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ABSTRAKT 

Kov-vazné proteiny jsou významnou skupinou biomolekul v ţivých organismech. 

Zastupují zde mnoho ţivotně důleţitých funkcí jako je udrţení homeostázy esenciálních 

kovů v organismu, podílejí se na detoxifikaci těţkými kovy, pomáhají antioxidačnímu 

systému vyrovnat se s volnými radikály způsobujícími oxidační stres. Řada z nich patří 

do skupiny ţivotně důleţitých enzymů, katalyzující biochemické reakce. Mimo jiné jsou 

kov-vazné proteiny součástí vrozené imunity pro boj proti patogenním bakteriím a také 

jsou výbornými transportéry nejen pro esenciální molekuly, ale mohou být vyuţity pro 

cílený transport ve velmi rozvíjející se oblasti, nanomedicíny. Existuje řada metod, jak 

lze tyto specifické proteiny studovat a sledovat jejich interakce s dalšími 

biomolekulami. Mezi základní metody patří kapalinová chromatografie, která umoţňuje 

jejich izolaci z biologických vzorků, dále byly v této práci pouţity imunochemické 

metody, spektrofotometrické metody a elektrochemické metody, pomocí kterých lze 

objasnit chování a vlastnosti těchto molekul v různém prostředí. Cílem předkládané 

práce bylo optimalizovat metody pro separaci a studium kov-vazných proteinů. 

 

Klíčová slova: kov-vazné proteiny, apoferrinin, laktoferrin, metalothionein, kapalinová 

chromatografie, spektrofotometrie, elektrochemie 



 

 

ABSTRACT 

The metal binding proteins are important group of biomolecules effects in living 

organisms. They represent series of vital important functions such as homeostasis of 

essential metals, they are involved in heavy metals detoxification, helps antioxidant 

system with free radical neutralization to prevent oxidation stress. Lot of them belongs 

to group of important enzymes catalyzing biochemical reactions. Last, but not least they 

are part of innate immunity system against pathogenes and could be utilized as a carrier 

cages in target drug therapy due to their unique transporter properties. A number of 

methods have been developed to study and observe the interactions between 

metalloproteins and specific biomolecules. First of all, the liquid chromatography 

enables isolation of required proteins from biological matrices. Further experiments 

utilized immunochemical, spectrophotometrical and electrochemical methods to clarify 

their properties and behaviour in various environments. The aim of the thesis was 

optimized analytical methods for separation and studying of the metal binding proteins. 

  

 

Keywords: metalloproteins, apoferritin, metallothionein, lactoferrin, liquid 

chromatography, spectrophotometry, electrochemistry 
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1 ÚVOD 

V současné době narůstá enormní zájem vědecké společnosti o objasnění mechanismů a 

principů vzniku řady civilizačních chorob jako je rakovina, kardiovaskulární 

onemocnění, diabetes aj, stejně tak jako vysvětlení rezistence organismu či patogenních 

mikroorganismů a virů na dosavadní léčiva. Ve vědě se uplatňují dva přístupy, které 

pomáhají objasnit příčiny a definovat důsledky civilizačních chorob; základní výzkum a 

aplikovaný výzkum.  

Základní výzkum je motivován zvědavostí a studiem vlastností přírody. Jeho cílem je 

získat znalosti o základech či podstatě pozorovaných jevů, vysvětlení jejich příčin a 

moţných dopadů při vyuţití získaných poznatků. Jeho dílčím úkolem je otevřít nové 

otázky a podnítit zájem o nalezení odpovědí. Zatímco aplikovaný výzkum je více 

zaměřený na získání nových poznatků zaměřených na budoucí vyuţití v praxi. Je to ta 

část výzkumu, jejíţ výsledky se prostřednictvím vývoje vyuţívají v nových výrobcích, 

technologiích a sluţbách. Poskytuje odezvu na to, co společnost potřebuje a co 

společnost očekává. Oba přístupy by jeden bez druhého nemohly existovat. Jedná se o 

propojený celek, díky kterému se dnešní společnost posouvá ve vývoji a pouţívá jej 

jako nástroj pro sebezdokonalení a pokrok lidstva. 

Kov-vazné proteiny jsou chápány oběma přístupy jako důleţitý předmět studia spojující 

anorganický „svět“ s organickým. Je mimořádně zajímavé, jak navzájem oba chemické 

obory spolu interagují. O to zajímavější je fakt, ţe tato interakce můţe být pro ţivý 

organismus prospěšná, ba ji ke svému ţivotu potřebuje; anebo toxická, která jej můţe 

usmrtit.  

Předkládaná disertační práce se zabývá izolací a studiem významných kov-vazných 

proteinů. V literárním přehledu je uveden momentální stav poznání této oblasti 

proteomiky a jsou popsány dostupné analytické metody pro jejich studium. Výsledková 

část je zaměřena na aplikovaný a základní výzkum interakce proteinů s kovy. Ačkoliv je 

předpokládáno, ţe v budoucnu bude řada výsledků překonána a nové otázky otevřeny, 

věřím, ţe získané poznatky pomohou obohatit vědění na úrovni analytické chemie a 

biochemie.  
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2 CÍLE PRÁCE 

 

 Literární přehled přehled týkající se kov-vazných proteinů a metod vhodných pro 

jejich studium 

 

 Optimalizace izolace a stanovení laktoferinu 

 

 Monitorování interakce metalothioneinu a apoferitinu s kov-obsahujícími léčivy a 

kovovými nanočásticemi 
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3 LITERÁRNÍ ČÁST 

3.1 Význam kov-vázajících proteinů v organismu 

Téměř jedna polovina všech proteinů v lidském organismu obsahuje iont kovu. Jedna 

čtvrtina aţ jedna třetina všech proteinů vyţadují kovové ionty pro svou správnou funkci 

(Thomson, A. J. and Gray, H. B. 1998). Vzhledem k důleţitosti této problematiky, 

zájem o studium kov-vazných proteinů značně narůstá, coţ dokládá statistika 

citovanosti daného oboru podle vědecké databáze Web of Science (Obrázek 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kov-vazné proteiny váţí ionty kovů nejčastěji mezi atomy dusíku, kyslíku nebo síry. 

Tyto donorové skupiny jsou často součástí proteinových postranních řetězců, 

imidazolových substituentů histidinových zbytků, thiolových substituentů cysteinových 

zbytků a karboxylátových skupin (Nara, Masayuki and Tanokura, Masaru 2008; Wang, 

Chu, Vernon, Robert et al. 2010; Amrein, Beat, Schmid, Maurus et al. 2012). S ohledem 

na rozmanitost metaloproteinů, bylo prokázáno, ţe v podstatě všechny zbytky 

aminokyselin jsou schopné vázat kovy. Peptidová kostra taktéţ poskytuje donorové 

skupiny, které zahrnují deprotonované amidy a karbonylová kyslíková centra. Kromě 

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1
9
6

0

1
9
6

2

1
9
6

4

1
9
6

6

1
9
6

8

1
9
7

0

1
9
7

2

1
9
7

4

1
9
7

6

1
9
7

8

1
9
8

0

1
9
8

2

1
9
8

4

1
9
8

6

1
9
8

8

1
9
9

0

1
9
9

2

1
9
9

4

1
9
9

6

1
9
9

8

2
0
0

0

2
0
0

2

2
0
0

4

2
0
0

6

2
0
0

8

2
0
1

0

2
0
1

2

2
0
1

4

2
0
1

6

Rok 

P
o
če

t 
ci

ta
cí

 

Obrázek 1: Citovanost článků obsahující klíčové slovo "metal binding proteins" od roku 
1960 do roku 2016. 
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donorové skupiny mohou další organické kofaktory fungovat jako kov-vazné ligandy 

(Yamauchi, O., Odani, A. et al. 2002).  

Různé kovy ve struktuře proteinu mohou být ve formě aktivních redoxních iontů, jako 

jsou  Fe2+, Cu2+, Co2+ a Mn2+ a neaktivních redoxních iontů jako je Ca2+ a Zn2+. Tyto 

prvky se uplatňují jako transkripční faktory pro řadu enzymů, které jsou zapojeny do 

metabolismu DNA. Aktivní redoxní kovy mohou v organismu snadno tvořit volné 

radikály poškozující biomolekuly, avšak jsou velmi vhodné pro funkci enzymů, které 

jsou součástí reakcí a přeměn aktivních sloţek obsahující kyslík (Harding, Marjorie M., 

Nowicki, Matthew W. et al. 2010). Ionty kovů hrají velmi významnou roli ve všech 

biologických systémech. Jejich interakce s proteiny mají význam pro regulaci 

proteinových struktur a pro enzymatickou aktivitu (Zitka, Ondrej, Ryvolova, Marketa et 

al. 2012). Na druhou stranu jsou tyto esenciální prvky při zvýšené hladině v organismu 

toxické. Nedostatek nebo přebytek kovových iontů můţe vyústit ve vznik genetických 

poruch, stejně tak jako vznik malnutrice můţe způsobit smrt nebo řadu závaţných 

onemocnění (Fraga, Cesar G. 2005). Bylo prokázáno, ţe abnormální příjem ţeleza je 

spojován se vznikem dědičného onemocnění hemochromatózou, anémií, aterosklerózou 

a neurologickými onemocněními jako jsou Parkinsonova, Alzheimerova Huntingenova 

choroba (Askwith, C. and Kaplan, J. 1998; Li, W., Hellsten, A. et al. 2004; Moos, T. 

and Morgan, E. H. 2004). Pro udrţení buněčné homeostázy všech iontů kovů se 

v organismu uplatňují biochemické procesy pro regulaci jejich příjmu, uskladnění a 

sekrece. Právě faktory, které kontrolují transport kovových iontů přes buněčné 

membrány, intracelulární homeostázu a regulační odezvu buněk na změnu prostředí 

byly předmětem mnoha výzkumů v předchozích letech (Radisky, D. and Kaplan, J. 

1999). Obzvláště studovanými jsou díky jejich významu v buněčném metabolismu, kde 

se uplatňují hlavně jako kofaktory mnoha enzymů divalentní stopové kovy jako Cu2+, 

Mn2+, Fe2+ a Zn2+ . Obvykle je jejich intracelulární koncentrace udrţována na stálé 

fyziologické hladině. Těţké kovy jako  Cd2+, Co2+ a Ni2+ jsou ve vysokých dávkách 

toxické pro mnoho savců, ale také pro rostliny (Islam, Ejaz Ul, Yang Xiao, E. et al. 

2007). Vlastností těchto kovů je schopnost se navázat do proteinů na místa, která jsou 

určena pro vazbu jiných prvků tak, ţe vyvazují původní iont z jeho přirozeného 
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vazebného místa (Bozhkov, Anatoliy, Padalko, Vladimir et al. 2010). Výzkumy 

ukázaly, ţe vazbou těţkých kovů do struktury DNA a jaderných proteinů vzniká 

oxidační poškození biologických makromolekul (Schroder, H. C., Di Bella, G. et al. 

2005; Zhang, Ying-Mei, Wang, Ye-Jing et al. 2006; Sebbio, Claudia, Carere, Claudio et 

al. 2014). Pro eliminaci toxicity kovů si buňky vyvinuly řadu strategií, z nichţ 

nejdůleţitější jsou transport nebo sekvestrace do organel či navázání na thiolové 

skupiny  (Hediger, M. A. 1997; Eide, D. J. 1998; Nelson, N. 1999). 

3.2 Funkce kov-vazných proteinů  

Funkce metaloproteinů závisí na jemných interakcích mezi ionty kovů, jejich koordinaci 

a stabilitě proteinové konformace. V prvním případě můţe iont kovu dominovat a při 

absenci kovu je protein zcela rozvolněn (příkladem jsou zinkové prsty). V druhém 

případě dominuje protein, který váţe iont kovu do své struktury. Tento efekt je výrazný 

u různých superoxidových dismutasových metaloenzymů (SOD). Například CuZn-

SODs (Tainer, J. A., Getzoff, E. D. et al. 1983; Zou, Yu, Sun, Yunxiang et al. 2016) řídí 

svůj redoxní potenciál a rychlost katalýzy deformací proteinové geometrie kolem Cu 

iontu. Naproti tomu, Ni-SODs (Barondeau, D. P., Kassmann, C. J. et al. 2004) vykazuje 

aktivní místo na svém N konci, který je neuspořádaný v nepřítomnosti iontu kovu. Ionty 

kovů mají tedy významnou roli v konformaci specifických míst ve struktuře proteinu a 

díky této specifitě tak tyto proteiny vykazují řadu důleţitých funkcí nezbytných pro 

ţivot. Kov-vazné proteiny lze rozdělit na základě kovu, který daný protein váţe anebo 

na základě jejich funkce, kterou celý komplex vykonává.    

3.2.1 Transportní a zásobní kov-vazné proteiny 

Transportní proteiny umoţňují přenášení iontů kovů napříč organismem a jsou ţivotně 

důleţité pro všechny typy ţivočichů. Tyto proteiny se transportu mohou účastnit přímo 

jako tzv. přenašeče, nebo umoţňují aktivní či pasivní difúzi kovů do buňky (Ruotolo, 

Roberta, Marchini, Gessica et al. 2008; Wille, Holger, Ehsani, Sepehr et al. 2010). Pro 

přehled membránových transportních proteinů byla vytvořena klasifikační databáze 

(TCDB z aj. Transporter Classification Database) dostupná z webové stránky 
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www.tcdb.org. Databáze obsahuje více neţ 10 000 proteinů, které prezentují všechny 

dosud poznané rodiny molekulárních transportních systémů všech známých organismů. 

Proteiny jsou v databázi organizovány do pěti úrovní hierarchického systému, kde první 

dvě úrovně jsou třída a podtřída, další dvě jsou rodiny a pod rodiny a poslední jsou 

transportní systémy (Saier, Milton H., Jr., Reddy, Vamsee S. et al. 2014). 

Významným proteinem náleţící do podskupiny hemoproteinů, hemoglobin, je 

principiálním přenašečem kyslíku v organismu. Jeho struktura obsahuje čtyři 

podjednotky, ve kterých jsou Fe2+ ionty koordinovány do planárních, makrocyklických 

ligandů protoporfyrinu IX a imidazolového atomu dusíku histidinových zbytků 

(Buergers, Anja C. and Lammert, Eckhard 2011). Šest koordinačních míst obsahuje 

molekuly vody nebo kyslíku (Liddington, Robert 1994; Safo, M. K. and Abraham, D. J. 

