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1. Uvod

Metalothioneiny (MT) patii do skupiny proteintl, které
reguluji fyziologické koncentrace tézkych a esencialnich ko-
vi. Objev MT je datovan rokem 1957, kdy Margoshes a
Vallee izolovali z koniskych ledvin nizkomolekularni pro-
tein, ktery vykazoval vysokou afinitu k iontim kadmia'?.
Rostlinné peptidy, schopné vazat ionty kovd, popsal Grill,
Winnacker a Zenk (1985) v pletivech Rauwolfia ser-
pentina™*. Ve stejném roce také Winge a spolupracovnici®
stanovili MT v prokaryotnich organismech. MT byly pu-
vodné rozdéleny do tii tfid s ohledem na jejich primarni
strukturu a organismus, z kterého byly izolovany®. Vybrani
zastupci MT jsou popsani v tabulce 1. Tfida MT-I zahrnuje
sav¢i metalothioneiny tvofené obvykle z 61 aminokyselin
s molekulovou hmotnosti 67 kDa (obr. 1a). V molekulach
sav¢ich MT-I nejsou pfitomny aromatické aminokyseliny a
20 cysteini se v primarni sekvenci vyskytuje obvykle
v téchto repeticich: Cys-X-Cys, Cys-Cys-X-Cys-Cys, Cys-
-X-Cys-Cys, kde X je oznaceni pro jinou amonokyselinu
nez cystein (viz obr. 1c). Molekula MT je tvofena dvéma
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Obr. 1. a) Aminokyselinova sekvence, b) schéma vazebnych
domén (a, B) a ¢) zastoupeni jednotlivych aminokyselin v mole-
kule lidského metalothioneinu MT1A (GenBank accession
number K01383). U primarni sekvence jsou cysteinové repetice
podtrzeny a v schématickém zobrazeni vazebnych domén jsou
ionty kovti vyznaceny (®).C: cystein, S: serin, K: lysin, G: glycin,
A: alanin, T: threonin, N: asparagin, E: glutamové kyselina, M:
methionin, P: prolin, D: asparagova kyselina, Q: glutamin, I: isole-
ucin
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Obr. 2. a) Strukturni vzorec molekuly fytochelatinu (y-Glu-Cys),-
-Gly (n=2-11), b) model struktury fytochelatinového komplexu
kadmia Cd;(PC3)y. Struktura se sklada ze ctyi molekul (y-Glu-Cys)
3-Gly, které prostfednictvim dvanacti —SH skupin vézou 3 atomy
kovu (e), karboxylové skupiny jsou vyznaceny (o)
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Tabulka I
Prehled vybranych metalothioneind 1. a II. tfidy
Organismus Oznaceni Pocet aminoky- Molekulova PoGetcys- pl*  GenBank® Lit.
proteinu selin hmotnost (Da) teind
trida MT-1
Homo sapiens MT-1A 61 6133 20 8,38  KO01383 101
MT-2 61 6042 20 8,23 V00594 102,103
MT-3 68 6927 20 4,79  M93311 8
MT-4 62 6419 20 8,38 uo07807 104
trida MT-11
Candida glabrata MT-I 62 6243 18 7,53 J05133 105
MT-II 51 5454 16 5,53 JO5134 105,106
Callinectes sapidus MT-II 58 6287 18 7,80 P55949 107

* Teoretické hodnoty izoelektricky boda (p/) byly pievzaty z databaze Swiss-Prot (ExPASy Molecular Biology
Server, zdroj: http://www.expasy.ch); "kod v bazi dat GenBank

Tabulka II

Prehled znamych fytochelatini

Organismus Nazev Vzorec Lit.

Rauwolfia serpentina fytochelatin (y-Glu-Cys),-Gly 4
homofytochelatin ($-Ala) (y-Glu-Cys),-B-Ala 108

