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ABSTRACT

The suggestion of interactions between heavy metadsbiologic active molecules haven’t been
exactly estimated yet. However cadmium, lead orcongrare significant environment pollutants
and platinum and arsenic are used as oncologicoaeint, they have common characteristic. In
organism these compounds are not volatile but #reybounded to other molecules. Interactions
between heavy metals and proteins are importantrdmge of physiologic processes like
transpiration, photosynthesis or detoxificationoeanisms. In our experiment an electrochemical
profile of interactions between 23 metallothiongegments and cisplatin was studied. At first 23
MT fragments (decapeptides) were selected giveditigrences in aminoacids ordering. For the
experiment amperometric detection implementeddw fihjection analysis system (FIA-ED) was
used. However a lot of results were estimated,agaded on complex formation between cisplatin
and 23 MT fragments analyzed in various conditiohs.the 23 MT fragments interacted with
cisplatin, in the optional conditions as equimaiatio, in physiological conditions of phosphate
buffer (pH 7.5) in temperature of 37°C. Based osults obtained we determined an interaction
constant which defines an ability of each pepta@enbke an interaction with cisplatin. The highest
IC was found by fragments 18 and 22 and the lowedty 1, 15, 12 and 19. We found that the
major influence of interaction was done not by thange of near neighbouring aminoacids with
the conservative cysteines byt these which weretzbor 3 of positions far away from cysteiene.
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uvoD

Problematika rezistence nadorovych #uma nadorova tva je velkym problémem v &8
(Boehm, a kol., 1997) a neni dodnes uspokojis\tlena (Sakai, a kol., 2008). Jeji podstatou je
mimo jiné i interakce cytostatik s biomolekulamhsstizovanymi nadorovymi hikami (Higgins,
2007). Jeden z obetmznavanych mechanismezistence je overexprese proteinu metalothioneinu
(MT) v nadorovych bikach (Eckschlager, a kol., 2009). Ze strukturnihiediska je
metalothionein (Obr. 1) nizkomolekularni proteirvelikosti (6-7 kDa) ktery je velmi bohaty na
aminokyselinu cystein, ktera jefedlutuje pro jeho kov vazné vlastnosti. Terciarni stuuktje
roz&klena na d¥ domény, tvéici cysteinové clustery, kde do domény alfa se mowazat az
4 ionty dvojmocnych kov a do domény betditionty dvojmocnych kou (Bell a Vallee, 2009),
(Coyle, a kol., 2002). Vzhledemdetnému rozmishi cysteirii ve struktiie MT Ize oznait hned
nekolik Uselt fetézce, které vyznaninprispivaji k interakci s kovem. Praély studia interakcin
vitro jsme na zaklatlvyhodnoceni z databaze Expasy vybrali fragmentepro metalothioneinu
elektrochemickou detekci. Vhodnost elektrochemickétody pro studium tvorby komplexu
MT s kovem byla prokazana metodami katodické rogfol voltametrie (Sestakova a Mader,
2000), square wave voltametrie (Nieto a Rodrigue396) nebo cyklické voltametrie (Harlyk,
a kol., 1997, Marshall, a kol., 2009). Metoda FIB-Bbyla zvolena pr&yv diky zkuSenosti
z predchoziho studia interakci mezi thiolovou skupipeyptidu a cisplatiny (Zitka, a kol., 2007),
(Zitka, submitted 2012). Cilem této prace bylo 8iod komplex: umgle nasyntetizovanych
peptidovych fragmeiit proteinu MT s platinovymi cytostatiky. Ziskané draenty pochazeji
z raiznych ziv@iSnych organisrin a 1iSi se sekvenci aminokyselifii gachovani konzervativnich
pozic s aminokyselinou cystein. Vzhledem k vyraetektroaktivig aminokyseliny cysteinu byla
pro (ely studia optimalizovana metoda ufmkové injeRni analyzy s elektrochemickou
detekci (FIA-ED).
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Obr. 1: Struktura proteinu metalothioneina,- doména metalothioneinu obsahuijity/ atomy
kadmia (zele#), p - doména metalothioneinu obsahujici dva atomyuz{okanzo¥) a jeden atom
kadmia. Rzow je vyznd@en fragment metalothioneinu, ktery byl nasyntefimopro nasledné in
vitro studium interakce (Zdroj: www.expasy.org).