2003). Na rozdíl od hemoglobinu, myoglobin, který se nachází ve svalových buňkách, 

má pouze jednu takovou jednotku. Jeho aktivní místo je lokalizováno v hydrofobní 

kapse uvnitř molekuly. Zde se odehrává ireverzibilní oxidace Fe2+ na Fe3+. Rovnováţná 

konstanta pro tvorbu HbO2 je udrţována uvolněním kyslíku v závislosti na jeho 

parciálním tlaku v plicích a ve svalech. Čtyři podjednotky hemoglobinu vykazují 

kooperativní působení, které umoţňuje snadný přenos kyslíku z hemoglobinu do 

myoglobinu (Pin, S., Valat, P. et al. 1985; Hardison, Ross C. 2012). Transfer elektronů 

v organismu zprostředkovává skupina proteinů označovaných jako cytochromy. 

Přítomnost iontů kovu umoţňuje  metaloenzymům vystupovat v redoxních reakcích, 

které nemohou být snadno zprostředkované pomocí funkčních skupin aminokyselin. 

Atom ţeleza ve většině cytochromů obsahuje i hemovou skupinu. Různorodá 

koordinace kovu ve struktuře cytochromů rozhoduje o různém Fe2+  a Fe3+  redoxnímu 

potenciálu, díky čemuţ jsou cytochromy zapojeny do mitochondriálního elektronového 

transportního řetězce (Pelletier, H. and Kraut, J. 1992; Giorgio, M., Migliaccio, E. et al. 

2005; Dai, Yuejie, Zhen, Jing et al. 2015).  

3.2.1.1 Metalothionein 

Metalothioneiny (MTs) jsou nízkomolekulární kov-vazné proteiny, které ve své 

sktruktuře obsahují téměř jednu třetinu cysteinových zbytků. Lidské MTs mají celkově 

http://www.tcdb.org/
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11 funkčních isoforem, které mohou být rozděleny do čtyř tříd MT-1 - 4. Tyto třídy jsou 

kódovány osmi aktivními MT1 geny (MT1A, B, E, F, G, H, M a X) a jedinou kopií 

MT2 (známé také jako MT2A), MT3 a MT4. Lidský genom také obsahuje pět pseudo-

MT1 genů, které jsou odvozeny od duplikací, a které mutací ztratily funkci původního 

prenatálního MT1 (Raudenska, Martina, Gumulec, Jaromir et al. 2014). Nejčastěji se 

vyskytující isoformy MT-1 a -2, které jsou široce zkoumány v souvislosti 

s metabolismem zinku. Bylo zjištěno, ţe jsou exprimovány v mnoha typech buněk 

různých orgánů a tkání, a také v kultivovaných buňkách. Jejich funkcí je udrţování 

buněčné Zn homeostázy a vypořádávání se buňky s cytotoxicitou vyvolanou těţkými 

kovy chlelatací těchto iontů a sniţováním jejich intracelulární koncentrace (Spahl, D. 

U., Berendji-Grun, D. et al. 2003; Barbato, John C., Catanescu, Otilia et al. 2007). Dnes 

jiţ je také velmi dobře objasněn a popsán mechanismus MT vychytávání volných 

radikálů a redoxní cyklus zinku a metalothioneinu (Obrázek 2) (Lazo, J. S., Kondo, Y. 

et al. 1995), ale dosud není zcela jasné, jak se MT-1 a -2 funkčně odlišují. Oba proteiny 

mají podobnou aminokyselinovou sekvenci a indukovatelnost v odpovědi na zinek a 

různé stresové podmínky. Avšak mnoho studií nerozlišuje mezi oběma isoformami a 

jejich funkce je zatím zcela neobjasněná (Ruttkay-Nedecky, Branislav, Nejdl, Lukas et 

al. 2013).  

Transkripce MT1/2 je regulována kov-responzivním elementem vazbou transkripčního 

faktoru 1, který reguluje odezvu genové exprese na ionty kovů (Kimura, Tomoki, Itoh, 

Norio et al. 2009).  MTF-1 je základní faktor pro expresi genu MT1/2 vyvolanou 

těţkými kovy. Bylo zjištěno, ţe MTF-1 reguluje zinek-dependentní odezvu pro 

transkripci ZnT1 a ZnT2 (Langmade, S. J., Ravindra, R. et al. 2000; Guo, Liang, 

Lichten, Louis A. et al. 2010) a potlačuje expresi Zip10 (Lichten, Louis A., Ryu, Moon-

Suhn et al. 2011), coţ značí roli MTF-1 v homeostáze zinku. Tumor supresorová 

fosfatáza a homolog tensinu modulují MTF-1 zprostředkovanou expresi ZnT1 a MT 

(Lin, Meng-Chieh, Liu, Ya-Chuan et al. 2012), coţ naznačuje vztah mezi tumorgenezí a 

homeostázou zinku v organismu.  
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Obrázek 2: Redoxní cyklus metalothioneinu. Zinek navázaný na MT je uvolněn do 
zinkových zásobních a zinek vázajících proteinů pod fyziologickými oxidačními 
podminkami za tvorby MT-disulfidu (thionin). Tento proces je zesílen v přítomnosti 

volných radikálů, jako jsou nitridy oxidu (NO), reaktivními částicemi kyslíku (ROS) a 
oxidovaným glutathionem (GSSG). MT-disulfid můţe být degradován nebo v 

redukčních podmínkách redukován na MT-thiol (thionein). Tato redukce je 
doprovázena přítomností selenokatalyzátorů. MT-thiol váţe zinek a vytváří Zn-MT, 
který je termodynamicky stabilní. Přepracováno z (Gonzalez-Iglesias, Hector, Alvarez, 

Lydia et al. 2014). 

 

3.2.1.2 Feritin 

Dalším významným metaloproteinem lidského organizmu zásobní protein, který slouţí 

jako hlavní zásobní forma ţeleza - feritin. Skládá se z 24 proteinových podjednotek 

apoferitinu a v jeho struktuře je uzavřeno aţ  4500 iontů ţeleza. Většina z celkového 

mnoţství ferritinu je intracelulární a jen malá část se nachází v plazmě (Bradley, Justin 
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M., Le Brun, Nick E. et al. 2016). Feritiny se v tkáních nachází ve dvou izoformách: 

bazická izoforma ferritinu obsahuje ve své struktuře více kyselé H (heavy) podjednotky 

a slabě bazické L (light) podjednotky. Bazické izoferitiny jsou odpovědné za 

dlouhodobé skladování ţeleza a nacházejí se především v játrech, slezině a kostní dřeni. 

Kyselé izoferitiny jsou zastoupeny především v myokardu, placentě, nádorových 

tkáních a v menším rozsahu v depotních orgánech (Erikson, K. M., Beard, J. L. et al. 

1998).  

 

3.2.1.3 Přehledový článek I: 

Apoferritin applications in nanomedicine 

Heger, Z., Skalickova, S., Zitka, O., Adam, V. and Kizek, R 

Nanomedicine, 2014, 2233-2245, 1743-5889 

Podíl autora Skalickova S.: 40 % textové části práce  

 

Nanomedicína je neustále se vyvíjející vědní obor, který se snaţí zavést do klinické 

praxe moderní nanotechnologie. Zejména se jená o nanostrukturované materiály, které 

sebou přináší nové moţnosti v cíleném transportu léčiv a in vivo/in vitro zobrazování. 

Velký potenciál v tomto oboru je zaměřen na syntetické a biologické materiály, jako 

jsou fulereny, porézní křemičitanové nanočástice,nanočástice z oxidu ţeleza, zlaté 

nanočástice, uhlíkové nanotrubičky, liposomy, dendrimery, proteinové klece 

(apoferitin) a různé nanosféry. Ačkoliv jsou tyto materiály akceptovány organismem a 

nespouštějí imunitní odezvu, jsou v tomto oboru uplatnitelné také proteiny, které jsou 

organismu vlastní, a organismus je dokáţe po ukončení jejich působení zcela rozloţit. 

Nápříklad se jedná o feritiny , které jsou přítomny v mnoha ţivých organismech napříč 

evolucí a díky jejich transportní funkci, mohou být vyuţity v mnoha 

nanotechnologických aplikací. 

Cílem přehledového článku bylo shrnutí dosavadních znalostí o apoferritinu, jeho 

struktuře, vyuţití jako materiálu pro různé pouţití v medicíně a také jeho aplikace jako 
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platformy pro syntézu nanočástic. Řada studií demonstruje moţnosti uplatnění 

apoferritinů jako přenašeče léčiv pro jejich cílený transport. Apoferitin chrání 

transportované molekuly před jejich degradací, zamezuje jejich předčasnému uvolnění a 

chrání necílové tkáně před účinky přenášených terapeutik. Proteinové nanoklece mají 

také schopnost zabránit spontánní makromolekulární agregaci. Díky těmto vlastnostem, 

je apoferitin vyuţitelný v genové terapii a jako transportér uplatnitelný v léčbě různých 

onemocnění, včetně rakoviny. 
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Nanomedicine as a continuously evolving discipline is still looking for a structure with 
perfect properties that is usable as a multifunctional transporter. Great potential is 
attributed to synthetic materials such as fullerenes, porous hollow silica nanoparticles 
and single-wall nanotubes, among others. However, materials that are natural to the 
human body are more acceptable by the organism, and thus become an attractive 
approach in this field of research. Ferritins are proteins that naturally occur in most 
living organisms throughout evolution and may be a possible transporter choice. 
Numerous applications have demonstrated the possibilities of iron-free ferritins, 
called apoferritins, serving as platforms for various nanomedical purposes This article 
summarizes the advantages and disadvantages of these proteins and discusses their 
practical applications and future perspectives.

Keywords:  horse spleen ferritin • magnetic resonance imaging • nanoscale • nanotrasporter 
• photodynamic therapy • self-assembly • therapeutic agents

Ferritins (FRTs) are the major iron storage 
and detoxifying oligomeric proteins in most 
organisms, from humans through to inver-
tebrates, plants and microorganisms [1–3]. 
In such different organisms, the structure 
of FRTs varies only slightly [4,5]. Their main 
role is to prevent the harmful accumulation 
of iron inside the organism by collecting free 
iron in the form of ferrihydrite phosphate 
([FeOOH]

8
[FeOPO

3
H

2
]) in its core for fur-

ther usage of these ions as enzymatic cofac-
tors [6–9]. In nature, the interiors of FRTs 
are filled with iron, but when expressed arti-
ficially in iron-free conditions, the yielded 
apoferritins are hollow, comprising a cavity 
that can be loaded with different substances, 
including those of an inorganic and/or 
organic nature [10,11].

Based on the aforementioned properties, 
apoferritins have attracted great interest 
not only because of their nanoscale nature 
and ability to serve as transporters, but also 
because of their high stability and special 
structure [12]. Researchers in nanotoxicology 
have indicated that these pharmacological 

properties, as well as biodegradability, bio-
compatibility and nontoxicity, are crucial 
for transporting molecules [13–15], consider-
ing the fact that nanoscale materials have 
become the most rapidly developing area in 
the biomedical research field, particularly in 
the field of targeted therapy [16–18]. In this 
field, the apoferritins, as naturally occurring 
proteins, meet the requirements for targeted 
therapy. The aim of this article is to sum-
marize the knowledge regarding apoferritin 
structure, its utilization as a material for 
various nanomedicine applications and, fur-
thermore, its application as a platform for the 
synthesis of nanoparticles.

FRT protein superfamily
The FRT superfamily can be divided into 
three subfamilies: the classical FRTs; the 
bacterioferritins (BFRs); and the DNA-
binding proteins from starved cells (DPSs). 
The FRT and BFR proteins are considered 
to be maxi-ferritins, whereas DPS proteins 
are considered to be mini-ferritins. These 
three subfamilies share the same character-
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istic four-helix bundle fold [19,20]. The most significant 
difference between the FRT and BFR proteins is the 
presence of 12 heme moieties in BFRs. In addition, 
the DPS proteins form a smaller molecule made up of 
only 12 monomers with a lower iron storage capacity 
than the FRTs and BFRs and utilize unique ferroxidase 
sites [21].

Apoferritin structure
The structure of apoferritin is remarkably stable and 
robust, and it is able to withstand biologically extreme 
temperatures (up to 70°C) and a wide pH range 
(pH 2.0–10.0) for an appreciable period of time with-
out significant disruption of their quaternary structure 
[22,23]. The native, cytosolic FRTs are proteins that are 
composed of two types of subunits – H-type (heavy) 
and L-type (light) – where we can find 53% sequence 
identity [24,25]. They are encoded by separate genes 
with nonexchanangeable functions [26,27], whereas 
those from plants and bacteria contain only H-type 
chains [28]. Twenty-four FRT subunits form a spherical 
cage-shaped protein shell folded in a bundle of four 
long parallel and antiparallel α-helices (A, B, C and D) 
with a fifth shorter C-terminal helix E, inclined at 60° 
to the major helix bundle [29]. Each subunit is formed 
by an individual molecule that joins its neighboring 
subunit through noncovalent interactions in order to 
form the whole molecule with a molecular mass of 
approximately 20 kDa occurring in octahedral (F432) 
symmetry [30,31]. The apoferritin structure has six two-
fold symmetry axes, four threefold symmetry axes and 
three fourfold symmetry axes. It is known that there 
are narrow hydrophilic channels along the threefold 
symmetry axes consisting of negatively charged amino 
acids (glutamic and aspartic acid) and hydrophobic 
channels along the fourfold symmetry axes [32,33]. Sev-
eral channels transversing the shell facilitate inorganic 
or organic ions to enter and exit the protein cavity [34–
36]. The protein shell forms an inner cavity with inner 
and outer diameters of 7–8 and 12–13 nm, respectively 
[29–30,37]. The inner cavity, with an 80-Å diameter, is 
capable of storing up to 4500 Fe(III) atoms [38,39].