Zea mays (hydroxymethyl)fytochelatin (Ser) (y-Glu-Cys),-Ser 109
isofytochelatin (Glu) (y-Glu-Cys),-Glu 110
desglycin-fytochelatin (y-Glu-Cys), 111

vazebnymi doménami (a, ), které jsou sloZeny z cysteino-
vych klastrt, pfi¢emz thiolové skupiny cysteinu tvoii kova-
lentni vazby s atomy kovii. N-terminalni ¢ast peptidu byla
oznacena jako -doména a m4 tfi vazebnd mista. V piipadé
a-domény (C-terminalni ¢asti) byla potvrzena schopnost vy-
vazat Gtyfi ionty kovi®’ (obr. 1a,b). Pfedpokladana struktura
vazebnych domén molekuly MT je ilustrovana na obrazku
1b. Trida MT-I je déale clenéna na Ctyti isoformy (iso-MT).
Isoformy MT-1 a MT-2 jsou bézné piitomné ve vEtSiné or-
gant, isoforma MT-3 byla izolovana z neuronti a také glio-
vych bunék, které stabilizuji a troficky zasobuji neuronové
buitky®®. Isoforma MT-4 byla pozorovana v dlazdico-
vém epitelu a je exprimovana v keratinocytech9 (tabulka I).
Ttida MT-II zahrnuje metalothioneiny pfitomné u nékterych
prokaryot, kvasinek a nizsich rostlin. Jde o peptidy podobné
zastupcim z tfidy MT-I. Rozdil mezi peptidy tiidy MT-I a
MT-II je v po€tu aminokyselin, pfi¢emz vazebné domény
jsou zachovany™'® (tabulka 1I). Peptidy pfitomné
v rostlinnych butikdch jsou oznacovany jako fytochelatiny
(rostlinné metalothioneiny)®. Diive byly fazeny do tidy
MT-III, dnes jiz byvaji spiSe povaZoviny za samostatnou
skupinu peptidi. Fytochelatiny (PC) maji primarni strukturu
(y-Glu-Cys),-Gly (cit.*'"). y-Glutamyl-cysteinova jednotka
(y-Glu-Cys), se mize opakovat 2 az 1lkrat (viz obr. 2a,
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cit."?). PC obsahuji podobné jako savéi MT-I a MT-II velké
mnozstvi cysteinit a jsou schopny vytvaret sionty kovl
komplexy (obr. 2b). Na rozdil od MT-I a MT-II, které jsou
pfimo geneticky determinovany, jsou PC syntetizovany po-
sttranslacné a to transpeptidacni reakci glutathionu (GSH)
katalyzovanou enzymem fytochelatin-syntetasou (y-Glu-
-Cys dipeptidyltranspeptidasou, cit.'").

Vyzkum MT je nejvice soustfedén na studium meta-
bolismu zinku, mé&di, kadmia a rtuti’*™"*. Za hlavni biologic-
kou funkci MT je povazovana detoxikace tézkych kova'.
MT byvaji nejcastéji studovany v organech s akumulacni
a metaloregulacni schopnosti jako jsou jatra, gonady, slezi-
na nebo nervova tkan'>""°. Casto diskutovanou otazkou je
schopnost MT transportovat atomy kovl k apoenzymim a
jejich aktivni zapojeni do homeostdzy esencidlnich prvkd.
MT vazajici zinek je schopen jej transportovat do struktu-
ry tzv. zinkovych prstii, coz jsou proteiny, které se vazou na
molekulu DNA (cit.'®). Schopnost MT transportovat kov do
regulaénich proteini ma vyznam v procesu karcinogeneze'’.
MT jsou také dilezité latky z hlediska ochrany proti radiac-
nimu'® a oxidaénimu' stresu. Posledni dobou jsou MT in-
tenzivné zkoumany v tkénich nervového systému savea®. U
isoformy MT-3, kterd je také nékdy nazyvana riistovy inhi-
bicni faktor (Growth Inhibition Factor — GIF), je predpokla-
dana jeji souvislost s Alzheimerovou chorobou®’. V piipadé
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fytochelatind byla doposud prokazana pouze funkce detoxi-
kacni, jejich vyznam pro rostlinny metabolismus esencial-
nich kovl neni dostate¢né znam.

2. Biologicky vzorek a jeho priprava pro stano-
veni metalothioneini

Postupy pro pfipravu vzorkd pro analyzu MT jsou opti-
malizovany pro studovany biologicky materidl a 1iSi se
v zévislosti na tom, zda jde o buiiky, pletiva nebo tkané. Po-
kud jsou studovany buiiky nebo jiny material, u kterého
predchazel kultivacni proces s ionty kovi, je nutné provést
promyti bun¢k pufrovanym roztokem ethylendiamintetra-
octové kyseliny (EDTA), ¢imZ jsou odstranény zbytky kul-
tiva¢niho media a vyvazany kovy adsorbované na povrch
bunék. Nejbéznéji se pouziva fosfatovy pufr (NaH,PO, +
Na,HPOy) nebo Tris-HCI. Pouzity pufr by mé¢l byt neutralni
a mit optimalni iontovou silu, aby nedoslo k piedcasné lyze
bun€k nasledkem osmotického Soku. Tato procedura je di-
lezita pro zabranéni kontaminace ionty kovii béhem homo-
genizace21.