a- doména

Fragment (dekapeptid)

MATERIAL A METODIKA

Uméle nasyntetizované peptidy FMT byly zakoupeny odngi Clonestar {eska republika).
Veskeré chemikalie prtbné pro provedeni analjyly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (USA).
Dale byl zakoupen argon pro provoz HPLC od firmadSiCeska Republika) a také spetbni
material pro HPLC od firmy LabiconCeska Republika). Komplexy fragmentu metalothioneinu
s cisplatinou byly fipraveny v molarnich poénech Cis-Pt 100 pM : FMT 50, 100 a 150 pM
v prostedi fosfatového pufru pH 7,5 (20 mM). Inkubace ktexp byla provadna v celkovém
objemu 400 pl sisi, ktera byla Bhem inkubace neustéle vortexovana na termoblék4Q® rpm.
FIA-ED systém byl sloZzen zjedné chromatografickémpy Model 582 ESA (ESA Inc.,
Chelmsford, MA) (pracovni rozsah 0,001-9,999 mlfhimeakni smyky (1 m) napojené na
elektrochemicky detektor Coulochem Il (ESA, USA)asperometrickou fitokovou detekni
celou (Model 5040, ESA, USA). #ocna cela obsahuje planarni elektrodu ze skelnéhidwhl
hydrogen-paladiovou jako referari a uhlikovou jako pomocnou elektrodu. Vzorek (29 byl
injektovan automaticky pomoci autosampleru (Modi,J=SA, USA), ktery ma v seélzabudovan

i termostatovany prostor pro kolonu. Vzorky bylhem analyzy uchovany v karuselti feplot

8 °C.
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VYSLEDKY A DISKUZE

Pomoci FIA-ED systému byly nejprve analyzovany gkgti proudové odezvy na aplikovaném
signélu — hydrodynamické voltamogramy (HDV). Ty diderizuji redoxni profil kazdé studované
latky. Provedli jsme tedy analyzu vSech 23 fragrinenttalothioneinu i samotnych platinovych
cytostatik cisplatiny, oxaliplatiny a karboplatif@br. 2). Z obrazi je patrné, Ze elektrochemické
profily se pro jednotlivé FMT i platinova cytostei ponérné liSi. To vyplyva z odliSného
chemického slozeni aminokyselin (v ramci FMT) ai®w# struktury cytostatika. Vzhledem
k vysokému mnozstvi dat, kterd bylé ptudiu ziskana, jsme se s ohledem na detailyéiim
pouze na studium tvorby komplexu mezi vSemi 23 FMdisplatinou fi variantnich podminkéach
které byly dale hodnoceny. Komplexy fragmentu notbabneinu s cisplatinou bylyfipraveny

v molarnich porrech Cis-Pt 100 pM : FMT 50, 100 a 150 pM v predt fosfatového pufru
pH 7,5 (20 mM). Pro studium interakce byly takigppavené komplexy inkubovanytipriiznych
teplotach acasech. Tyto parametry byly zvoleny jako faktoryerkt nejvice ovlivni interakci
FMT a Cis-Ptin vitro. Inkubace komplexbyla provadna v celkovém objemu 400 pl 8si, ktera
byla bkthem inkubace neustale vortexovana na termoblék400 rpm. Pro kazdou z kombinaci byl
ziskan hydrodynamicky voltamogram (HDV) v rozsahotepcidlu 100 - 1200 mV (n = 3)
(RSD < 15 %).