Apoferritin self-assembly ability
The self-assembling ability of apoferritin is widely used 
by researchers in the field of nanomedicine because the 
protein cage may be reversibly disassociated in unfavor-
able environments and after a change in the environ-
ment, the conditions may be reconstituted backwards, 
retaining the therapeutic agent in its cavity. The same 
principles are also applied for the enclosure of contrast 
agents in imaging protocols. This natural ability is 
advantageous in many ways: the resulting nanopar-
ticles form size-uniformed cavities, and thus encapsu-

lation of cargo can be highly reproducible; the encap-
sulation protocol is simple, based only on changes to 
environment conditions; and the undesired release of 
cargo in blood vessels is eliminated due to the absence 
of the required conditions. The overall scheme of the 
encapsulation of target molecules into apoferritin cages 
is shown in Figure 1. The properties of the FRT assem-
bly were first found in natural horse spleen FRTs in 
1978 [40]. The protein cage can be disassociated into all 
24 subunits at low pH (2.0) and the subunits can be 
reconstituted backwards under the influence of higher 
pH [41]. As was observed using synchrotron small-
angle x-ray scattering in the presence of an environ-
ment with a pH below 0.8, the disassembled subunits 
aggregated, which is attributed to the denaturation of 
the stable protein structure of FRTs [42]. The overall 
assembly mechanism of apoferritin was first designed 
by Gerl and Jaenicke using data obtained by intrinsic 
fluorescence, far-UV circular dichroism and glutaral-
dehyde cross-linking experiments [43]. The apoferritin 
self-assembled product was formed during a series of 
reactions with a mixture of partially assembled sub-
units, including monomers, most frequently trimers, 
hexamers and dodecamers [43]. It was also shown that 
two hexamers could be used to form a dodecamer, and 
two dodecamers could assemble into a 24-mer. These 
results led to a refined model where the 24-meric cage 
assembles from a dimer (M2) via tetramers (M4) and 
hexamers (M6) [40].

Apoferritin utilization for targeted imaging
As drug or contrast agent carriers, apoferritins could 
protect their cargo against degradation and prereleas-
ing, which would cause undesired side effects. As has 
been described previously, apoferritins may effectively 
carry a cargo towards different types of tissue, as shown 
in Figure 2. In this area, it can be mentioned that the 
apoferritins may be efficiently taken up from blood 
by their specific receptors, SCARA5 [44,45] and TfR1. 
Moreover, the amount of apoferritin that is taken up 
can be quantitatively visualized when the protein is 
loaded with an MRI contrast agent, such as gadolin-
ium and/or manganese [46,47]. Manganese–apoferritin 
complexes were used as highly sensitive MRI contrast 
agents for the detection of hepatocellular carcinoma 
based on manganese–apoferritin complex uptake by 
liver SCARA5 [48]. When injected into hepatitis B 
virus-transgenic mice with spontaneously developed 
hepatocellular carcinoma, manganese–apoferritin 
enabled the clear distinguishing of healthy liver tissue 
and tumor lesions as hyperintense and hypointense T

1
-

weighted magnetic resonance images. The apoferritin-
encapsulated gadolinium, as a possible candidate for 
a new MRI contrast agent, was suggested by Makino 
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Figure 1. Overall scheme of apoferritin reversible disassociation under the influence of pH changes. 
(A) Twenty-four subunits divided into H- and L-subunits form the stable apoferritin protein molecule. (B) Low 
pH (below 2.0) protein disassociates reversibly into the basic 24 subunits. (C) The addition of the TM required for 
complex formation follows. (D) After an increase of the pH value of solution, the protein molecule reconstitutes, 
thus encapsulating the target molecules in its inner cavity. 
APO: Apoferritin; TM: Target molecule.
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et al. [44]. Gadolinium was efficiently encapsulated into 
the apoferritin cavity and enhanced the T

1
 relaxivity 

to as much as tenfold higher than the commercially 
used contrast agent gadolinium-DOTA. Furthermore, 
the in vivo blood clearance time of apoferritin was pro-
longed by its surface modification with dextran. An 
increased accumulation of this complex was observed 
mainly in the tumor region due to passive targeting via 
enhanced permeability and retention effect. Moreover, 
single-dose toxicity tests showed no serious side effects 
[44]. It was previously shown that the modification of 
apoferritin with the substrate peptides of MMP-2 and 
a hydrophilic polymer (PEG) may cause the aggrega-
tion of nanoparticles initiated by the action of a tumor-
associated protease, MMP-2, leading to T

2
 shortening 

on MRI [49]. Sun et  al. demonstrated that two gold 
nanoclusters localized at the ferroxidase active sites of 
the FRT H-chain nanocomplex not only retained the 
intrinsic fluorescence properties of gold, but also gained 
enhanced intensity with a red shift and exhibited tun-

able emissions due to the coupling interaction between 
paired gold clusters bound in the H-chain of apoferritin 
[50]. Furthermore, this complex showed an organ-spe-
cific targeting ability due to the high expression of the 
FRT receptor SCARA5 in kidney cells, the high bio-
compatibility and the low cytotoxicity. Such agents are 
very promising for in vitro and in vivo imaging [50]. The 
importance of the possibility of apoferritin outer-shell 
functionalization was shown by Valero et al. [51]. In this 
case, apoferritin-enclosed nanomaghemite was modified 
with N-acetyl-d-glucosamine and d-mannose, and the 
carbohydrate-functionalized apomaghemite nanopar-
ticles retained their recognition abilities, as demon-
strated by the strong affinity with their corresponding 
carbohydrate-binding lectins. The in vivo MRI studies 
showed the efficiency in contrasting images, where the 
r

2
 nuclear magnetic resonance relaxivities, as well as the 

precontrast and postcontrast T
2
*-weighted images, were 

comparable with those obtained from the commercially 
used Endorem® (Guerbet, Villepinte, France).
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Figure 2.  Apoferritin may be simply exploited as a nanotransporter, bearing various contrast agents. (A) Contrast 
agents may be encapsulated into the apoferritin cavity in the classical way. (B) After encapsulation, the surface of 
the apoferritin–contrast agent complex may be functionalized through antibodies or carbohydrates in order to 
form targeted imaging conjugates. (C) After application of the apoferritin–contrast agent, the complex is driven 
by recognition elements placed on its surface towards the required location. Moreover, the apoferritin protects 
the cargo against undesired degradation. (D) After exposure to a strong magnetic field produced by MRI, a 
radiofrequency signal is emitted and, subsequently, the contrast between different tissues is determined.
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Apoferritins as drug nanotransporters
The first mention of the ability of FRTs to encapsu-
late anticancer therapeutics was published in 2005 by 
Simsek and Kilic in their paper entitled ‘Magic fer-
ritin: a novel chemotherapeutic encapsulation bullet’ 
[52]. Seven years later in 2012, Kilic et  al. formed an 
apoferritin complex with doxorubicin, a commonly 
used cytostatic drug [53]. The doxorubicin encapsula-
tion was carried out using direct and step-wise changes 
of the pH of the solution from 2.5 to 7.4. It was found 
that up to 28 molecules of doxorubicin could be cap-
sulated per apoferritin protein and no significant drug 
leakage occurred over several days’ storage [53]. In the 
same manner, doxorubicin was encapsulated into bio-
tinylated apoferritin whose surface was modified with 
streptavidin-functionalized magnetic particles [54]. 
This complex can be tracked by fluorescence detec-
tion and, furthermore, be applied in targeted transport 
using an external magnetic field. Other cytostatics, 
such as carboplatin, cisplatin [55,56] or daunorubicin 
[57], can also be encapsulated in the apoferritin cav-
ity and the drug-loaded protein has cytotoxic effects 

on tumor cells (summarized in Table 1). Although 
apoferritin exhibits great attributes for serving as a 
platform for nanomedicine, the possible undesired 
immune response of patients still exists. The ideal 
nanotransporter has to go through the body unde-
tected by immune system. Despite evidence that exces-
sive amounts of apoferritin administered for long peri-
ods can trigger immune complex glomerulonephritis 
in mice [58], there is still a lack of evidence regarding 
immune responses in human.

In addition to its well-documented encapsulation 
capacity, apoferritin can also bind specifically to a vari-
ety of cell types due to the presence of FRT receptors on 
the surfaces of various cells [63–65]. Besides SCARA5, 
only one FRT receptor in human cells, TfR1, has been 
shown to bind both FRT (via binding with H-subunit 
of the protein) and transferrin [66]. The internaliza-
tion of apoferritin is performed by clathrin-mediated 
endocytosis (also called receptor-mediated endocyto-
sis) [67] during the acidification of endosome, thus the 
cargo is released gradually (Figure 3). Moreover, the 
functionalization of the protein surface with various 
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types of antibodies may offer the possibility to trans-
port cargo towards the required site very specifically. 
As was shown by Cutrin et  al., the encapsulation of 
curcumin, a therapeutic with antioxidant and anti-
inflammatory properties, inside the apoferritin cavity 
significantly increased its stability and bioavailability 
[47]. This complex was used to attenuate the thioacet-
amide-induced hepatitis, and mice pretreated with 
the intraperitoneal administration of apoferritin–cur-
cumin showed significantly attenuated hepatic injury 
as assessed by measuring alanine aminotransferase 
activity [47]. In addition, the cytostatic drug 5-fluoro-
uracil (5-FU) can be sequestered into the void space of 
the apoferritin modified with gold in order to produce 
a nanoscale hybrid apoferritin modified with gold car-
rying 5-FU. Gold-modified apoferritin then serves as 
a bionanochemosensitizer, rendering tumor cells more 
susceptible to 5-FU by cell-cycle regulation, therefore 
leading to a significant decrease in the IC

50
 value of 

5-FU in a human carcinoma cell line (HepG2) from 
138.3 to 9.2 μM [59]. Bradshaw et al. proposed a com-
plex comprising lead(II) sulfide quantum dots enclosed 

in an apoferritin cage, and it was shown that after the 
application on colorectal carcinoma cells, they failed to 
recover their proliferative capacity [60]. Moreover, the 
generation of reactive oxygen species triggered their 
apoptosis. By contrast, the apoferritin–lead(II) sulfide 
quantum dot complex did not negatively affect non-
tumor human microvessel endothelial HMEC-1 cells 
[60]. Genetic modification of the protein can lead to the 
presence of a peptide with a required sequence on the 
surface. Zhen and colleagues genetically modified FRT 
with the Cys–Asp–Cys–Arg–Gly–Asp–Cys–Phe–Cys 
(RGD4C) peptide, showing affinity towards tumor 
cells through the RGD–integrin α

v
β

3
 interaction [10]. 

Doxorubicin-loaded RGD FRT nanocages exhib-
ited longer circulation times, higher tumor uptake 
and tumor inhibition. In addition, these nanocages 
decreased cardiotoxicity compared with free doxoru-
bicin. Apoferritin can also be fused to other proteins 
in order to form chimeras. With the insertion of hem-
agglutinin onto the interface of adjacent apoferritin 
subunits, the spontaneously assembly and generation 
of nanoparticles with immunization attributes were 

Table 1. Overview of apoferritin utilization in drug delivery.

Cargo Complex Application Apoferritin role Ref.

DOX APO–DOX – Encapsulation concept [52]

DOX APO–DOX – Drug leakage elimination [53]

DOX MPs@APO–DOX – Encapsulation and surface 
modification

[54]

Cisplatin-; 
carPt

APO-cisplatin-; carPt – Improvement of drug toxicity 
profiles

[55]

Cisplatin-; 
oxali-; carPt

APO-cisplatin; oxali-; carPt PC12 Enhancement of platinum-based 
drug uptake

[56]

Daunorubicin APO–DNR–PLAA – Modification to improve complex 
stability

[57]

Cur; Gd APO–Cur–Gd Mice with 
thioacetamide-induced hepatitis

Enhancement of Cur and Gd 
stability and bioavailability

[47]

5-FU APO–AuNP–5-FU HepG2 Chemosensitization, decrease of 
drug IC50

[59]

PbSQDs APO–PbSQDs CRCs Platform for theranostics – imaging 
and treatment

[60]

X APO–BIBA–PNIPAAm–DMIAAm – Surface modification to provide 
specifity

[61]

DOX APOfilm–DOX – Controllable drug delivery and 
release

[62]

DOX RGD@APO–DOX U87-MG Increased tumor uptake and 
circulation time, decreased 
cardiotoxicity

[10]

5-FU: 5-fluorouracil; APO: Apoferritin; APOfilm: Apoferritin mesoporous film; AuNP:Gold nanoparticle; BIBA: 2-bromo-isobutyric acid; CarPt: Carboplatin; 
CRC: Colorectal carcinoma cell; Cur: Curcumin; DMIAAm: 2-(dimethyl maleinimido)-N-ethyl-acrylamide; DNR: Daunorubicin; DOX: Doxorubicin; 
Gd: Gadolinium; MP: Magnetic particle; Oxali-: Oxaliplatin; PbSQD: Lead(II) sulfide quantum dot; PLAA: Poly-l-aspartic acid; PNIPAAm: Poly(N-isopropyl acrylamide); 
X: No cargo defined.
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Figure 3. Apoferritin may protect chemotherapeutic agents against the tissue environment and thus significantly 
decrease the unwanted effects of these substances. A scheme of clathrin-mediated endocytosis is shown, 
demonstrating how the protein molecule is internalized into most types of cells. (A) Apoferritins establish binding 
with ferritin receptors. (B) After binding is established, clathrin polypeptides are attracted by the adaptor complex 
AP-2 and (C) clathrin polypeptides provide a coating of a vesicle lattice. (D) After the vesicle is formed, clathrin is 
removed and used for another purpose. In this fashion, the formed vesicle is transformed into an endosome. Due 
to endosome acidification, the chemotherapeutic agent may be released into the intracellular space gradually.

Cell membrane

CA
CA

CA

Ferritin
receptor

AP-2 complex
α-adaptin
β 2-adaptin
μ 2-chain
σ 2-chain

Clathrin

Uncoating

Re-use

future science group

Review    Heger, Skalickova, Zitka, Adam & Kizek

achieved [68]. Immunization with this nanostructure 
exhibited a decrease (more than tenfold) in hemag-
glutinin antibody titers when compared with licensed 
inactivated vaccine.

Bionanoparticles with the ability to form stable 
emulsion droplets decorated with polymer-modified 
apoferritin with potential to be cross-linked were pre-
pared by grafting thermoresponsive poly(N-isopropyl 
acrylamide) and photo-crosslinkable 2-(dimethyl 
maleinimido)-N-ethyl-acrylamide to the protein sur-
face. This structure allows the formation of capsules 
with thermoresponsiveness for controlled release 
purposes [61]. Efficient drug delivery platforms with 
controllable releasing speeds were constructed using 
mesoporous apoferritin thin films [62]. Composite 
nanofibrous dispersions of nanostrands and proteins 
were formed by assembling negatively charged proteins 
on the highly positively charged nanostrand surfaces. 
Moreover, these films also hold promise for applica-
tions in recovering dyes from dye waste waters. The 
structures constructed in this manner show highly 

diverse possibilities for apoferritin utilization, not only 
in form of nanotransporters, but also for the formation 
of functionalized materials with potential extending 
beyond the boundaries of nanomedicine applications.

