze k tiseku DNA, ktery se nazyva MRE
(metal-responsive element). Po této vazbé se zvysi transkripce. Vysledkem je zvySena syntéza
MT vazajici nadbytecné ionty kovl. Pravdépodobné se timto mechanizmem reguluje
homeostaza biogennich kovii, nicméné indukci vyvolavaji 1 kovy toxické [8,9].

Predpoklad zvyseni syntézy MT toxickymi kovy jsme vyuzily v této praci k posouzeni
stupné zneCiSténi zivotniho prostiedi tézkymi kovy [10,11]. Bézné pouzivané analytické
metody jako jsou absorpéni ¢i emisni spektrometrie, popi. hmotnostni spektrometrie mohou
stanovit koncentraci t€zkych kovii. Nicméné tyto vysledky nam jiz nic nefeknou o celkovém
dopadu tézkych kovi v prostiedi na organizmus a také o tom, jaké mnozstvi toxickych ionti
organizmus povazuje za Skodlivé a brani se proti nim. Proto jsme vyuzili metody
elektrochemické pro stanoveni MT, ktery 1ze pouzit jako biomarker znecisténi tézkymi kovy.

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie

Co(NH3)6Cls, MT a dalsi pouzité chemikalie byly zakoupney od Sigma Aldrich (St.
Louis, USA). K ptipravé pufri a standardnich roztoktit MT byla pouzita voda ACS cistoty 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).

Biologickeé vzorky

Skupiny ZiZal (Eisenia fetida) byly chovany v nadobach s péti litry umélé pidy
(OECD 207). V ptipad¢ kontrolnich skupin bylo do kazdé nadoby se ZiZaly pfidano 175 ml
destilované vody, u ostatnich skupin byly pfiddny rizné koncentrace kademnatych iontt. Bylo
pouzito Sest urovni koncentraci Cd** (5, 10, 20, 30, 40 a 50 umol.I"). Povrch pudy byl
osvétlovan svétlem o intenzit¢ 450 luxu a zizaly byly chovany pii pokojové teploté.
Experiment probihal po dobu sedmi dni. Kazdy den byla od vSech koncentraci odebrana
jedna zizala a analyzovana na obsah MT.

Ptiprava biologickych vzorkl pro stanoveni MT: Vzorky zizal o hmotnosti v rozmezi
0.1-0,5 g byli mechanicky homogenizovany v kapalném dusiku. Nasledn¢ byl piidan
Ctyfnasobny objem fosfatového pufru 0,1 M o pH = 7. Poté se nechali tiepat 15 minut
(Vortex-2 Genie, Scientific industries, USA). Pro odstranéni balastnich proteini se vzorek
dale tepelné denaturoval pii1 99°C po dobu 15 minut v termomixeru (Eppendorf 5430, USA).
Denaturovany homogenat byl centrifugovan (Eppendorf 5402, USA) pfi teploté 4°C a 15000
g po dobu 30 minut.

Elektrochemicka detekce MT

Vzorky byly analyzovany na pfistroji AUTOLAB Analyser (EcoChemie, Nizozemi)
ve spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm, Svycarsko) v klasickém tiielektrodovém usporadani.
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(NH3)sCls a 1 mol.dm™ amonny pufr; NHs(aq) + NH,CI (Sigma
Aldrich, ACS), pH = 9,6) byl po kazdych 3 analyzach vyménén. AdTS DPV parametry byly
nasledujici: ¢as akumulace 120 s, pocatecni potencial —0,6 V, konecny 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 =0V, teplota 5 °C.

Vzorky po ptipravé byly pfed vlastnim métenim nafedény 1000 x. Pro stanoveni MT
byl vybran tteti (CH3) analyticky signdl. Mgéfici cela byla chlazena pritokovou celou
ptipojenou k termostatu JULABO F12/ED (Labortechnik GmbH, Némecko) na 5 °C.

VYSLEDKY A DISKUZE

Ionty tézkych kovii predstavuji zadvazné zdravotni riziko pro zivé organismy. Mezi
velmi nebezpecné patfi napt. kadmium. lonty tohoto kovy maji schopnost akumulace
v biosféte a proto predstavuji hrozbu pro vSechny slozky potravni pyramidy véetné clovéka.
Z tohoto diivodu je naprosto nezbytné monitorovat nejen koncentraci tohoto tézkého kovu
v zivotnim prostiedi, ale také studovat jeho vliv na zivé organismy a hledat nové zplsoby
hodnoceni jeho toxicity.



