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ABSTRACT

The aim of this work was determination the heavy metals content in the carps with use
electrophoresis and electrochemical methods. We used binding of heavy metals to protein
metallothionein (MT) and determine MT in carp tissues by adsorptive transfer stripping
technique in connection with differential pulse voltammetry — Brdicka reaction and by SDS-
PAGE. Carp was exposed action of cadmium for 14 days. As samples gonads, muscles, livers,
kidney and blood were used. In this tissues level of MT and concentration of heavy metal with
used electrochemical methods was determined. Electrophoresis (PAGE) was utilized as a
comparative methods for determine MT. Of our results implicit that MT can be used as
indicator higher content of heavy metals in animals’ food products.
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ABSTRAKT

Cilem prace bylo stanoveni obsahu tézkych kovil u kaprti s pouzitim elektrochemickych a
elektroforetickych metod. Vyuzili jsme vlastnosti tézkych kovll vazat se na protein
metalothionein (MT), ktery jsme dale detekovali adsorptivni pfenosovou technikou ve spojeni
s diferen¢ni pulsni voltametrii — Brdickova reakce a SDS-PAGE u vzorkl tkané kapra
obecného. Kapr obecny byl vystaven ptsobeni riznych koncentraci kadmia po dobu 5 dnti. Ze
ziskanych vzorkl kaprii byly odebrany gonady, svalovina, jatra, ledviny a krev. V téchto
tkanich byla nésledné detekovana hladina MT a koncentrace tézkého kovu pomoci
elektrochemickych technik. Dale byla pouzita SDS-PAGE jako srovnavaci technika pro
detekci MT. Zjistili jsme, ze se vzrustajici koncentraci t€zkého kovu, rostl obsah MT. Zjistili
jsme, ze MT mize slouzit jako ukazatel zvySeného obsahu tézkého v zivoc¢isnych produktech.

Kli¢ova slova: metalothionein, kadmium, kapr, elektrochemicka a elektroforeticka detekce.



UvVoD

Ryby jsou idealnim bioindikatorem zatizeni zivotniho prostiedi tézkymi kovy a to
diky vieobecnému vyskytu, velikostni a vékové diferenci [1]. V Ceské republice i ve svété se
fadi mezi nejvice rozifenou sladkovodni rybu kapr obecny (Ciprinus carpio). Podle CSN 46
6802 je fazen do skupiny trznich ryb. Proto je ve tkanich téchto ryb tfeba monitorovat hladiny
polutantd. Mezi jednim ze zavaznych polutantii se fadi t¢zké kovy, z nichz sledované jsou
napf. kadmium, olovo, rtut. Svétova zdravotnickd organizace (WHO) uvadi obsah kadmia
v rybach kolem 20 pg/kg. Tolerovany tydenni piijem kadmia je v rozmezi 500-600 pg/osobu,
coz odpovida tydennimu piijmu 7 pg/kg a koresponduje s dennim piijmem 70 pg na osobu
nebo 1 pg na kg [2].

Kadmium patii mezi prvky, které vysoce zatézuji zivotni prostiedi. Na obsahu tohoto
kovu se podili spalovaci procesy, aplikace Cistirenskych kalti, hnojiva a jiné [3]. Od 80. let je
zaznamenan vzrast zatizeni zivoc¢iSnych produktl kadmiem a naopak u ostatnich rizikovych
prvkl je patrny pokles [4]. Proto je snaha najit alternativni zptsoby jak hodnotit kvalitu
potravinovych vyrobkli vzhledem k obsahu tézkych kovl. Jednou z moznosti je detekovat
nizkomolekularni protein metalothionein (MT). Jeho molekulova hmotnost se pohybuje
kolem 6-10 kDa a diky své vysoké afinit¢ k t€Zkym koviim, se podili na detoxikacnich
procesech a tim udrzuje homeostazu v organizmu. MT se sklada ze dvou vazebnych domén o
a B, které jsou slozeny z cysteinovych klastrii. N-terminalni ¢ast proteinu je znacena jako P
doména, ma tfi vazebna mista pro dvojmocné ionty kovi. V piipadé jednomocnych ionti
kovli je MT schopen vézat celkem az 12 atomi [5,6]. Pro detekci MT jsou nejcastéji
pouzivané elektroforetické metody, méné Casto je pak pouzivand vysoce ucinnéd kapalinova
chromatografie, afinitni chromatografie ¢i spektrofotometre [7] V poslednich letech je

zaznamenan narast pouziti elektrochemickych metod a vyuziti jejich vysoké senzitivity [7-
10].