Apoferritins in photodynamic therapy
Another form of apoferritin utilization for medical 
purposes is in photodynamic therapy in cancer treat-
ment. Photodynamic therapy is s a new therapeutic 
modality that is emerging as a powerful tool against 
malignant tumors [69]. This strategy is based on the 
action of photosensitizers (i.e., molecules that may 
accumulate preferentially inside tumor cells, where 
they exert a cytotoxic effect after excitation by light 
at appropriate wavelengths) [70]. Upon the absorption 
of light, the photosensitizer is promoted to an excited 
state and undergoes crossing with oxygen, resulting in 
singlet oxygen, which aggressively attacks any organic 
compounds, and thus become highly cytotoxic. When 
used as a delivery system for photosensitizers to the 
intracellular space, the apoferritin nanocage acts as a 
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unique transporter that protects loaded photosensitiz-
ers from reactive biomolecules in the cell membranes. 
This enables further targeting of singlet oxygen upon 
specific light irradiation to tumor cells only (Figure 4). 
As was shown by Yan and colleagues, a Methylene 
Blue-encapsulated apoferritin complex exhibits cyto-
toxic effects, as tested on MCF-7 human breast adeno-
carcinoma cells, when irradiated using the appropriate 
wavelength [71]. In addition, it was demonstrated that 
the encapsulation of Methylene Blue into apoferritin 
via the reassembly process controlled by pH is useful a 
tool for photodynamic therapy. When the complex was 
irradiated at the appropriate wavelength (633 nm), it 
showed a positive effect on singlet oxygen production 
and therefore cytotoxic effects on the MCF-7 human 
breast cancer cell line [72]. It was demonstrated a com-
plex with zinc hexadecafluorophthalocyanine ZnF

16
Pc 

[5] to behave as a potent photosensitizer [73]. The sur-
face of the resulting conjugate was modified with 
RGD4C, formed by Cys–Asp–Cys–Arg–Gly–Asp–
Cys–Phe–Cys, and the complex may specifically tar-
get tumor tissue through RGD–integrin interactions. 
Using light irradiation, phototoxicity was induced 
while leaving normal tissues unaffected. Due to can-
cer angiogenesis, resulting in an enhanced perme-
ability and retention effect, most types of cancers are 
especially active in both the uptake and accumulation 
of nanotransporters carrying drugs and/or photosen-
sitisers [74] This phenomenon makes them vulnerable 

to photodynamic therapy, and so the utilization of 
apoferritin as a photosintetizer nanotransporter offers 
promising prospects for the future of cancer therapy.

Apoferritins in biosensors/bioassays
Apoferritins may also be used as a part of very sensi-
tive bioassays or biosensors. Applications of nanomate-
rials in electrochemical DNA biosensors and bioassays 
are reviewed elsewhere [75–77], and apoferritin is one of 
the more well-discussed nanostructures. In this field of 
applications, Kim et al. genetically engineered apofer-
ritin by fusing GFP to its C-terminus and subsequently 
used this for chemical conjugation to DNA aptamers via 
each GFP’s cysteine residue that was newly introduced 
through site-directed mutagenesis [78]. Furthermore, 
the DNA–aptamer-conjugated complexes were used as 
a fluorescent reporter probe in the aptamer-based ‘sand-
wich’ assay of the PDGF B-chain homodimer, which 
is considered to be a tumor marker. The limit of detec-
tion obtained with this bioassay was lowered to the 100 
fM, and the assay sensitivity was significantly enhanced 
compared with standard immune-based detection. 
Versatile nanoparticle labels based on apoferritin were 
demonstrated by Liu et al. [79]. Their concept of using 
hexacyanoferrate(III) and fluorescein as model mark-
ers for loading into the cavity of apoferritin with an 
amino-modified DNA probe conjugated on its surface 
was used as a label for electrochemical DNA detection 
in connection with a magnetic bead-based sandwich 

Figure 4. Apoferritins may serve a useful tool in guiding of photosensitizers to the required site of a tissue 
and protecting photosensitzers against the undesired effects of environment. (A) After irradiation with light, 
(B)photosensitizers absorb a photon, and subsequently, an electron is excited to the first excited singlet state. 
(C)This further relaxes to the more long-living triplet state. (D) The triplet-state electron interacts with molecular 
oxygen, leading to the formation of ROS, thereby damaging cells. 
ROS: Reactive oxygen species.
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hybridization assay. This method included double-
hybridization events with probes linked to the biofunc-
tionalized apoferritin and to magnetic beads, along 
with magnetic separation of the target DNA-linked 
magnetic bead–apoferritin assembly. As was mentioned 
in review by Pumera et al., a number of metals exist that 
can be introduced into the apoferritin cavity and thus 
pave the way for different multiplexed assays [80]. Novel 
nanobioparticles that have been synthesized for these 
purposes represent a large potential for future applica-
tions, bringing new possibilities for the electrochemical 
biosensing of proteins or DNA.

Apoferritins as precursors for nanoparticles 
crafting
Because of its unique cavity structure, apoferritin has 
been widely  used as a biotemplate for size-restricted 
bioinorganic nanocomposite synthesis [22,32,81–86], 
forming the nanoparticles with consistent size and 
shape, monodispersion and biocompatibility [87]. 
These nanocomposites may further find several appli-
cations in the field of nanomedicine, such as MRI con-
trast agents [88,89], as parts of various nanotransporters 
[90,91] or as smart theranostic platforms [92]. In the case 
of iron, Fe2+ ions are attracted by a negative charge on 
the outer surface surrounding the hydrophilic three-
fold channels of the molecule and pass through them. 
Ions are subsequently condensed and oxidized at nega-
tively charged amino acid sites on the inner surface in 
order to form iron oxide nanoparticles. The synthe-
ses of Fe

3
O

4
–γ-Fe

2
O

3
, MnOOH, CoOOH, CeO

2
 or 

Co
3
O

4
 typically requires the addition of oxidants, such 

as O
2
 or H

2
O

2
 [22,93]. For the synthesis of Ca, Ba, Ni or 

Cr oxoanion compounds, the addition of an oxoanion, 
such as carbonate or phosphate, is necessary [94,95]. The 
mechanism of the permeation of positively charged ions 
through the channels was elucidated using x-ray crys-
tallographic observation of apoferritin metal-binding 
sites [96]; however, it remains unclear how the anions 
enter the apoferritin cavity. Solving this issue could 
enhance the effectiveness of nanoparticle synthesis.

Apoferritin in gene therapy
Gene therapy includes the insertion, removal or modi-
fication of defective gene(s) for the treatment of geneti-
cally inherited diseases. The commonly used trans-
porters for gene delivery are viral vectors, liposomes, 
peptides and cationic polymers [97–100]. In addition 
to excellent knowledge regarding the genetic nature 
of a disease and the specific gene sequence, it is also 
important to select a suitable vector. The main require-
ments of the gene delivery vector are the protection of 
delivered nucleic acid against nucleases, targeting and 
the ability to disrupt the endosomal membrane, thus 

delivering the DNA to the nucleus [101,102]. Among the 
main obstacles against gene delivery vectors, aggrega-
tion, instability, toxicity and the propensity to be cap-
tured by the mononuclear phagocyte system [103] are the 
most significant. There is evidence of the aggregation of 
nonviral transporters, which could cause embolization 
[104]. Although the usage of apoferritin as a gene vec-
tor has not yet been published, it exhibits a few advan-
tages; however, it is necessary to study apoferritins due 
to their colloidal behavior, charge, possession of elec-
trostatic repulsion and the stability of the encapsulated 
DNA. Apoferritin cages possess a net negative charge at 
neutral pH that ensures its excellent solubility in water 
[105]. Due to apoferritin’s outer surface positive charge, 
the protein may be easily modified, as was shown in 
the case of apoferritin with incorporated anionic ligand 
poly-l-aspartic acid into its structure [57]. In another 
study, apoferritin was modified by poly(ethylenimine) 
[106], which was employed for nonviral gene delivery 
[107,108]. The suggested method of entry of cationic gene 
delivery systems is by  nonspecific adsorptive endocy-
tosis followed by the clathrin-coated pit mechanism 
[109,110], because negatively charged nonviral vectors 
present on the cell membrane are able to interact with 
the positively charged systems.

Conclusion & future perspective
One of the main goals of nanomedicine is to create a 
nanocarrier that can efficiently and specifically deliver 
therapeutic agents to target sites in the body. Moreover, 
in order to enable efficient and specific delivery, a nano-
carrier needs to have the ability to be easily modified. 
The replacement of synthetic materials, such as porous 
hollow silica nanoparticles, single-wall nanotubes and 
fullerenes, among others, with natural materials that 
are more acceptable to many organisms has become an 
attractive approach in this field of research.

Today, new insights into mechanisms of pH-sen-
sitive vectors are being intensively studied [111–114], 
because pH values in tumors and other pathologically 
affected tissues dramatically change [115,116] and pH-
sensitive vehicles, such as apoferritin, may serve as a 
promising tool for gene delivery systems. Apoferritin 
proteins may self-assemble into multisubunit, hol-
low, nanoscale cages with affinity towards SCARA5 
and/or TfR1, and they have the potential to be modi-
fied through synthetic recognition molecules or geneti-
cally in order to form chimeric proteins or peptides on 
its surface. Due to their high stability, special struc-
ture and excellent nanotoxicological properties, such 
as biodegradability, biocompatibility and nontoxic-
ity, apoferritins are the focus of many drug-delivery 
studies, synthesizing contrast agents in MRI, devel-
oping platforms for nanomaterial synthesis or bioas-
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says. Particularly for nanomedical purposes, apofer-
ritin meets the special requirement of being a widely 
used nanotransporter with the capability to protect 
its cargo against degradation. Moreover, apoferritin 
may eliminate the early release of its load and thus 
protect tissues against the adverse effects of various 
therapeutic agents. Importantly, the size uniformity 
of protein cages offers simplicity and reproducibility 
for cargo encapsulation. Protein nanocages also avoid 
random macromolecular aggregation. Apoferritin also 
has potential for applications in gene therapy, due to its 
properties of loading with a cargo and transport it to 
the required location. However, the lack of human tri-
als of apoferritin means that there are insufficient data 
to determine whether the use of apoferritin is better 
than the use of traditional drugs. Despite the fact that 
apoferritin was previously linked with glomerulone-
phritis as a results of immune responses in mice [58,117], 
this may not be a problem when used in humane medi-

cine. In case of undesired immune responses, FRT 
proteins can be extracted from the patient’s body, car-
rying out the process of iron removal and subsequent 
drug encapsulation. This protein, which is extracted 
from bodily tissue, connects the terms ‘nanomedicine’ 
and ‘personalized medicine’ into a powerful weapon 
that is applicable in fighting various diseases, includ-
ing cancer.
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Executive summary

Background
•	 Nanomaterials of natural origin are of great interest in medicine for the transporting and targeting of drugs.
•	 The encapsulation of drugs into these nanomaterials can also markedly decrease side effects.
Multitasking apoferritins
•	 With their self-assembling ability, apoferritins represent promising nanotransporters.
•	 Due to their ability to encapsulate various molecules, apoferritins may also be used in imaging protocols and 

photodynamic therapy.
•	 Biosensing can be considered as a potential field of application due the ability of apoferritins to interact with 

nucleic acids.
•	 Apoferritins may also be loaded with various chemicals in order to produce other nanomaterials.
Conclusion & future perspective
•	 Due to their excellent properties of withstanding various environmental influences, apoferritins may eliminate 

the early release of their load and thus protect tissues against the adverse effects of various therapeutic 
agents. Moreover, the cationic nature of the protein’s outer surface enables simple surface modification in 
order to increase transporter specificity.

•	 There is great potential in the field of gene therapy for this material.
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3.2.3 Metaloenzymy 

Enzymy, které jsou závislé na iontech kovu jako kofaktorech, spadají do dvou kategorií: 

(i) kovem aktivované enzymy a (ii) metalloenzymy. Jak vyplývá z názvu, kovem 

aktivované enzymy jsou vybuzovány k větší katalytické aktivitě přítomností mono nebo 

divalentních kovových iontů z okolního prostředí proteinu. Kovy mohou aktivovat 

substrát (např Mg (II) s ATP), přímo enzymem nebo vstoupit do rovnováhy s vyuţitím 

iontového náboje enzymu pro poskytnutí vhodných podmínek při vazbě substrátu nebo 

katalýze. Z tohoto důvodu kovem aktivovaný enzym vyţaduje přebytek kovu asi 2-10 

krát vyšší, neţ je koncentrace enzymu (Medyantseva, E. P., Vertlib, M. G. et al. 1998). 

Díky slabé vazbě kovu k proteinu, kovem aktivované enzymy typicky ztrácejí aktivitu 

během jejich purifikace. Příkladem je inaktivace pyruvát kinázy, která během dialýzy 

ztrácí ionty K+ potřebné k její aktivitě (Kumar, S. and Barth, A. 2011). Naproti tomu 

metaloenzymy mají kovový kofaktor pevně navázán do specifického regionu na 

povrchu proteinu. Některé mohou dokonce vyţadovat více neţ jeden iont kovu a v méně 

častých případech můţe metalloenzym obsahovat dva různé kovové ionty jako je tomu 

v případě Cu2+, Zn2+  superoxid dismutasy (Hoffman, B. M. 2003). Metaloenzymy jsou 

schopny se přirozeně účastnit většiny katalytických reakcí z hlediska jejich aktivity, 

selektivity a schopnosti působit za mírných podmínek. Tak jako u ostatních enzymů, 

tvar aktivního místa metalloenzymů hraje důleţitou roli v pro jejich funkci. Iont kovu je 

často lokalizován v místě, které zapadá do substrátu (Pordea, A. 2015). 