Obr. 2: Hydrodynamické voltamogramy fragmeRMT 1-23.
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Nejprve byl studovan vliv teploty 10, 15, 25, 3%% °C. Vzorky byly inkubovany 1 hodinuip
koncentraci FMT 100 pM a Cis-Pt 100 pM. Ihned pkulvaci prokhla analyza pomoci FIA-ED.
Zjistili jsme, Ze nejvhod¥si teplota byla 45 °C pro vSechny studované FMaslbdi jsme
testovali koncentraciffdavku Cis-Pt (50, 100 and 200 uM) k FMT (100 pMhkubace vzork
probshla 1 hodinu fi 45 °C. Po analyze vSech variant jsme zjistilisegako nejvhod$jsi ukazal
ekvimolarni pondr ¢ili koncentrace Cis-Pt 100 pM. Posledni testovamyametr byla doba
interakce. Zde jsme na zaktadkuSenosti zigdchozi prace testovali del¥sové rozmezi tedy
1,2, 3, 4, 5, 6, 7 a 8 hodinfimejvhodrgjSich vySe zmitnych podminkéach. Zjistili jsme, Ze
jednohodinové inkubace je glilostd&ujici, a Ze i vySSichéasech se jiz hodnoty smmic nengni.
Po analyze vSech variant byl tedy nejvhgjdhekvimolarni porr FMT 100 pM a Cis-Pt 100 pM
(1 h @i 45 °C).

Pro vyhodnoceni byly navrzeny intetak konstanty (IC) (Obr. 3). Bylo zji&o, Zze

k maximalnimu zvySeni interakce (az o 106 % oppatmeéru) doSlo pi zamsné konzervativnich
aminokyselin nejastji o vice nez jednu pozici mimo cysteinovy clustéfaopak zamny
aminokyselin v rdmci cysteinovych clusteredly ke snizZeni intergki konstanty (az o 10 - 100 %
oproti piméru). Nejvyssi hodnoty IC byly zaznamenany u FMTal&0, kde je zaroviepatrna
zmena v aminokyselinach nesousedicidiinm s cysteiny. U FMT 18 se jednalo o vyskyt P na
pozici ¢ 10 a u FMT 20 byla pozice 10 obsazena V a navimiveiling konzervativni
pozice 1 obsahovala T misto K. Hodnoty IC pro oM Fbyly tak o vice nez 100 % zvySené. Na
druhou stranu u fragmenEMT 2, 4, 16 byla schopnost interakce nizsfeispto, Ze vedle cystdin
byly stale konzervativni aminokyseliny S, S, P. Bow gipad FMT 4 byly konzervativni
cysteinové clustery obklopeny P misto S alecae byl konce peptidu vyraznodliSovan
zanmenou N-terminalniho D za G, cozéo za nasledek celkové zvySeni IC o 14 %. Déle bylo
zaznamenano zvySeni IC u FMT 16 a to o 6 %, ktglé fpisobeno pouze zd&mou M za S na
pozici 10.

Z dosazenych vysledijasre vyplyva, Zze zarna aminokyselin v ramci peptidovéhetizce velmi
vyznamr ovliviiuje moznosti interakce. Déle bylo ukazano, Zze edekiemicka metoda FIA-ED je
pro takovyto typ studia velmiifnosna.
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Fig. 3: Hodnoty IC vSech 23 studovanych fragnientetalothioneinu vychazejici z vypo
vzhledem k testovanym paranietr (teplota, molarni koncentrace, doba interakcepdibta
ICFMT 2 (0,43) je‘erver¥ zvyraz@na.
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ZAVER

V tomto experimentu byl za pomoci zautomatizovangtady FIA-ED studovan vliv sekvence
primarni aminokyselinové struktury peptidového fremtu pochazejiciho z kov-vazného proteinu
metalothioneinu na tvorbu interakce s cisplatindde byly ziskany vysoce unikatni a originalni
vysledky, které ukazuji, ze z&ma aminokyselinové sekvence neroviéomi a velmi &inng
ovliviiuje tvorbu interakce. Z dosazenych vyslkedkyplyva, ze nejitSi vliv na interakci
FMT s Cis-Pt maji zgny aminokyselin na pozici 1 a 10, které jsou vzdéle vice nez jednu
pozici od cysteinovych clustierkde v ramci FMT 20 a 18 pamné vyrazré ovliviiuje celkovou
interakci umisini aminokyselin P, T a V. V porovnani&rito aminokyselinami pak s velkym
odstupem ovlisiovaly interakci zrany aminokyselin P a D na pozicich 6 a 11 u FMT 4
a nasledované zamou M na pozici 10 u FMT 16.
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