Vnasi praci jsme se zaméfili na vyuziti modernich elektroforetickych a
elektrochemickych technik pro detekci hladin MT v tkanich kapra obecného (Ciprinus
carpio), které byly vystaveny ptisobeni riznych koncentraci kadmia.

MATERIAL A METODIKA

Biologicky material

Kapfii byli dodani Vyzkumnym tustavem rybafstvi Vodiany. Byli uloZeni ve 100 1
akvariich, kde jim byla denné ménéna voda a ptfidavana ptisluSnd koncentrace kadmia
(2,5mg/l; Smg/l; Tmg/l; 10mg/l; 12,5 mg/l). Vzorky pro stanoveni MT byly pfipravovany
podle postupu diive publikovaného [7]. Vzorek byl umistén na 15 min do 99 °C (Eppendorf
5430, USA), poté ochlazen na 4 °C. Denaturovany homogenat byl centrifugovan pii 4 °C, 15
000 g po dobu 30 min. (Eppendorf 5402, USA).



Chemikalie

Pouzili jsme 5% AA (nanéSeci gel), 10% AA (seperacni gel), 1,88 M Tris HCl, 0,625
M Tris HCL, 0,5 % SDS, redestilovana voda, TEMED, 10% APS na ptipravu SDS-PAGE. K
western blotu byla puzita nitrocelulosovd membrana, filtraéni papir Whatman o rozméru 8*11
cm, pufr pro elektropienos (20mM Tris, 150 mM glycin, 20% methanol o pH 8,4, roztok pro
blokovani membrany (5% odtu¢néné mléko v pufr o pH 7,5, roztok A (5% odtu¢néné mléko
V TBS s 0,1 % Tweenem 20), roztok B (TBS s 0,1 % Tweenem 20), roztoky pro detekci
kfenové peroxidazy, 0,1 M Tris- HCI pufr o pH 9,5 s 0,5 mM MgCl2, roztok C (5% roztok
NBT][ p-nitrotetrayoliovd modi] v 70 % dimethylformamidu, roztok D ( 3% roztok BCIP [5-
bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat] ve 100% dimethylformamidu, vzorek bilkovin, primarni
slepici protilatka od firmy Hena s.r.o.vAnti MT, sekundarni slepici protilatky proti primarnim
slepi¢im protilatkdm znacené kienovou peroxiddzou od firmy Hena s.r.o., chromogenni
substrat pro detekci peroxidazy (9 ml 0,01 M Tris-HCl1 o pH 7,6; 1 ml 0,3 % NiCl,, 10 pl 30
% H>0,).

Elektroforeticka analyza

K méfeni jsme pouzili elektroforézu Whatman Boimetra a blotovaci zafizeni na
western blotting od téze firmy. SDS-PAGE byla zhotovena na 15% gelu podle navodu
dodanym vyrobcem a western blotting dle laboratornich navodd Kas 2005. Po skonceni
separace proteinti na akrylamidovém gelu jsme mohli pfipravit blotovaci sendvi¢. Na pfistroji
pro western blotting bylo nastaveno napéti na 50 V po dobu jedné hodiny. Nasledovalo
blokovani membrany a to vlozenim na 1 hodinu do blokovaciho roztoku (5% odtu¢néné
mléko v pufr o pH 7,5). Takto pfipravené nitrocelulosové membrany se nechaly inkubovat po
jedné hodin€ v prvni protilatce a nasledné v druhé, znacené kienovou peroxidasou. Poslednim
krokem je detekce kienové peroxidazy pomoci chromogenniho substratu (9 ml 0,01 M Tris-
HCl o pH 7,6; 1 ml 0,3 % NiCl,, 10ul 30 % H,0,) diaminobenzidinu (DAB).