3.2.4 Metaloproteiny singnální transdukce 

Signální transdukce zahrnuje přenos informace z vnějšku buňky do jejího jádra 

k vyvolání biologické odezvy pomocí tzv. signálních molekul a na ně reagujících 

receptorových molekul. Jejich společným rysem je, ţe dokáţí zesílit buněčnou odezvu 

aţ 104–105 krát. Buněčné receptory mají ve své struktuře obvykle dvě domény. Pomocí 

jedné domény je navázána signální molekula na specifický ligand a pomocí druhé 

domény je zprostředkována biologická odpověď, tzv. efektorová doména. Příkladem 

metaloproteinů signální transdukce je kalmodulin (Marshall, C. B., Nishikawa, T. et al. 
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2015). Jedná se o malý protein, který obsahuje čtyři EF-hand motivy, všechny schopné 

vázat Ca2+ ionty. Ve smyčce EF-hand motivu je Ca2+ iont koordinován do pentagonální 

bipyramidální konfigurace. Šest reziduí molekul kyseliny glutamové a asparagové je 

zapojeny do této vazby na pozicích 1, 3, 5, 7 a 9 polypeptidového řetězce. Na pozici 1 je 

glutamátový nebo asparagový ligand, který se chová jako bidentátní a poskytuje dva 

atomy kyslíku. Devátý zbytek ve smyčce je obsazen glycinem kvůli konformačním 

poţadavkům páteře molekuly. Koordinační sféra vápenatého iontu obsahuje jen 

karboxylátový atom kyslíku ale nikoliv atom dusíku, coţ odpovídá pevné povaze 

vápenatých iontů. Protein má průměrně dvě symetrické domény oddělené flexibilním 

závěsným regionem. Vazba vápníku pak způsobuje konformační změnu (Kovacs, Erika, 

Harmat, Veronika et al. 2010). Kalmodulin se podílí na vnitrobuněčné signalizaci, 

například při regulaci CHR genu (Obrázek 3). V závislosti na buněčném kontextu 

aktivuje celou řadu enzymů, například adenylátcyklázu, cytosolickou fosfodiesterázu, 

kinázu lehkého řetězce myosinu, Ca2+/Mg2+ ATPázu červených krvinek či fosforyláza 

kinázu (Penniston, John T., Caride, Ariel J. et al. 2012; Selwa, Edithe, Laine, Elodie et 

al. 2012; Bisserier, Malik, Berthouze-Duquesnes, Magali et al. 2015; Doroudi, Maryam, 

Schwartz, Zvis et al. 2015).  

Dalším významným kov-vazným proteinem je troponin, který je součástí srdeční a 

kosterní svaloviny. Produkce svalové síly je zde řízena změnou intracelulární 

koncentrace vápníku. Obecně, pokud hladina vápníku roste, svaly jsou v kontrakci a 

pokud hladina vápníku klesá, svaly se dostávají do relaxované formy (Li, Monica X. 

and Hwang, Peter M. 2015).  
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Obrázek 3: Schéma vnitrobuněčné signální dráhy pro regulaci CRH genu 

(kortikotropin uvolňující hormon). Neurotrasimentr stimuluje adenyl cyklatásu přes G 
protein, který zvyšuje vnitrobuněčnou koncentraci cAMP, aktivuje PKA enzym a ten 

poté aktivuje CRH genovou expresi přes fosforylaci (P) CREB (buněčný transkripční 
faktor). Další neurotransimetr přímo otevírá Ca kanálky, které depolarizuje. Tím dojde 
ke zvyšení vnitrobuněčné koncentrace vápníku, který aktivuje kalmodulin (CaM) a 

kalmodulin dependentní protein kinázu (CaMKIV). Následně se zesiluje transkripce 
CRH genu přes fosforylaci CREB (Převzato z (Yamamori, E., Asai, M. et al. 2004).) 

 

3.2.5 Metaloproteiny transkripční regulace 

Metaloproteiny, které jsou zapojeny do regulace genové exprese, mohou být rozděleny 

na dvě skupiny na základě úlohy iontu kovu. První skupina se vyznačuje schopností 

iontu kovu se sám o sobě uplatňovat jako efektorová molekula. V druhé skupině se iont 

kovu prosazuje jako senzorový efektor a často také obsahuje prostetickou skupinu 
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v proteinové struktuře (Schmidt, Michael H. and Berg, Jeremy M. 1992; LaRochelle, 

O., Stewart, G. et al. 2001). 

Transkripční regulátory, patřící do první skupiny, mohou existovat ve dvou formách: 

apo a holo formě. V holo formě je iont kovu vázán na proteinovou matrix, zatímco iont 

kovu působící jako efektor je uvolněn z proteinové matrix v apo formě. Ačkoliv ve 

všech případech v první skupině je vazba kovových iontů reverzibilní a způsobuje 

alosterickou konformační změnu pro zachování regulace aktivity transkripčeních 

regulátorů, regulační mechanismus není stejný pro všechny tyto transkripční regulátory 

(Massari, M. E. and Murre, C. 2000). 

Transkripce genové exprese, která je závislá na externím signálu, můţe být dokončena 

transkripční nebo post-transkripční regulací. V uvedeném případě se často uplatňuje 

dvoukomponentový systém, který zapojuje dva proteiny - senzorovou kinázu a 

odpovědní regulátor. Senzorová kináza připojuje fosfátovou skupinu z ATP na 

histidinové zbytky a kontroluje environmentální parametry jako je přítomnost nutrientů 

a toxinů, kyselost, teplota, osmolarita a vlhkost prostředí (Vincenti, M. P., White, L. A. 

et al. 1996). Autofosforylace zahrnuje detekci senzor-kinázových proteinů 

korespondujícím externím signálem, které jsou poté přemístěny z fosforylovaného 

senzorového proteinu do odpověď-regulátorového proteinu fungujícího jako aktivovaný 

transkripční regulátor (Hunter, T. and Karin, M. 1992). Mimo uvedený 

dvoukomponentový systém se  metaloproteiny mohou uplatnit v jednokomponentovém 

systému, kdy obě funkce, senzoru a regulátoru plní jediný protein. V tomto případě iont 

kovu zprostředkovává celou aktivitu (Rutherford, J. C. and Bird, A. J. 2004).  

Posttranskripční regulace genové exprese uplatňuje IRP1 jako cytosolický RNA-

vazebný protein, který se váţe na vlásenkovou strukturu jako ţelezo-responzivní 

element (IRE). Tyto elementy jsou lokalizovány na 5´ a 3´ netranslatovaných regionech 

specifické mRNA, které kódují proteiny zapojené do homeostáze ţeleza, například 

feritiny, transferiny a trensferinový receptor (Harrison-Findik, D. D., Schafer, D. et al. 

2006). Pokud je IRP1 navázán na 5´-IRE, je inhibována translace korespondující 

mRNA. Tento mechanismus je kontrolován přítomností ţeleza v buňkách. Pokud je 

přebytek Fe iontů, tak IRP1 ztrácí RNA vazebnou aktivitu (Obrázek 4). V přítomnosti 
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přebytku ţeleza, IRP1 obsahuje 4Fe-4S klastr, zatímco IRP1 je konvertován na apo-

formu. Tato apo-forma je pak s vysokou afinitou navázána na IREs (Huang, L. E., Ho, 

V. et al. 1997). 

 

 

Obrázek 4: Modelové schéma transkripční regulace ţelezo-responzivního elementu 

(IRE). Nahoře v prostředí s nízkou koncentraci ţeleza, dole v prostředí s vysokou 
koncentrací ţeleza, které indukuje IRE k produkci ferritinu.  

 

3.2.6 Imunitní metaloproteiny  

K omezení nespecifické reaktivity přechodných kovů, potřebuje být jejich dostupnost 

pevně regulována a obzvláště během probíhajícího ataku infekce. Tento proces se 

nazývá nutriční imunita a spočívá v zamezení přístupu ţivin patogenům, které jsou pak 

následkem ztráty nutrientů inhibovány (Obrázek 5). Mechanismy nutriční imunity se 
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navzájem liší, avšak většina z nich zahrnuje indukci hepcidinu, hlavního regulačního 

hormonu, který řídí zásoby ţeleza v organismu (Drakesmith, Hal and Prentice, Andrew 

M. 2012) a expresi NRAMP1 (Natural Resistance asociated macrophage protein), 

transportéru Fe iontů pro odčerpání ţeleza a manganu patogenům (Jabado, N., 

Jankowski, A. et al. 2000; Forbes, J. R. and Gros, P. 2003; Cellier, Mathieu F., 

Courville, Pascal et al. 2007). Nakonec je uplatňována exprese antimikrobiálních 

proteinů, které vychytávají ionty kovů v místech infekce (Hood, M. Indriati, Mortensen, 

Brittany L. et al. 2012; Liu, Janet Z., Jellbauer, Stefan et al. 2012). Hemopexin omezuje 

mnoţství cirkulujícího ţelezo-vazného hemu a lipokalin-2 vychytává bakteriální ţelezo-

pohlcující sideofory, např. enterobaktin (Rocha, E. R., Smith, A. et al. 2001). Během 

infekce, protizánětlivé mediátory zvyšují expresi kov-vazných proteinů, které poškozují 

bakterie blokováním jejich mechanismů vychytávat volné kovy. Protizánětlivé cytokiny, 

IL-17 a IL-22, produkované T-buňkami indukují epiteliální buňky k expresi 

antimikrobiálních proteinů včetně lipocalinu-2 a kalprotektinu. Navíc aktivované 

epiteliální buňky sekretují CXC chemokiny, které zásobují centrum infekce neutrofily. 

Neutrofilní buňky jsou schopné exprimovat velké mnoţství laktoferinu (LF), lipokalinu-

2 a kalprotektinu. Mikrobiální infekce můţe stimulovat produkci hepcidinu v játrech a 

v makrofázích, coţ následně redukuje dostupnost ţeleza indukcí degradace buněčného 

přenašeče ţeleza ferroportinu 1 (Raffatellu, Manuela, George, Michael D. et al. 2009). 

Transporter divalentních kovů NRAMP1 můţe exportovat mangan a ţelezo 

z makrofágů pomocí fágosomu k následnému omezení dostupnosti kovů pro 

nitrobuněčné patogeny (Portnoy, M. E., Jensen, L. T. et al. 2002). Avšak tyto 

mechanismy se některé patogenní bakterie naučily překovávat vyuţitím vysoce 

specializovaných transportérů ABC-typu, které usnadňují příjem kovů navázáním 

chelátorů hemu a sideroforů (Chandra, R. K. 1996). Ačkoliv lipocalin-2 můţe pohltit 

enterobaktin pro omezení přístupu bakterií k ţelezu, některé patogeny pouţívají 

salmochelin, který nemůţe být na lipocalin-2 navázán. Další strategií některých 

patogenních bakterií je exprese NRAMP transportérů nebo ZIP transportérů pro zvýšení 

svého příjmu iontů kovů potřebných pro svůj metabolismus (Hornef, M. W., Wick, M. 

J. et al. 2002). 
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Obrázek 5: Nutriční imunita. Kovy, které patogenní mikroorganismy potřebují pro 

svoji ţivotaschopnost, jsou vychytávány prostřednictvím kov-vazných proteinů 
exprimovaných buňkami imunitního systému.  

 

3.2.6.1 Laktoferin 

Laktoferin je globulární protein, který se vyskytuje v několika glykosilovaných 

variantách (Wei, Z., Nishimura, T. et al. 2001). Jeho schopnost vazby ţeleza je aţ 300x 

silnější neţ u ostatních proteinů se stejnou schopností (Moutafchiev, D. A. and Sirakov, 

L. M. 1981; Birgens, H. S., Kristensen, L. O. et al. 1988). Sekvenační analýza 

prokázala, ţe laktoferiny jsou evolučně spojené se sérovými transferiny a například 

sekvence lidského LF je z 60 % identická se sekvencí transferinů. Obě skupiny proteinů 

se vyznačují motivy disulfidických vazeb a jsou charakterizovány ze 40 % shodnou 2x 

sloţenou interní opakující se strukturou aminokyselinové sekvence (Baker, Heather M. 

and Baker, Edward N. 2012). Struktura LF je sloţena do dvou symetrických N a C 

domén, které jsou dále rozděleny na dvě menší poddomény. Do své struktury je LF 
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schopen pojmout dva Fe3+ ionty, jejichţ vysoká afinita (KD 10-20 M) k vazebným 

místům je vysoce konzervativní a dodává LF unikátní vlastnost udrţet ionty ţeleza i při 

nízkém pH (Baker, H. M. and Baker, E. N. 2004).  

LF patří do skupiny multifunkčních proteinů, které vykazují různé biologické aktivity a 

jsou regulovány různými posttranslačními modifikacemi a alternativním sestřihem. LF 

zajišťuje široké rozmezí důleţitých biologických funkcí jako je regulace a kontrola 

homeostázi ţeleza, antioxidační aktivita, transport ţeleza a vykazuje antibakteriální, 

antifungicidní a antivirové vlastnosti. Mimo jiné má vliv na modulaci imunity, 

protizánětlivé účinky, proteolytickou aktivitu, moţnost vázat nukleovou kyselinu, 

vykazuje RNAsovou aktivitu, podílí se na regulaci transkripce a vykazuje schopnost 

vázat různé druhy biomolekul a buněk. U LF byla prokázána schopnost interagovat a 

aktivovat NK buňky, neutrofily a také účast na opravě poškozených tkání (Baker, 

Heather M. and Baker, Edward N. 2012). Význam LF ve vrozeném imunitním systému 

byla podrobněji studována v mukonasálním obranném systému, který hraje důleţitou 

roli v ochraně organismu proti bakteriální a virové infekci (Legrand, D., Elass, E. et al. 

2005; Ammons, M. C. and Copie, V. 2013). V literatuře byla popsána interakce 

laktoferinu s rotaviry, lidským respiračním syncyciálním virem, ţloutenkou typu C, 

lidským herpes virem a HIV. U všech byl prokázán inhibiční vliv LF na postupující 

infekci (Berlutti, Francesca, Pantanella, Fabrizio et al. 2011). Rovněţ některé studie 

potvrdily důleţitou roli LF v potlačení časných virových infekcí zabráněním adsorpce a 

penetrace virových částic do hostitelských buněk (El-Fakharany, Esmail M., Sanchez, 

Lourdes et al. 2013). 