Vzorek bunééné kultury mize byt homogenizovan pii-
mo sonikaci. Pokud neni efekt mikrovin dostacujici, jako je
tomu napt. u celistvych tkani nebo pletiv, pouziva se me-
chanicka dezintegrace v mixéru. Je také mozné pouzit zmra-
zeni vzorku v kapalném dusiku. Béhem homogenizace vzor-
ku dochdzi k rozruSeni bunétnych stén a membran. Di-
ferencialni centrifugaci 1ze oddélit bunééné kompartmenty
od cytoplazmy?'.

MT se v organismu vyskytuji, podobn€ jako vétSina
proteint, v redukovaném stavu. Aby se zabranilo oxidaci a
degradaci vzorku, pouZivaji se antioxidanty 2-sulfanyl-
ethanol®*, dithiothreitol (DTT, cit.****) nebo tris(2-karbo-
xyethyl)fosfin (TCEP, cit.”®). Pokud je nebezpe¢i mikro-
bialni infekce, hlavné je-li vzorek skladovan po delsi dobu,
pouzivéa se antibaktericidni 0,02% NaNj (cit.*’). Své uplat-
néni nachazi také inhibitory proteas, jako je fenyl-
methansulfonylfluorid*”®. V ptipadé elektrochemické ana-
lyzy se pouzivani antioxidantli a jinych latek nedoporucuje
z diivodu jejich interference a neZaddouci kompetice se stu-
dovanou latkou a povrchem elektrody. Redukéni stav pro-
teinu lze zabezpec€it udrzovanim vzorku v inertnim prostiedi
(dusik, argon)®.

Pii stanoveni MT v biologickém materidlu lze vyuZzit
odolnost MT proti termokoagulaci a precipitaci v kyselém
prostiedi. V tepelné upraveném (60 °C, 15 min) bunééném
extraktu lze vysrazet vétSinu proteind. Ziskany supernatant
obsahuje pouze termostabilni peptidy jako jsou MT**#2 Ng-
ktefi autofi navrhli vyssi teploty denaturace (95 °C, 15 min,
cit.”®), pti¢emz MT jako termostabilni peptid zistava nede-
naturovan (podrobnosti viz cit.**).

3. Elektrochemie metalothioneini
Ke stanoveni a charakterizaci kovy vézajicich peptidi a

proteind je pouzivana fada metod; jejich prehled viz cit. >
Uplatnéni elektrochemie metalothioneinti spada prednostné do
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oblasti studia vazby kovii s molekulami MT a vyvoje citlivych
potenciostatickych a galvanostatickych detektorti (biosenzort),
které by nasly uplatnéni pfi stanoveni nizkych koncentraci pep-
tidi v biologickém materialu***!,

3.1.Polarografické a voltametric-
ké techniky

Pro elektrochemické studium MT je vyznamna pii-
tomnost sirnych zbytkli na molekulach cysteinu (R-SH) a
cystinu (R-SS—R). Rada autort studovala problematiku vaz-
by iontl vazebnymi doménami molekul MT pravé elek-
trochemickymi metodami. Jako polarizovatelna elektroda je
pouzivédna rtutova kapkova elektroda (Dropping Mercury
Electrode — DME) nebo visici rtutova kapkova elektroda
(Hanging Mercury Drop Electrode - HMDE).

Vzhledem k tomu, ze thiolové skupiny cysteinu jsou
dilezité pro elektrochemické stanoveni MT, je podstatna
znalost adsorpce a reakce samotné aminokyseliny na rtut'o-
vych elektrodach®™*. Kromé rtutové elektrody bylo pro
studium elektrochemie cysteinu vyuzito médéné tuhé amal-
gamové elektrody™.