Zmény hladiny metalothioneinu u ZiZal vystavenych kademnatym iontitm

O indukci MT u ZiZaly bylo publikovano n¢kolik praci [12-14]. Navic byla sledovana
distribuce isoforem pomoci specialnich technik [13,15,16]. Uvedené metody jsou vhodné pro
stanoveni MT, ale jsou narocné na instrumentaci. Pro uréeni MT jsou vSak velmi vhodné
elektrochemické techniky, tak jak bylo ukézano vfadé praci [5,6,17,18]. Obsah
metalothioneinu byl analyzovan pomoci nami upravené adsorptivni pfenosové techniky ve
spojeni s diferen¢ni pulsni voltametrii (Brdi¢kovy reakce) [8,18-20]. Pomoci uvedené velmi
senzitivni elektroanalytické techniky bylo mozno analyzovat MT v koncentracich pod 1
umol.I"" s chybou stanoveni kolem 4-5%. Ziskana kalibraéni kiivka pii teploté zakladniho
elektrolytu 5°C byla linearni (y = 4.87x + 6.55; R = 0.9946). Na zékladé nagich piedeslych
experimentalnich dat byly homogenaty zizal pied vlastni elektrochemickou analyzou
nafedény (10 %, 100 x a 1000 x) [8]. Potvrdilo se, ze fedéni vzorku 1000 X fosfatovym
pufrem o pH 7.0 je velmi vyhodné pro provedeni elektrochemické analyzy. Diky uvedenému
postupu se podafilo ziskat voltamogramy vzorkli zizal svelmi dobfe definovanymi
katalytickymi signaly MT (Catl, Cat2 a Cat3). Pro naSe ucely byla studovana zména signalu
Cat3.

Pramérmné vysledky analyzy MT u ZiZzal vystavenych a¢inkim Cd*" a neexponovanych
jsou uvedeny v tabulce 1. V obréazku Cislo 1 jsou uvedeny vysledky, ukazujici hodnoty ,,nové
nesyntetizovaného MT v jednotlivych dnech u vSech koncentraci toxického iontu. Tyto
hodnoty byly ziskdny odectenim obsahu MT exponovanych zizal od obsahu MT u kontrolni
skupiny. U kontrolni skupiny byl obsah MT nizky pohyboval se mezi 19,8-48,5. Tyto rozdily
lze vysvétlit rozdilnou urovni metabolizmu pfipadné genetickymi odchylkami. Nejvyssi
koncentrace MT byla podle pfedpokladi zjisténa u vzorkli chovanych v prostfedi 40 a 50
umol.I"" Cd*". Piigemz koncentrace 40 pmol.l” poskytovala nejvétsi odezvu a pii vyssi davee
kadmia se jiz nezvySovala, ale spiSe klesala. Z tohoto usuzujeme, ze rychlost exprese MT nad
koncentraci 40 pmol.I' se jiz nezvySuje a dalsi davky kadmia by vedly k vy&erpani
detoxikac¢ni schopnosti organizmu.

Tab. 1 Primérné hodnoty mnozstvi metahlothioneinu u zZizal

Aplikovanemnozstvi ab Koncentrflcef MT*?
Cd(NO3), Koncentrace_IMT Standardni odchylka @b Mi.lx.l mum
(umol.I") (umol.l'") Mlnlmu_{n
# (umol.I")

0 31.6 10.3 48.5 19.8
5 38.0 15.0 56.1 17.9
10 39.1 13.3 52.6 13.1
20 454 15.5 68.2 17.8
30 48.3 16.3 64.7 20.5
40 53.3 25.1 95.6 21.9
50 53.5 26.2 99.9 21.2

pocet analyzovanych vzorkt: n =5
objem vzorku (5 pl)




Obr. 1 Graf ukazuje nové nesyntetizovany MT u jednotlivych koncentraci a dnech
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V prvnim dnu experimentu mnoZzstvi methalothioneinu u exponovanych Zzizal
nevzrostlo, ale lehce pokleslo proti kontrolni skupin€. To mohlo byt zplisobeno interakci
ptitomného methalothioneinu s Cd*". Jiz druhy den (po 24 hodinach) se projevila syntéza MT
a u vSech koncentracich byl vzrast patrny. Z grafu jasné vypliva, ze zvyseni mnozstvi MT je
zavislé na délce expozice a na koncentraci jakou byly zizaly vystaveny.

ZAVER

Provedli jsme experiment ktery mél ovéfit pouZiti metalothioneinu jako biomarkeru
tézkych kovl v zivotnim prostiedi. Vystavili jsme zizaly rtiznym koncentracim kadmia, které
bylo pfidano do pudy ve které se péstovali. Sledovali jsme rychlost nastupu obrané reakce,
jeji casovou zavislost a zavislost na koncentraci toxického iontu. Tak, Ze jsme méfili mnozstvi
syntetizovaného MT. Vysledky jasné prokazali vzrast detoxikacniho proteinu v zavislosti na
Case pusobeni tak 1 na koncentraci kademnatého iontu. Z téchto vysledkli usuzujeme, zZe
muzeme posoudit zatéz organizmu tézkymi kovy.
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