3.3 Analytické metody pro studium významných kov-vazných proteinů 

Důleţitost významu kov-vazných proteinů potvrzuje široká řada popsaných metod pro 

jejich studium (Voss, J., Salwinski, L. et al. 1995; Sheardown, H., Cornelius, R. M. et 

al. 1997; Sommer-Knudsen, J. and Bacic, A. 1997; Atanassova, A., Lam, R. et al. 2004; 

Mentler, M., Weiss, A. et al. 2005; Carrer, Charlotte, Stolz, Michael et al. 2006; Parsy, 

Celine B., Chapman, Caroline J. et al. 2007; Atanassova, Anelia, Hoegbom, Martin et 

al. 2008; Long, Xiufen, Zhang, Caihua et al. 2008; Mohan, Abhilash, Anishetty, 
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Sharmila et al. 2010; Hynek, David, Krejcova, Ludmila et al. 2012; Zhang, Aming, 

Zhang, Cheng et al. 2012; Chakravorty, Dhruva K., Wang, Bing et al. 2013; Toyama, 

Takashi, Shinkai, Yasuhiro et al. 2013; Huang, Li, Hu, Xiumei et al. 2014; Yamanaka, 

Ryutaro, Hirasaka, Yuka et al. 2014). Všeobecně lze rozdělit tyto metody na základě 

vyuţití získaných dat. Základem jejich studia je sledovaní krystalografické struktury 

proteinů a jejich vazby iontů kovů (Hardman, K. D. 1973; Dauter, Z. 2005; Wille, 

Holger, Grovaerts, Cedric et al. 2007; Isaksson, Johan, Nystom, Susanne et al. 2009; 

Gao, Zengqiang, Hou, Haifeng et al. 2010), prediktivní studie chování a vlastností 

těchto proteinů (Babor, Mariana, Gerzon, Sergey et al. 2008; Wang, Chu, Vernon, 

Robert et al. 2010; Lu, Chih-Hao, Lin, Yu-Feng et al. 2012; AlHazmi, Hassan A., 

Nachbar, Markus et al. 2014). V molekulární biologii je sledována funkce a role 

v buněčných mechanismech, stejně tak jako v biochemickém přístupu je zkoumána 

jejich aktivita a působení na organismus (Hooper, Nigel M., Taylor, David R. et al. 

2008; Harley, R. 2011; Drozd, A. and Krezel, A. 2014; Kovuri, Venkata Aditya, Craig, 

Paul et al. 2014; Besold, Angelique N. and Michel, Sarah L. J. 2015; Kowalski, Konrad, 

Goszczynski, Tomasz et al. 2015; Vanderslice, N., Messer, A. S. et al. 2015). Řada 

z metaloproteinů se uplatňuje ve vrozené imunitě a jsou proto hlavním zájmem 

imunologických metod (Garvey, J. S., Thomas, D. G. et al. 1987; Roesijadi, G. and 

Morris, J. E. 1988; Saenseeha, Suphakdee, Janwan, Penchom et al. 2014; Uehara, 

Hiroshi and Rao, V. Ashutosh 2015). V oblasti vývoje a výzkumu léčiv jsou 

metaloproteiny testovány jako potencionální terapeutika ať uţ při působení přímo nebo 

jako nástroje pro genovou terapii (Luo, Q., Guo, W. et al. ; Turunen, P., Puhakka, H. L. 

et al. 2006; Shi, Kai, Cui, Fude et al. 2013; Price, Robert, Poursaid, Azadeh et al. 2015; 

Parimelzaghan, Anitha, Anbarasu, Anand et al. 2016). Díky jejich schopnosti uzavřít ve 

své struktuře ionty kovu, stejně tak jako malé molekuly léčiv, jsou metaloproteiny 

studovány pro vyuţití v nanotechnologických aplikacích (Giannotti, Marina I., Cabeza 

de Vaca, Israel et al. 2015; Hu, Yihui, Guo, Wenjing et al. 2015; Ouyang, Chun-Yu, 

Lin, Yu-Kuan et al. 2016; Qiao, S. P., Lang, C. et al. 2016). V diagnostice mohou 

metaloproteiny slouţit jako markery některých onemocnění (Shovman, O., Gilburd, B. 

et al. 2005; Markowski, Jaroslaw, Tyszkiewicz, Tomasz et al. 2009; Rausch, Mary E., 
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Beer, Lynn et al. 2011; Skjot-Arkil, H., Schett, G. et al. 2012), jako je tomu v případě 

metalothioneinu (Raleigh, J. A., Chou, S. C. et al. 2000; Theocharis, S. E., Margeli, A. 

P. et al. 2003; Knapen, Dries, Reynders, Hans et al. 2007; Pastuszewski, Wojciech, 

Dziegiel, Piotr et al. 2007). Následující kapitola se bude zabývat hlavními metodami 

vhodnými pro studium metalloproteinů. 

3.3.1 Kapalinová chromatografie 

Kapalinová chromatografie je základní a nejvíce vyuţívanou metodou pro separaci 

proteinů. Gelová permeační chromatografie vyuţívá rozdíly ve velikosti a 3D 

konfigurace proteinů (Szpunar, J. 2005). Malé rozdíly v náboji proteinů při různém pH 

dovolují pouţití iontově výměnné chromatografie v anionickém i kationickém módu 

(Brunnekreeft, J. W. I. and Eidhof, H. H. M. 1993; Rohrer, J. S. and Avdalovic, N. 

1996). Rozdíl v polaritě 20 esenciálních aminokyselin způsobuje rozdíly v hydrfobicitě 

proteinů, coţ je vyuţito v chromatografii na reverzních fázích (Chassaigne, H. and 

Szpunar, J. 1998). Přítomnost prostetické skupiny představuje chemickou odlišnost 

s velmi specifikou reaktivností, které vyuţívá afinitní chromatografie vynikající 

precizními výsledky separace (Campanella, Beatrice and Bramanti, Emilia 2014).  

Principem gelové chromatografie je separace proteinů na základě jejich molekulové 

hmotnosti v roztoku, nebo přesněji na základě jejich hydrodynamického objemu. Při 

separaci kov-vazných proteinů je třeba zajistit, aby molekuly zůstaly intaktní a náplň 

kolony nereagovala se stanovovaným proteinem (Bai, Yan 2015). Separace probíhá při 

niţším pH, které nevyvolá uvolnění iontu kovu z molekulové struktury. Redistrubuce 

kovů můţe také nastat vlivem nevhodně zvolené stacionární fáze, většinou díky 

silanolovým skupinám u gelů na bázi siliky. Gelová chromatografie je tedy velmi citlivá 

na podmínky separace, aby nedocházelo ke změně distribučního profilu a byla 

zachována rozlišitelnost.  

Pro analytickou i preparativní separaci proteinů je velmi vyuţívanou technikou iontově 

výměnná kapalinová chromatografie (IEC). Principem je separace proteinů na základě 

jejich elektrického náboje, který závisí na acidobazických vlastnostech separovaného 

proteinu (Salvalaglio, Matteo, Paloni, Matteo et al. 2015). Tyto vlastnosti jsou určeny 
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počtem a povahou ionizovatelných postranních řetězců polypeptidu. Často vyuţívané 

funkční skupiny v IEC jsou alkylované amino skupiny pro anioniové měniče a fosfátové 

skupiny pro kationtové měniče. Pro separaci pomocí IEC jsou důleţité nejen funkční 

skupiny matrice, ale také samotná struktura kostry stacionární fáze, která můţe ovlivnit 

nespecifickou vazbu proteinu. Je proto důleţité, aby výplňový materiál kolony byl 

z interntního materiálu jako je celulosa, dextran, agarosa, silika nebo polymerní 

materiály (Lang, Katharina M. H., Kittelinann, Joerg et al. 2015). Výhodou IEC jsou 

mírné podmínky eluce, které pomáhají zachovat strukturu a funkce proteinů intaktní a 

vysoké separační rozlišení (Duong-Ly, Krisna C. and Gabelli, Sandra B. 2014). 

Chromatografie na reverzních fázích separuje proteiny na základě jejich hydrofobicity. 

Principiálně, čím větší proteiny jsou separovány a čím více jsou hydrofobní, tím je třeba 

pouţít stacionární fázi s krátkými alkylovými řetězci, aby nedocházelo ke ztrátě 

proteinů ireverzibilní vazbou k náplni kolony (Yang, Yuanzhong, Boysen, Reinhard I. 

et al. 2015). Ačkoliv je tato metoda pro separaci a detekcí proteinů vyuţívaná (Yu, 

Zitong, Han, Caixia et al. 2013; Bobaly, Balazs, Mikola, Vivien et al. 2015; Yang, 

Yuanzhong, Boysen, Reinhard I. et al. 2015; Akimoto, Masaru, Hokazono, Eisaku et al. 

2016; Cruz-Huerta, Elvia, Martinez Maqueda, Daniel et al. 2016; Tyteca, Eva, De Vos, 

Jelle et al. 2016), v chromatografii na reverzních fázích se často objevuje nízká 

návratnost, rozmývání a tvorba vícečetných píků. S ohledem na kov-vazné proteiny, zde 

velmi často dochází k denaturaci proteinů a vyvázáním kovu ze struktury proteinu díky 

pouţití organických rozpouštědel v mobilní fázi.  

Konjugované proteiny obsahují chemické skupiny, které nejsou aminokyselinami, ale 

nazývají se prostetické skupiny (Takeuchi, Toshifumi, Mori, Takuya et al. 2014). 

V některých případech jejich přítomnost umoţňuje separovat proteiny nebo dokonce 

jejich isoformy pomocí afinitní chromatografie. Tato separační technika je zaloţena na 

charakteru mnoha proteinů vstupovat do specifických interakcí s některými molekulami 

(Vunnum, S., Natarajan, V. et al. 1998; Song, Yufeng, Zhang, Hongxiao et al. 2014). 

Stacionární fáze je chemicky modifikována připojením sloučeniny se specifickou 

afinitou k cílové sekvenci proteinu. Výplňový materiál kolony musí být inertní a snadno 

modifikovatelný, například agarosa. Vyuţité ligandy jsou pak biospecifické, tzn. 
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enzymy, substráty, protilátky, receptory nebo pseudo-biospecifické např. lektiny, 

barviva nebo síru obsahující skupiny. Absorpce analytu na stacionární fázi je 

uskutečňována přes elektrostatické síly mezi nabitými skupinami, nepolárními 

interakcemi, vodíkovými můstky a hydrofobními vazbami (Arakawa, Tsutomu, Kita, 

Yoshiko et al. 2008). Obecně afinitní chromatografie představuje jednu 

z nejefektivnějších metod pro purifikaci proteinů, díky tomu, ţe umoţňuje separaci 

jednoho proteinu z jejich komplexní směsi (Smith, M. C., Furman, T. C. et al. 1988; 

Arnold, F. H. 1991; Berkovsky, A. L. and Potapov, P. P. 1997; de la Calle Guntinas, M. 

B., Bordin, G. et al. 2002; Ueda, E. K. M., Gout, P. W. et al. 2003; Dalal, Sohel, 

Raghava, Smita et al. 2008; Lei, Genhu, Liu, Liting et al. 2008). 

3.3.2 Enzymová imunoanalýza 

Principem imunochemických metod je vyuţití specifických protilátek ke sledovaným 

proteinům, tzv. antigenům. Tato technika vyniká vysokou specifitou a moţností 

kvalitativního i kvantitativního stanovení jak protilátek, tak antigenů i ve velmi nízkých 

koncentracích. Mimoto jsou protilátky schopny se vázat na povrch polymerních 

materiálů, díky čemuţ jsou snadno imobilizovatelné například na mikrotitračních 

destičkách a tak zajistit promytí nenavázaných komponent směsi. Pro různé analytické 

postupy mohou být protilátky imobilizované na nanočásticích nebo polymerních 

nosičích (Cardoso, M. M., Peca, I. N. et al. 2012; Omidfar, Kobra, Khorsand, Fahimeh 

et al. 2013; Goodall, Stephen, Jones, Martina L. et al. 2015; Shargh, Vahid Heravi, 

Hondermarck, Hubert et al. 2016). V imunochemii se rozlišuje několik metod na 

základě detekce konečného produktu, které jsou zaloţeny na stejném principu vazby 

protilátka-antigen. Jedná se o enzymově značenou imunoanalýzu (Butcher, H., 

Kennette, W. et al. 2003), radioimunoanalýzu (Butcher, H., Kennette, W. et al. 2003), 

luminiscenční imunoanalýzu (Riechers, Alexander, Schmidt, Jennifer et al. 2009) nebo 

metalloimunoanalýzu (Vessieres, A., Salmain, M. et al. 1999).  

Antigeny mohou být různé makromolekuly, speciálně proteiny i kov-vazné proteiny, 

které jsou schopny vyvolat v specifickou imunitní odezvu jak na buněčné, tak na 

humorální úrovni a specificky interagovat s produkty imunitní odpovědi (Butcher, H., 
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Kennette, W. et al. 2003). Imunitní odpověď zahrnuje tvorbu protilátek pomocí 

plasmatických buněk, které jsou výsledkem diferenciace B lymfocytů po předchozí 

stimulaci antigenem. Protilátky jsou heterogenní skupina glykoproteinů, 

immunoglobulinů (Ig). Kaţdý Ig obsahuje nejméně dva lehké a dva těţké řetězce 

spojené disulfidickými můstky. Lehký řetězec se vyskytuje ve dvou typech kappa a 

lambda, těţký řetězec existuje v 5 isotypech a určuje třídu Ig (IgG, IgM, IgA, IgD a 

IgE). C konec obou řetězců je označován za konstantní region, zatímco N konec se 

můţe lišit a tvoří část protilátkové molekuly, která váţe antigen. Mimo IgM, který má 

10 vazebných míst a IgA se 4 vazebnými místy, mají ostatní imunoglobuliny 2 vazebná 

místa pro antigen (Moreno-Bondi, M. C., Benito-Pena, M. E. et al. 2012). Monoklonální 

protilátky jsou produktem jednoho klonu plasmových buněk odvozených od B-

lymfocytů a jsou přímo určené pro interakci s jedním epitopem. Obvykle vykazují 

výbornou specifitu, avšak zhoršenou schopnost precipitovat antigen (Brorson, Kurt and 

Jia, Audrey Y. 2014). Polyklonální protilátky jsou připravovány imunizací zvířat (např. 

králík, koza, ovce) daným antigenem (Trushinskaya, G. V., Simonov, V. I. et al. 1992). 

Kaţdý epitop tak stimuluje odlišný klon B-buněk a komplexní antigeny nesou několik 

antigenů. Polyklonální protilátky tedy vykazují schopnost interakce s mnoha antigeny.  