Casto pouzivanou elektrochemickou metodou pro studi-
um MT je cyklicka voltametrie (Cyclic Voltammetry — CV,
cit.***) a diferenéni pulzni polarografie (Differential Pulse
Polarography — DPP, cit.*’). Metodou DPP byla studovéna
interakce molekul MT s ionty zinku ve fosfatovém pufru.
Vzhledem k tomu, ze vazebné domény MT obsahovaly kad-
mium a zinek, byl zaznamendn signal komplexu MT s ionty
kadmia pfi E, 0,78 V a komplexu MT obsahujiciho ionty
zinku pfi £, -1,10 V (cit.”®). Dobie vyvinuté signaly je moz-
né dosahnout akumulaci MT na HMDE, ¢ehoz lze do-
sahnout katodickou rozpoustéci voltametrii (Cathodic Strip-
ping Voltammetry — CSV) a diferencni pulzni voltametrii
(Differential Pulse Voltammetry — DPV, cit.52’54). Rada
elektrochemickych studii byla provedena na fragmentu Lys-
-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala a-domény MT izolovaného z my-
Sich jater. Heptapeptid byl studovan, kromé zminénych
elektrochemickych metod, také square wave voltametrii
(SWV), ktera umoznila sledovat schopnost peptidu vytvaret
komplex s ionty zinku®. Sestdkova a spol. pouzili pro studi-
um komplext fytochelatin s Cd, Cu, Zn, u zelenych fas ro-
du Chlorella, kromé HMDE také tuhou uhlikovou a uhliko-
vou pastovou elektrodu®®>%,

3.2.Katalytické¢ reakce
na rtutové elektrodé¢

proteint

Ve tficatych letech minulého stoleti bylo zjisténo, ze
proteiny poskytuji na rtutové elektrodé dva typy katalytic-
kych signald, prenatriovou vinu®® a Brdi¢kovu reakci®.

3.2.1. Prenatriova vina
Prenatriova vina je katodickd odezva proteini za-

znamenana na rtutové elektrodé pfi negativnich potencia-
lech ptedchazejicich redukci sodnych ionti zakladniho elek-
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Obr. 3. Postup adsorp¢ni rozpoustéci pienosové techniky
(AdTS) pouZivany k nahromadéni MT na visici rtutovou kap-
kovou elektrodou (w: pracovni elektroda HMDE); A) rtutova
kapka je ponofena do kapky analytu (k), ktera je nanesena na po-
vrch parafilmu (p); B) po uplynuti casu akumulace (¢,) je elektroda
omyta v pufru (b) a C) stanoveni MT metodou chronopotenciomet-
rické rozpoustéci analyzy s konstantnim proudem (CPSA) v tii-
elektrodovém zapojeni HMDE s platinovou pomocnou (a) a refe-
ren¢ni Ag/AgCl elektrodou (r) v pufru (g — elektrochemicka na-
dobka)

b

trolytu. Typ tohoto signalu byl poprvé pozorovan Heyrov-
skym a Babitkou®. Méfeni bilkovin v piitomnosti amon-
nych ionti ukazalo, Ze katodické proudy odpovidajici za
prenatriovou vlnu souvisi s vylu¢ovanim vodiku. Cely elek-
trodovy proces je katalyzovan proteiny. Bylo navrZzeno, Ze
by tento signal mohl slouzit k jejich kvantitativni analyze.
Pozdéji se také ukazalo, ze ptivodné pouzity chlorid sodny
nebo amonny pufr, ktery se mimo jiné zc¢astiuje protonace
proteinu, miZe byt zaménén za jiny zékladni elektrolyt
s podobnou aciditou. Prenatriovou vilnu lze pozorovat pfi-
blizn€ o 100 az 250 mV pozitivnéji, nez-1i je potencial vylu-
covani zékladniho elektrolytu. Za katalytickou reakci jsou
pravdépodobné odpovédné —SH a —NH, skupiny proteinu.
Pivodni pokusy byly provadény s proteiny krevniho séra®® a
pozdgji i s mnoha dalSimi latkami, jako jsou alkaloidy, pyrimidiny
ajing™.