Elektrochemicke méreni

Analyza vzorkl byla provedena pomoci univerzalniho elektrochemického analyzatoru
AUTOLAB (Eco Chemie, Nizozemi) v tfielektrodovém uspotfadani. Jako pracovni elektroda
byla pouzita visici rtutovéa kapkova elektroda (HMDE), jejiZ plocha byla 0,4 mm”. Pomocna
elektroda byla ze skelného uhliku a referentni elektroda Ag/AgCl/ 3 M KCI. Elektrolyt,
urceny pro Brdi¢kovu reakci, se skldda ze dvou hlavnich slozek. Prvni je amonny pufr. Ten se
vytvoii smichanim 1 M roztoku chloridu amonného (NH4CI) (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
a 1 M vodného roztoku ¢pavku (NHj3) (Fluka, Milano, Italie) ve stejném poméru. Druhou
slozkou je hexaaminochlorid kobaltity (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), jehoz koncentrace
v elektrolytu byla v ramci prace optimalizovéna. Vysledné pH elektrolytu bylo 9,6. Tato smés
se uchovavala pii 4°C.

Elektrolyt byl ménén po kazdém zmeéfeném vzorku a vysledné voltamogramy se po dale
upravovaly (vyhlazovani s vyuzitim filtru Savitzky a Golay), Méfeni probihalo Brdickovou
metodou, kde se vyuziva diferencni pulzni voltametrie. Pii nasem meéfeni byl nataven



modulacéni ¢as na hodnotu 0,057s a ¢asovy interval 0,2s. Méfeni probihalo v potencialu od -
0,7 do -1,75. V tomto intervalu byly pozorovany vSechny potiebné proudové odezvy pro
stanoveni MT. Krokovy potencial byl ImV a modula¢ni amplituda 0,025 V.

VYSLEDKY A DISKUZE

K naSemu experimentu stanoveni kadmia pomoci detekce MT jsme vyuzili adsorptivni
pienosovou technikou ve spojeni s diferenéni pulsni voltametrii — Brdickova reakce a
elektroforézou v polyakrylamidovém gelu (PAGE).

Pti detekci metallothioneinu jsem postupovali podle navodu Vacek et al. [10] a ur¢ili
jsem kalibraéni k¥ivku (y = 0.506x - 3.7144; R? = 0.9974). Uréena zavislost byla striktn&
linarni od 0,1-500 ng/ml. Po provedené kalibraci jsme mohli zacit s vlastnim rozborem
jednotlivych tkani. NejvysSi koncentraci kadmia a stim korespondujici obsah MT jsem
nam¢tili v gonadéach (620 na gram Cisté vahy), nasledovaly jatra, slezina a svalovina (Obr. 1).
Je predpoklad, ze v téchto organech probiha intenzivni metabolismus kovi, a proto jsou zde
detoxika¢ni mechanismy ucinné a také obsah MT je velmi vysoky [11,12]. Nami navrzena
metodika umoznila, Ze jsme mohli stanovit obsah MT 1 v tkanich jako je svalovina, kde je
obsah do 10 ng/g. Obsah MT v rybach je zavisly na jejich metabolismu, velikosti, stafi,
vystaveni ptisobeni tézkych kovti.

Obr. 1 Hladina MT v riznych tkanich kapra obecného.
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Pomoci SDS-PAGE byla v kaprech detekovana ptitomnost proteinu o velikosti cca 7,7
KDa, pfi¢emz intenzita prouzku se s zvySujici koncentraci davky kadmia zvySovala. Identita
proteinu byla potvrzena pomoci detekce specifickymi protilatkami, konkrétné pomoci dot
blotu (Obr. 2). Koncova reakce byla pouZita pro detekci MT po rozdéleni proteini na 15%
AA gelu a pfenosu proteini na memebranu (western blotu), intenzita prouzku se s rostouci



koncentrci Cd a dobou expozice vobou piipadech  zvySovala, coz velmi dobfie
korespondovalo s elektrochemickou detekei MT.

Obr. 2 Detekce primarni protilatky o koncentracich (1. 2,85ug/ul; 2. 5,7ug/ul; 3. 28,5ug/ul; 4.
85,8ug/ul; 5. 114ug/ul)

ZAVER

Bylo potvrzeno, Ze se stoupicim obsahem kadmia u ndmi analyzovanych vzorka kapra
obecného vzristd koncentrace MT. Z vysledkll vyplyva, Ze MT by mohl byt pouZit pfi
ur¢ovani obsahu tézkych kovli a mé urcité vysoky potencial i v jinych studiich. Je tfeba hledat
vysoce citlivé, snadné a v neposledni fadé cenové dostupné detek¢éni metody [13,14]. MUZeme
fici, Ze nami pouzité techniky tyto kritéria spliuji.
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