Imunoanalýza je velmi dobře vyuţitelná jak pro proteiny, tak i proteiny se schopností 

vázat kovy (Casalis, L., Bano, F. et al. 2011; Kumar, Rajesh 2012; He, Xiaohua and 

Patfield, Stephanie A. 2015). Variantou je také vyuţití kov-vazných proteinů pro 

detekci těţkých kovů (Liu, Gong-Liang, Wang, Ju-Fang et al. 2006). Imunochemické 

metody se obecně vyuţívají k diagnostice některých onemocnění na základě detekce 

specifických protilátek nebo biomarkerů, detekci toxinů, hormonů, proteinů a dalších 

bioaktivních látek. Výhodou je rozlišení proteinů na úrovni jeho isoformy (Chan, H. M., 

Cherian, M. G. et al. 1992). Přínosem imunoanalýzy je moţnost kombinace s dalšími 

analytickými přístupy jako jsou napřiklad optické detekční metody nebo elektrochemie. 

Spojení těchto dvou metod lze vyuţít v oblasti biosenzorů jako variantu v pokročilých 

bioanalytických systémech (Bahadir, Elif Burcu and Sezginturk, Mustafa Kemal 2015). 

Detekce specifických antigenů je zejména zajištěna vazbou antigenu na protilátkou 

modifikovaném povrchu elektrody (Xu, Qiao and Davis, Jason J. 2014). Protilátky zde 
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fungují jako bioreceptor na který se váţe cílový analyt. Vazba pak vyvolá odezvu na 

převodníku detektoru a signál můţe být kvantifikován. Metodu ELISA lze vyuţít jako 

biosenzor pro detekci patogenních bakterií v koncentracích niţších neţ 15 kolonií 

tvořících jednotek (Cho, Il-Hoon and Irudayaraj, Joseph 2013). V této studii byla 

vyuţita afinita zlatých nanočástic k proteinům, díky kterým byla vytvořena síť 

protilátek značených HRP a tím došlo k zesílení detekčního signálu (Obrázek 6). 

V posledních letech se vyuţívají jak elektrochemické, tak optické metody detekce pro 

klinickou diagnózu díky jejich jednoduchosti, citlivosti, specifitě, moţnosti 

automatizace, miniaturizace a efektivitě nákladů na provoz (Wu, Jie, Fu, Zhifeng et al. 

2007). 

 

 

Obrázek 6: Schéma biosenzoru pro detekci patogenních bakterií zaloţený na metodě 

ELISA. Na specifické protilátky proti patogenu byly postupně konjugovány sekundární 
(králičí proti primárním) a terciální (kozí proti králičím) protilátky. Pro detekci byly 
vyuţity myší protilátky proti sekundárním a terciálním protilátkám značeným křenovou 

K1PC2
Typewritten Text
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peroxidázou (HRP). Po přidání H2O2 a substrátu 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidinu (TMB) 

dochází k barevné změně reagencií, která je přímo úměrná koncentraci patogenní 
bakterie ve vzorku. Přepracováno z (Cho, Il-Hoon and Irudayaraj, Joseph 2013). 

 

3.3.3 Optické metody pro detekci proteinů 

Spektroskopické techniky vyuţívají světlo v interakci s hmotou a poskytují tedy 

informace o struktuře vzorku. Světlo je elektromagnetické záření, fenomén s různou 

energií a v závislosti na této energii mohou být určeny vlastnosti molekul. Molekulární 

substruktury, které jsou zodpovědné za interakci s elektromagnetickým zářením, se 

označují chromofory. V případě proteinů se jedná o peptidovou vazbu, některé 

postranní řetězce aminokyselin (zejména tryptofan a tyrosin), prostetické skupiny a 

koenzymy (Simonian, Michael H. and Smith, John A. 2006). Elektronové přechody 

peptidové vazby se nachází ve vzdálené oblasti UV při 190 nm a 210 nm. Řada 

aminokyselin (Asp, Glu, Asn, Gln, Arg a His) vykazuje absorbanční maximum při 210 

nm, avšak jsou vţdy překryty silnější absorbancí peptidových vazeb. Odlišné 

absorbanční maximuma mají aromatické aminokyseliny. Pro fenylalanin platí 

absorbanční maximum 257 nm, pro tyrosin a tryptofan dominují v typickém 

proteinovém spektru absorbanční maxima 274 a 280 nm. Aminokyselina cystein má 

slabé absorpční maximum při podobných vlnových délkách jako fenylalanin a to při 250 

nm (Gu, HongYan and Chang, WeiShan 2012).  

Absorpční spektrum chromoforu je určeno jeho chemickou strukturou a prostředím ve 

kterém je chromofor rozpuštěn (Goldring, J. P. Dean 2015). Faktory, které nejvíce 

ovlivňují UV/Vis absorbanci jsou: protonace/deprotonace rozpouštědla, polarita a 

orientace chromoforu. Naopak změny prostředí v blízkosti chromoforu a změny 

absorbance jím vyvolané mohou slouţit jako indikátory (Hoff, W. D., Devreese, B. et 

al. 1996). V prvním případě se posouvá vlnová délka do vyšších hodnot (bathochromní 

posun) nebo opačným směrem (hypsochromní posun). Dále můţe nastat nárůst 

absorbance (hyperchromicita) nebo opačný efekt nazývaný hypochromicita. Protonace 

či deprotonace je závislá na změně pH nebo na oxidačně-redukčních reakcích, které 
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z chromoforů vytváří senzitivní reporter změny okolního prostředí. Tyto změny se 

projevují červeným a hyperchromním posunem absorbančního spektra. Polarita 

rozpouštědla způsobuje změny mezi základním a excitovaným stavem molekul, takţe 

při přechodu do méně polárního prostředí se objevuje červený posun a hyperchromní 

efekt, zatímco u přechodu do více polárního prostředí se projevuje modrým a 

hypochromním posunem (Imamoto, Y., Koshimizu, H. et al. 2001). 

Aplikace UV/Vis spektrometrie se často uplatňuje pro kvantifikaci biomolekul, určení 

konformačních změn, detekci aromatických aminokyselin enzymů a sledování 

katalytických reakcí chromoforů. Často jsou zde vyuţity i kolorimetrické metody, které 

vyuţívají barviva, schopná se specificky začlenit do struktury proteinů, coţ je 

doprovázeno posunem absorbčního maxima. Tento posun je kvantifikován a je přímo 

úměrný koncentraci proteinů ve vzorku. Mezi nejčastěji vyuţívané metody jsou 

pyrogalová červeň (Fiorina, J. C., Aimone-Gastin, I. et al. 2001), metoda dle 

Bradfordové (Zor, T. and Seliger, Z. 1996), Lowryho metoda (Stauffer, C. E. 1975) 

nebo Biuretova metoda (Robson, R. M., Goll, D. E. et al. 1968). Spektrofotometrické 

metody lze vyuţít nejen pro detekci proteinů, ale také i pro detekci navázaných kovů. 

Ionty kovů jsou spektrofotometricky stanovitelné pomocí chelatačních činidel 

vykazující optické vlastnosti, například Zincon, který se vyuţívá jako chromofor pro 

kvantifikaci zinku a mědi ve vodných roztocích. Nevýhodou je nutnost odstranění 

vázajícího proteinu, aby nedocházelo k ovlivnění analýzy (Saebel, Crystal E., 

Neureuther, Joseph M. et al. 2010). Pouţití spektroskopických metod je tedy velmi 

široké pro analýzu proteinů a často se jedná o primární analýzu proteinů a kov-vazných 

proteinů, která je schopna studované biomolekuly charakterizovat a kvantifikovat. 

3.3.4 Elektrochemické metody 

Elektrochemické metody jsou vhodným nástrojem pro studium kov-vazných proteinů 

(Palecek, E ; Scheller, F ; Wang, J 2005). Jejich redoxní chování můţe být vyuţito pro 

sestrojení biosenzorů (Wei, Ming-Yuan, Guo, Liang-Hong et al. 2012), které mohou být 

pouţity pro zjišťování koncentrace proteinů (Polanski, Malu and Anderson, N. Leigh 

2007) nebo jejich struktury po navázání ligandu, díky kterému dochází k měřitelným 
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změnám prostředí (Obrázek 7) (Anderson, L. 2005; Diaconu, Iulia, Cristea, Cecilia et al. 

2013; Chen, Chao, Xie, Qingji et al. 2013). Je známo, ţe biologické makromolekuly 

vykazují pomalejší rychlost heterogenního přenosu elektronů na konvenčních 

elektrodách, který je přisuzován trojrozměrné struktuře proteinů blokující jejich 

elektroaktivní centra nebo jejich adsorpci nebo pasivitu na elektrodovém povrchu. 

Těmto problémům se lze vyhnout přípravou chemicky modifikovaných elektrod 

(Borgmann, Sabine, Hartwich, Gerhard et al. 2005). Jsou známy dva druhy; v prvním 

případě je modifikovaná elektroda, která funguje jako prostředník, zatímco promotorová 

elektroda zůstává v původním stavu. V této situaci je sledována změna signálu mezi 

modifikovanou a nemodifikovanou elektrodou. Mediátorová elektroda je modifikovaná 

takovým materiálem, který umoţňuje elektronový transfer v poţadovaném rozsahu 

potenciálu.  Proto mohou materiály, které slouţí jako mediátor přinášet redoxní vlny 

(Borgmann, Sabine, Hartwich, Gerhard et al. 2005). Potenciálový rozsah proteinů závisí 

na mnoha faktorech, které mohou být pouţity pro určení vnitřního redox potenciálu 

hemových proteinů včetně postranních ligandů, jejich orientaci, konformaci porfyrinu, 

polarity a hydrofobicity hemové vnitřní kapsy a interakci proteinových ligandů 

s vnějším prostředím (Kohno, Michiaki, Tanimura, Susumu et al. 2011; Bischoff, 

Rainer and Schlueter, Hartmut 2012). Pouţití modifikovaných elektrod má své limity 

jako je neschopnost ukázat redoxní chování některých proteinů (Butterfield, D. Allan, 

Reed, Tanea T. et al. 2007), rozlišení mezi metaloproteiny a proteiny bez iontů kovů a 

také potřeba těchto metod zafixovat mediátory a proteiny na povrch elektrody 

(Butterfield, D. Allan, Perluigi, Marzia et al. 2006).  

Elektrochemické metody vynikají přesností, rychlostí, jednoduchostí, nízkými 

provozními náklady a moţností miniaturizace. Tyto vlastnosti jsou velmi perspektivní 

pro vývoj nových analytických postupů, monitoring biochemických procesů in vivo a in 

vitro nebo i objevení nových potencionálních léčiv.  
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Obrázek 7: Elektrochemický biosenzor na čipu pro detekci H2O2. Biosenzor je zaloţen 
na oxidaci hemoglobinu a změny oxidačního stavu Fe atomů uvnitř proteinu. Tato 
změna vyvolá přenos elektronů zesílenou zlatým nanočásticemi mezi Au "gap" 

elektrodou a zlatou protielektrodou. Přepracováno z (Lee, Taek, Kim, Tae-Hyung et al. 
2016). 

 

3.4.5 Hmotnostní spektrometrie 

Důleţitou roli v proteomice a ve studiu kov-vazných proteinů hraje hmotnostní 

spektrometrie. Tato technika vyuţívá měření poměru hmotnosti m a náboje 

z analyzované látky. Princip metody spočívá v ionizaci vzorku vhodnou ionizační 

technikou, která dodává analyzovaným molekulám náboj. Na základě jejich hmotnosti a 

dochází k separaci v hmostnostním analyzátoru a detekci pomocí zvoleného detektoru. 

Oba kroky jsou realizovány ve vakuu, aby bylo zamezeno sráţkám iontů a následným 

fragmentacím vzorku. Výsledkem analýzy je hmotnostní spektrum, ze kterého lze 

identifikovat konkrétní protein pomocí proteinových databází (Uniprot, NCBI,  

ExPASy).  
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Na základě povahy analyzovaných vzorků se vyuţívá buď měkká, nebo tvrdá ionizace. 

Pro biomolekuly jsou vhodné měkké techniky, jako je ionizace elektrosprejem (Becker, 

Rene, Schwarz, Gunnar et al. 2015) nebo ionizace laserem za přítomnosti matrice 

(Rigueira, Leila M. B., Lana, Diogo A. P. D. et al. 2016), které jsou šetrné ke vzorku a 

omezují vznik fragmentů. Pro studium kov-vazných proteinů se v kombinaci 

s hmotnostní spektrometrií vyuţívá ionizace indukčně vázaným plazmatem (Moller, 

Laura Hyrup, Jensen, Celina Stoving et al. 2015), která umoţňuje stanovit stopové 

mnoţství kovů. Tato technika vyuţívá vysokých teplot (6 000 – 10 000 K), díky kterým 

zanikají chemické vazby v molekulách přítomných sloučenin a vznikají volné atomy 

kladně nabitých iontů kovů.  

Mezi základní typy hmotnostních analyzátorů, ve kterých se separují ionty na základě 

jejich hmotnosti a náboje, jsou průletové analyzátory (Bonham, Christopher A., 

Steevensz, Aaron J. et al. 2014), kvadrupóly, iontové pasti (Meier, Samuel M., Babak, 

Maria V. et al. 2014) a jejich kombinace (Kurahashi, T., Miyazaki, A. et al. 2001). 

Detektor následně poskytuje signál úměrný počtu dopadajících iontů pomocí 

elektronového násobiče nebo detekcí elektrického proudu, vznikajícího přímým 

dopadem iontů. 

Hmotnostní spektometrie se pro analýzu proteinů často kombinuje se separačními 

technikami jako je kapalinová chromatografie (Wang, Y., Li, H. et al. 2014), gelová 

elektroforéza (Schmidt, A. C., Storr, B. et al. 2011) a kapilární elektroforéza (Nguyen, 

Tam T. T. N., Ostergaard, Jesper et al. 2015).  
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4 MATERIÁL A METODY 

4.1 Chemikálie 

Standard laktoferinu byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). 