Prenatriové viny bylo Tomschikem a spolupracovniky
vyuzito pro stanoveni vasopresinu a angiotensinu® .
K meéfeni byla pouzita deriva¢ni chronopotenciometrie
s konstantnim proudem (Chrono-Potentiometric Stripping
Analysis — CPSA). Metodu CPSA fadime mezi galvanosta-
tické metody, kde se vychazi z derivace napéti podle Casu
(dE/d?)™" a elektrochemicky ziznam obsahuje zavislost této
derivace na polarizacnim potencialu. Chronopotenciomet-
ricky signal ekvivalentni polarografické prenatriové vin¢ byl
autory pracovné oznaden jako ,,pik H* (cit.®®). Piku H bylo
pouzito pro stanoveni MT izolovaného z krali¢ich jater
v prostiedi boratového pufru (pH 8), ktery je pravdépodob-
né protonovén podle rovnice®®:

MT + H-O-H + B(OH); — MT-H" + B(OH),” (1)
Redukce je iniciovana pfi pocate¢nim potencialu 0 V a
ukoncena pti koneéném potencialu —1,9 V. Pik H metalo-
thioneinu byl pozorovan v oblasti negativnich potencialt
kolem —1,7 V (cit.*’). Metodou CPSA v kombinaci s adsor-
pcni prenosovou rozpoustéci technikou (Adsorptive Trans-
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Obr. 4. Prenatriové signaly 100 ng.ml” metalothioneinu
(MT1A), izolovaného z krali¢ich jater s obsahem 5,9 % kadmia
a 0,5 % zinku (Sigma Aldrich), zaznamenané metodou deri-
vacni chronopotenciometrie s konstantnim proudem v kom-
binaci s technikou adsorpéniho pienosu v prostiedi a) sa-
motného elektrolytu (boratovy pufr: 0,05 mol.dm™ Na,B,0; +
0,2 mol.dm™ H;BO;; pH 8, b) s pridavkem 3 mmol.dm™ [Co
(NH;)6]Cl; a c) zavislost vySky AdTS CPSA signalu na koncen-
traci [Co(NH;)]Cl; v pufru. 100 % odpovida vysce signalu bez
ptidavku kobaltit¢tho komplexu. Experimentalni podminky: roz-
poustéci proud —1 pA, doba akumulace 120 s, potencial pfi pred-
upravé —0,1 V. Méfeni byla provadéna na pfistroji AUTOLAB
Electrochemical Instrument (Ecochemie, Utrecht, Nizozemi) v za-
pojeni s VA-Stand 663 (Metrohm, Zurich, Svycarsko) v tifelektro-
dovém systému: pracovni elektroda — HMDE, referenéni Ag/
AgCl/3M KCI a pomocna platinova elektroda. Ziskana data byla
upravena jednak matematickou korekci kiivek (GPES software),
jednak vyhlazenim (Savitzky — Golay, level 4) a opravou na za-
kladni linii (baseline correction). Experimenty byly provadény pfi
laboratorni teplote.

fer Stripping Technique — AdTS) je mozné detegovat az
femtomoldrni mnozstvi MT ve velmi malych (5 pl) obje-
mech vzorku (obr. 5, cit.*’), pti uplatnéni postupu podle
obr. 3. Bylo zjisténo, ze jak vyska, tak poloha piku H jsou
zavislé na pH zakladniho elektrolytu, coz ma pravdépodob-
né souvislost s izoelektrickou pohyblivosti (p/) proteinu.
Hodnoty p/ se u riznych MT 1isi (uvedeno v tabulce I). Ka-
talyticky proces MT je také znacné ovlivnén koncentraci
kysliku v zakladnim elektrolytu®. Ukazalo se, Ze ne-
pritomnost kysliku dramaticky snizuje vysku piku H a nao-
pak piitomnost kysliku je pro katalyticky proces ptizniva®®.
Metoda AdTS CPSA byla pouzita pro studium produkce
metalothioneinu u bun¢k kvasinky Yarrowia lipolytica, kte-
ré byly vystaveny riznym koncentracim Zn, Co, Ni a Cd
(cit.”). Piedbézné vysledky ukazuji, z¢ AdTS CPSA by
mohla nalézt uplatn&ni i pro stanoveni fytochelatini’.
Elektrodové procesy, které odpovidaji za pik H, nebyly
doposud detailné objasnény ani presto, ze vyluCovani vo-
diku je jednim z nejdéle studovanych elektrochemickych
deji. Proces vylucovani vodiku na rtutové elektrodé je cha-
rakteristicky a je popsan Heyrovského reakci: H(ads) +
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H;0"+e¢ — H, + H,0, dale Tafelovou empirickou rovnici
a rovnici podle Volmera” ™. Vzhledem ke slozitosti kataly-
tického procesu, ktery zasahuje do vyluCovani vodiku, je
kromé katalyzujiciho proteinu velmi dilezita jeho koncen-
trace, slozeni, pH a teplota zékladniho elektrolytu®®".

Nové poznatky dosazené v deriva¢ni chronopotencio-
metrii s konstantnim proudem naznacuji moznost jejiho §ir-
§iho vyuziti, s tim, ze jde o nejcitlivejsi elektrochemickou
metodu pro stanoveni proteind®*>7""2 Nejnovgjsi vysledky
ukazuji, ze detekeni limit metody lze snizit pfidanim chlori-
du hexaamminkobaltitého [Co(NH;)e]Cls, ktery je pouzivan
pii Brdi¢kové reakci, do zakladniho elektrolytu® . Touto
modifikaci 1ze dosdhnout zvySeni prenatriového signalu az o
30 %, pficemz pravdépodobné dochazi k vytvoreni slou-
¢eniny komplexu [Co(NH;3)]Cl3s molekulami MT ve pro-
spéch katalytické reakce (obr. 4). Pritomnost komplexu po-
souva potencial katalytického piku (£,) do pozitivnéjsich
potenciali pfiblizné o 30 mV (obr. 4a,b). Optimalni kon-
centrace komplexu  pro dosazeni maximalni odezvy
(3 mmol.dm™) byla stanovena titraci, coZ je ukazano na
obr. 4c.

3.2.2. Brdickova reakce

Metodu pro polarografické stanoveni proteinti obsa-
hujicich —SH skupiny na rtutové elektrodé publikoval Br-
di¢ka®"® a dale ji rozvijel Palecek a spol.”” Jde o kataly-
tické reakce proteint v Brdickové roztoku, ktery se sklada
z amoniakalniho pufru (NH4OH + NH4CI) a komplexu [Co
(NH3)6]Cl5 (cit.®*%>*7) Brdickav postup byl ptivodn& na-
vrzen pro analyzu sirnych latek jako jsou organické thio-
slouceniny (2-sulfanylpropanova kyselina, 2-(diethylamino)-
ethan-1-thiol-hydrochlorid),aminokyseliny (cystein, cystin)
a proteiny (nejéast&ji albuminy) (cit.”"”*%). Za poznamku
bezesporu také stoji moznost vyuziti Brdickou navrzeného
postupu jako diagnostické metody v klinické medicing a far-
makologii® ™. Moznosti stanoveni MT prostiednictvim Br-
digkovych proudi publikoval Olafson (shrnuto v cit.*®). By-
lo zjiSténo, Ze za katalyticky signal proteinu v BrdiCkové
roztoku jsou odpovédny limitni proudy (/). Autofi popi-
suji ireverzibilni redukci amonného komplexu Co®" podle
reakce®:

[Co(NH3)]* + ™ — [Co(NHs)e]** )
Vznikly amonny komplex je nestabilni a podléha reakci (viz
pik Co(I) na obr. 5a):

[CoNH;)s]" + ¢ + 6H,0— [Co(H,0)s]" + 6NH;  (3)
Pravdépodobné po redukci Co®* na Co*" pokrauje reakéni
mechanismus redukei komplexu [Co(H,0)s]*" na Co° (viz
pik Co(II) na obr. 5a):
[Co(H,0)6]*" + 26~ — Co° + 6H,0 4)
Samotné stanoveni MT se obvykle realizuje pfi negativnich
potencidlech a méfeni se vétSinou provadi v potencidlovém
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Obr. 5. A) Voltamogramy a B) reak¢ni mechanismus redukce 1
pg.ml™" metalothioneinu na rtut'ové elektrodé v pritomnosti
Brdi¢kova roztoku (0,1 mol.dm™ NH,OH + NH,CI + 0,001
mol.dm™ [Co(NH3)e]Cls). Elektrochemické signaly redukce kobal-
tu v Brdickové roztoku (signaly vlevo); Co(I) a Co(Il) vyznacuje
prvni a druhou redukci Co-komplext, a katalytické signaly MT
(signaly a, b vpravo) ziskané v Brdi¢kové roztoku. Dalsi podrob-
nosti8 ()ViZ. obr. 4. Schéma elektrodovych procest navrhla B. Raspo-
rova’’.

rozsahu od 0 V do —1,6 V. Na obrazku 5a (vlevo) je ukazan
DP voltamogram Brdickova roztoku bez ptidavku proteinu.
Prvni redukce komplexu Co(I) probiha kolem —0,2 V a dru-
hy redukéni pik Co(Il) je zaznamenén kolem —1,0 V. Cely
reduk¢ni proces na povrchu rtutové elektrody je katalyzo-
van vylu¢ovanim vodiku. V pfipadé samotné redukce kom-
plext kobaltu se predpoklada difuzi ¥zeny proces®. Reaké-
ni mechanismus je ovlivnén pfitomnosti —SH skupin protei-
nu a nestabilni [Co(H,0)s]*" komplex je zapojen do reakce

typu:

[Co(H,0)s]*" + R(SH), — RS,Co +2H" a
RS,Co +2¢” — Co’ + R(S), (5)
Bilkoviny a peptidy stanovované v prostiedi Brdickova
roztoku zpusobuji potlaceni proudového maxima komplexu
Co(II) (diky povrchové aktiviteé stanovovanych bilkovin nebo
peptidi)) a vznik jedné nebo dvou polarografickych vin
(nebo voltametrickych piki) proteinu v oblasti potencialti £,
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—1,2 az—1,5 V (obr. 5a, vpravo). Bylo prokéazano, zZe tuto re-
akci zpusobuji sulfidové skupiny (proteind, peptidi i jedno-
dussich latek) ve spojeni s komplexy iontd kobaltu (viz
cit.”®). Jak popisuje rovnice (J), preferuje [Co(H,0)s]*
komplex vazbu s —SH skupinou. Za prvni katalyticky sig-
nal (obr. 5a, pik a) je pravdépodobné odpovédna redukce
R(SH), komplexu, ktera probihd kolem —1,35 V. Proudova
odezva se méni v zavislosti na teploté, proto se predpoklada,
e jde o difuzi fizeny proces®*®. Vyska katalytickych signa-
1t odpovida za koncentraci MT v analytu. Koncentrace [Co
(NHz)s]*" musi byt dostate¢na viéi analyzovanému MT, aby
signal redukovaného komplexu RS,Co (obr. 5a, pik a) mohl
nartistat umérné s koncentraci proteinu. Dalsi pik (obr. 5a,
pik b) je zavisly na katalytickém vyluCovéani vodiku. Pokles
togoto piku s rostouci teplotou indikuje povrchovou reak-
ci®.

Mechanismus elektrodového procesu Brdi¢kovy reakce
neni dodnes detailné znam, predpoklada se, ze v kataly-
tickém procesu hraje vyznamnou roli komplex Co(II) s pro-
teinem. Schéma redukce MT na rtutové elektrodé
v Brdi¢kove roztoku je ilustrovano na obrazku Sb.

Pti stanoveni MT Brdi¢kovou reakci se nejcastéji vyu-
ziva metody DPP ¢i DPV. Brdic¢kova reakce byla pouzita ke
studiu fyziologickych koncentraci MT u celé fady organis-
mi, napt. Mytilus galloprovincialis®*®, Asterias rubens™,
Pachygrapsus marmoratus’, Macoma balthica®, Mus
musculus”, Scylla serrate®® a dalsi. Siroké uplatnéni nalezla
Brdickova reakce pro stanoveni MT u fady mofskych a
sladkovodnich Zivocichii (viz Olafson a spol.*”*>%). Expe-
rimentalni podminky detekce MT Brdickovou reakci byly
modifikovany, autofi se 1iSi pfedevS§im v koncentracich slo-
zek Brdickova roztoku. Rasporova a spol. pouzili k pfipravé
Brdi¢kova roztoku 2 mol.dm™ NH,Cl + NH,OH, s 1,2
mmol.dm ™ [Co(NH3)e]Cl; a redukei provadéli v rozmezi po-
tenciala od —0,9 V do —1,9 V (cit.*®). Olafson a dali na-
vrhuji pouzit pro stanoveni MT roztok o slozeni 1
mol.dm *® NH,CI + NH,OH, s 0,6 mmol.dm > [Co(NH;)e]Cls
(cit.?*?). Stanoveni proteini Brdi¢kovou reakci ma §iroké
spektrum pouziti, napt. nedavno byla publikovana prace po-
jednavajici o stanoveni Cistoty separovaného supresorového
proteinu p53 (cit.'”). Byly vypracovany metody stanoveni
proteini nejen na rtutovych, ale i na tuhych elektrodach.
Napt. Tomschik a spol. se zabyvali rozpoustéci chronopo-
tenciometrii vasopresinu a angiotensinu za konstantniho
proudu na uhlikové pastové elektrodé (CPE, cit.%).

4. Zavér

Elektrochemické metody, jako jsou DPV nebo CPSA,
umoznuji stanoveni velmi nizké koncentrace MT. Vzhledem
k vyhodam, které elektrochemické metody pfinaseji, se
elektroanalyza stala bézn¢ pouzivanou metodou pro studium
fyziologickych koncentraci MT. Jednou z piednosti je ¢aso-
va nenarocnost stanoveni MT a snadné pfiprava vzorku, na
rozdil od imunologickych technik nebo metod zalozenych
na radioaktivnim znaceni. Aplikaci adsorpéni pfenosové
rozpoustéci techniky (obr. 3) je mozné provadét analyzu ve
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vzorcich o objemu 5 pl, coz zadna dosavadni metoda neu-
moziuje. Kazda analytickd metoda ma nejen své klady, ale i
nezadouci vlastnosti. Jednim z omezeni elektrochemie je
fakt, ze neni mozné ve vzorku tkané stanovit jednotlivé iso-
formy a ze pfi stanoveni mtze dochazet k intereferencim
se slouceninami obsaZenymi ve vzorku (napf. povrchove ak-
tivni latky, slozky pufrt atd.). Jednou z vyhod elektroanaly-
zy MT je moznost stanoveni vzorku opakovat, protoZe ne-
dochéazi k jeho degradaci, jako je tomu napf. u atomové ab-
sorpcni spektrometrie, coz umoziuje studium kinetiky vaz-
by iontt do vazebnych domén MT. Budoucnost vyvoje
elektroanalytickych metod pro stanoveni MT v biologickém
vzorku je v pouziti elektrochemie v multidimenzionalni
analyze a v technologii biosenzorti.

Tato prace byla financovana z dlouhodobého zaméru
Agronomické fakulty MZLU 4321 00001, z grantii: GA CR
203/02/0422, 525/04/P132 a GA AV CR A 1163201, IGA
MZLU 3/2004.
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R. Kizek?, J. Vacek”, L. Trnkova‘, B. Klejdus®, and
L. Havel® ( Department of Chemistry and Biochemistry,
Department of Botany and Plant Physiology , Mendel Uni-
versity of Agriculture and Forestry, © Department of Physi-
cal Chemistry, Masaryk University, Brno): Application of
Catalytic Reactions on a Mercury Electrode for Electro-
chemical Detection of Metallothioneins

Metallothioneins (MTs) belong to a group of peptides
and proteins which play an important role in the metabolism
of metals in animals, plants and microorganisms. The meta-
bolic function of MTs consists not only in detoxication of an
organism but also in the homeostasis of essential metals.
This paper reports a novel approach to electroanalysis of
MTs. The electrochemical determination of MTs is based on
catalytic processes which proceed at very negative potenti-
als on mercury electrodes (from —1.7 V to —1.9 V vs. Ag/
AgCI/KCl). These processes accompanied by evolution of
hydrogen from supporting electrolyte components, include
the presodium wave and/or the Brdicka reaction. It was
found that SH groups present in MTs are responsible for ca-
talytic processes. The catalytic signal of a MT at nanomolar
concentrations can be detected on mercury electrodes using
potentiostatic electrochemical methods. The highest sensiti-
vity in the determination of MTs was observed with a galva-
nostatic method such as differential chronopotentiometric
stripping analysis (CPSA), which produces the peak H.
The coupling of CPSA with the adsorptive transfer
stripping technique (AdTS) allows the determination of
MTs at femtomol level in a low amount of sample
(5 uL). Our recent results obtained by the AdTS-CPSA
show that detection limits for particular MTs can be im-
proved by adding [Co(NH;)¢]Cl; to the analyzed sam-
ple. This is probably due to the formation of a complex
between [Co(NH;)]Cl; and MT. We assume that the peak
H can be used in physiological studies of metal metabo-
lism.