Paramagnetické částice byly zakoupeny od firmy Invitrogen (Norsko). Polyklonální 

kozí protilátky proti laktoferinu, monoklonální myší protilátky proti laktoferinu a 

kuřecí-HRP konjugované protilátky byly zakoupeny od firmy SantaCruz Biotechnology 

(USA). Polyklonální králičí proti myším protilátky konjugované alkaickou fosfatázou 

byly zakoupeny od firmy Dako (Dánsko). Fragmenty proteinu metallothioneinu a byly 

zakoupeny od firmy Clonestar (Česká republika). Ostatní pouţité chemikálie byly 

zakoupeny od firmy Sigma Aldrich v ACS čistotě, pokud není uvedeno jinak. Pracovní 

roztoky pouţitých standardů byly připravovány denně ředěním zásobních roztoků. 

Hodnoty pH byly měřeny s pouţitím WTW inoLab Level 3 (Německo), spojeným s 

osobním počítačem (Weilheim). pH-elektroda (SenTix-H, WTW) byla pravidelně 

kalibrována souborem WTW pufrů. K ředění roztoků byla pouţita demineralizována 

voda pomocí reverzní osmózy na přístroji Aqua Osmotic 02 (Aqua Osmotic,Česká 

republika) a dále čištěna pomocí Millipore RG (Millipore Corp., USA, 18 M Ω).  

4.2 Příprava CdTe Qds 

Kadmium chlorid (CdCl2, 0.04 M, 4 ml) byl naředěn na 42 ml MiliQ vodou a poté byl 

k roztoku přidán trisodný citrát dihydrit (100 mg). Na2TeO3 (0,01 M, 4 ml), MPA 

(119 mg), and NaBH4 (50 mg) byly ke vzniklé směsi přidány pod neustálým mícháním. 

Molekulový poměr Cd2/MPA/Te byl 1:7:0,25 na 10 ml. Připravené prekurzory byly 

vystaveny mikrovlnnému záření (400 W, Multiwave 3000, Anton-Paar GmbH, 

Rakousko). Následně byla směs ochlazena a vzniklé kvantové tečky byly vysráţeny 

promocí isopropanolu v objemovém poměru 1:2 a centrifugovány (Eppendorf 

centrifuge 5417R). Vzniklý pelet byl resuspendován v 500 ml 10 mM Tris pufrem (pH 

8.5). 
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4.3 Biologický materiál 

Vzorky slin byly odebírány pomocí odběrových zkumavek Salivette (Sarstedt, 

Německo). Přiloţená buničina byla ţvýkána po dobu 2 min. Následovala centrifugace 

vzorků v Salivette zkumavce při 3000 rpm po dobu 5 min. (Universal 320, Hettich 

Zentrifugen, Německo). Odebraný vzorek byl naředěn 1:1 s 25 mM Tris-HCl (pH  7) a 

přefiltrován přes mikrofiltr (microStar 0,45 µm CA, Costar Cambridge). Takto 

připravené vzorky byly analyzovány pomocí iontově výměnné kapalinové 

chromatografie s UV detekcí. 

Samci Novozélandských králíků o hmotnosti 3 - 3,5 kg (MaK-Bergman, Kocanda, , 

Česká Republika) byly pod anestezií 30 mg/kg ketamin a 3 mg/kg xylazin (Ve´toquinol 

Biovet, Francie) vykrveni vpichem do srdce. Jednotlivá játra byla vypreparována a 

uchována v mrazu. 2g tkáně bylo homogenizováno (Ultra-turrax T8 (Scholler 

instruments, Německo) v 8 ml 10 mM Tris-HCl (pH 8,6) a centrifugováno (Universal 

320, Hettich Zentrifugen, Německo) při 5 000 rpm (30 min, 4 °C). Odebraný 

supernatant byl zahřát na 99 °C 10 min (Eppendorf thermomixer comfort, Německo) a 

znovu centrifugován. Odebraný supernatant byl pouţit k izolaci metalothioneinu 

pomocí gelové permeační kapalinové chromatografie. 

4.4 Kapalinová chromatografie s UV detekcí  

Systém kapalinového chromatografu Biologic DuoFlow (Biorad, USA) byl sloţen ze 

dvou chromatografických pump pro dopravu elučních pufrů, monolitické kolony s 

jedním CIM diskem, který byl modifikován -SO3- funkčními skupinami (Bia 

Separations, Slovinsko) pro separaci laktoferinu a gelovou filtrační kolonou (HiLoad 

26/60, 75 PG, GE Healthcare, Švédsko) pro purifikaci metalothioneinu, dávkovacího 

ventilu s 2ml dávkovací smyčkou, UV-VIS detektoru a automatického sběrače frakcí. 

Kapalina byla na kolonu dopravována pomocí dvou pump za pomocí vysokotlakého 

gradientu. Výstup z kolony byl napojen na UV-VIS detektor, který slouţil pro úpravu 

nastavení sběru frakcí. Jako mobilní fáze I (MFI) byl pouţit 25 mM Tris-HCl o pH 7, 

mobilní fáze II (MFII) byla sloţena z 2 M NaCl v MFI. Průtok mobilní fáze byl 4 
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ml.min-1. Laktoferin byl eluován lineárně se zvyšujícím gradientem NaCl:  0-6 ml (0 % 

II), 6 → 12 ml (100 % II), 12→16 ml (100 % II), 16→17 ml, (0 % II), 17 → 21 ml (0 % 

II). Metalothinein byl z kolony eluován v isokratických podmínkách pomocí 150mM 

NaCl v 10 mM Tris–HCl pufru (pH 8.6). Detektor byl nastaven na 280 nm (maximum 

při absorpci aromatických aminokyselin). Frakce proteinů o objemu 1 ml byla sbírána 

pomocí automatického sběrače frakcí (Biorad, USA). 

4.5 Spektrofotometrická analýza 

Pro spektrometrické analýzy byl pouţit automatický spektrofotometr BS–200 (Mindray, 

Čína), který se skládá z kyvetového prostoru (temperovaného na 37 ± 0,1 °C), 

reagenčního prostoru s karuselem pro reagencie a přípravu vzorků (temperovaného na  

4 ± 1 °C) a optického detektoru (Sochor, J., Ryvolova, M. et al. 2010). Zdrojem světla 

byla halogeno-wolframová ţárovka. Přenos vzorků a reagencí zabezpečovalo robotické 

rameno s dávkovací jehlou (chyba dávkování do 1 % objemu). Kontaminace byla 

minimalizována díky proplachování jak dávkovací jehly, tak míchadla MilliQ vodou. 

Ke stanovení laktoferinu pyrogalovou červení bylo ke 200 µl činidla (50 mM sukcinová 

kyselina, 3,47 mM benzoát sodný, 0,06 mM molybdenát sodný, 1,05 mM oxalát sodný 

a 0,07 mM pyrogalová červeň) (Pupkova, V. I. and Prasolova, L. M. 2007; Yang, J. Y., 

Chien, T. I. et al. 2009; Silva, A. S. and Falkenberg, M. 2011) (Skalab-kit, Svitavy 

Česká republika) přidáno 4 µl vzorku. U metody dle Bradfordové (Seevaratnam, R., 

Patel, B. P. et al. 2009; Field, A. and Field, J. 2010; Carlsson, Nils, Borde, Annika et al. 

2011) bylo k 190 µl činidla (0,01% Coomassie Brilliant Blue G-250, 4,7% etanol, 8,5% 

kyselina fosforečná v destilované vodě) přidáno 10 µl vzorku (Zor, T. and Seliger, Z. 

1996). Detekce u obou metod probíhala při 578 nm a doba reakce byla 10 min. Pro 

stanovení proteinů biuretovým činidlem bylo do kyvety napipetováno 150 μl 

biuretového činidla (100 mM vinan sodno-draselný, 100 mM NaOH, 15 mM KI, 6 mM 

CuSO4) a následně 3 μl vzorku. Po 10 min. inkubaci při 37 °C byla změřena absorbance 

při vlnové délce 546 nm. Obsah kyvet po nadávkování vzorku byl ihned promíchán 

automatickým míchadlem a analyzován. Absorbance byla odečítána v čase 18 sekund, 

kde byla zaznamenána maximální absorbance pro všechny body kalibrace. 
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4.6 ELISA 

Mikrotitrační destička byla pokryta 100 µl polyklonálních kozích protilátek proti 

lakoferinu (SantaCruz Biotechnology, USA) ředěných 1:5000 nebo 1:3000 0,05 M 

uhličitanového pufru pH 9,6. Následně byl volný povrch zablokován 150 µl 1 %BSA a 

po inkubaci 30 min 25 °C byly jamky promyty PBS pufrem. Standard laktoferinu byl 

v objemu 100 µl nadávkován do kaţdé jamky a směs byla inkubována 30 min 25 °C. Po 

promytí nenavázaného laktoferinu PBS pufrem, byly na laktoferin navázány 

monoklonální myší protilátky proti laktoferinu (SantaCruz Biotechnology, USA) ředění 

1:5000 nebo 1:1000. Po inkubaci byly jamky promyty a celý komplex byl konjugován 

s HRP značenými kuřecími protilátkami proti myším protilátkám. Po inkubaci 30 min 

25 °C a promytí byl celý komplex detekován jak elektrochemicky, tak 

spektrofotometricky.  

4.7 Injekční analýza v zastaveném toku (SFIA) 

Systém byl sloţen z programovatelné dávkovací jehly pump (Model eVol, 

SGEAnalytical Science Pty, Austrálie), tříkanálového dvoupozičního ventilu (Valco 

Instruments, USA) a prototypu miniaturizovaného mikropotenciostatu (910 PSTAT 

mini, Metrohm, Švýcarsko), dávkovací kapiláry, která vstupovala do elektrochemické 

průtokové cely (CH Instruments, USA). Vzorek byl do systému injektován v objemu 

10 µl. Elektrochemická detekce probíhala na pracovní elektrodě ze skelného uhlíku, 

pomocné platinové elektrody a Ag/AgCl 3 M KCl referenční elektrody. Parametry pro 

cyklickou voltametrii byly: cyklus skenu od 0 do 1000 mV a zpět, rychlost skenu 

20 mV/s. Parametry diferenční pulzní voltametrie byly následující: vstupní potenciál 0,8 

V, konečný potenciál -0,6 V, amplituda 0,05 V, délka pulsu 0,0167 s, perioda pulsu 0,2 

s, depoziční potenciál 0,2 V, depoziční čas 30 s a citlivost 2,10-5 A/V. Měření probíhalo 

v prostředí 0,05 M uhličitanového pufru pH 9,6. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 

5.1 Separace a detekce kov-vazných proteinů 

5.1.1 Vědecký článek I 

Isolation and determination of lactoferrin in human saliva 

Skalickova, S., Zitka, O., Krizkova, S., Vlkova, M., Sochor, J., Adam, V. and Kizek, R. 

Chem. Listy, 2014, 0009-2770, 56-63  

Podíl autora Skaličková S.: 60 % textové části práce a 70 % experimentální práce 

 

Sliny jsou výměškem slinných ţláz člověka a mnoha jiných ţivočichů. Bylo prokázáno, 

ţe sloţení slin je ovlivněno výskytem několika onemocnění, jako jsou akutní záněty, 

cystická fibróza nebo karcinom dutiny ústní. Řada vědeckých prací vyuţívá 

proteinového sloţení slin pro diagnózu patologických změn v organismu díky jejich 

funkcím, které ve slinách zastupují (Javaid, Mohammad A., Ahmed, Ahad S. et al. 

2016). Významným kov-vazným proteinem slin je laktoferin, u kterého byly prokázány 

antimikrobiální, antivirotické a antikarcinogenní účinky. Jeho zvýšená hladina 

v organismu je spojována s probíhajícím zánětlivým onemocněním, celiakií nebo 

Sjörgenovým syndromem (Mayeur, S., Spahis, S. et al. 2016). Včasná diagnostika 

těchto onemocnění můţe zabránit komplikacím a zhoršením stavu pacienta. Mezi 

metody, které se vyuţívají pro izolaci a detekci kov-vazných proteinů, patří kapalinová 

chromatografie za vyuţití gelové permeační nebo iontově výměnné separace. 

Cílem předkládané studie bylo vyvinout metodu pro izolaci laktoferinu z lidských slin 

pomocí iontově výměnné kapalinové chromatografie s vyuţitím monolytické kolony a 

off-line spektrofotometrické detekce metodou Pyrogallová červeň, metodou dle 

Bradfordové a Biuretovou metodou. Monolytická kolona představuje vhodný nástroj 

pro separaci a izolaci velkých proteinů jako je laktoferin a ve spojení s kapalinovou 

chromatografií se jedná o spolehlivou metodu pro separaci tohoto proteinu z různých 

biologických matric. Účinnost separace a izolace byla ověřena pomocí gelové 

chromatografie, která potvrdila přítomnost jediného proteinu o přibliţné molekulové 
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hmotnosti jakou má laktoferin.  Pro charakterizaci metody byly evaluovány analytické 

parametry spektrofotometrické detekce jako je lineární dynamický rozsah, relativní 

směrodatná odchylka stanovení a limit detekce. Z dosaţených výsledků je patrné, ţe 

nejcitlivější detekční metodou pro laktoferin byla metoda dle Bradfordové. Kalibrační 

křivka pro laktoferin vykazovala lineární trend v rozsahu 0,06 - 62,5 µg/ml. Limit 

detekce byl stanoven na 0,01 µg/ml. Optimalizovanou metodou byly analyzovány 

vzorky slin zdravých subjektů. Průměrná koncentrace laktoferinu byla stanovena  

42 ± 4 µg/mg proteinu. U testovaných subjektů byla pozorována 2,5 x vyšší hladina 

laktoferinu u pacientky s chronickou celiakií. Je známo, ţe celiakie je autoimunitní 

onemocnění vyvolané imunitní odezvou na gluten. U tohoto typu onemocnění vzrůstá 

exprese protizánětlivých látek v organismu. Získané výsledky této práce ukazují, ţe 

námi navrhovaný postup s vyuţitím kapalinové chromatografie, monolitické kolony a 

off-line spektrofotometrickou detekcí pomocí metody dle Bradfordové, je velmi 

senzitivní a robustní přístup pro izolaci a stanovení laktoferinu z biologické matrice. 

Námi předkládaná metodika je tak vyuţitelná pro diagnostické účely chorob spojených 

se změnou koncentrace laktoferinu ve slinách. 
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Úvod 

 
Sliny jsou směsí biologicky významných glykoprotei-

nů, proteinů, enzymů, hormonů, minerálů a elektrolytů 
rozpuštěných ve vodě a jsou produkovány především páro-
vými velkými slinnými žlázami1,2. Obsah vody a v ní roz-
puštěných látek kolísá v závislosti na momentálním fyzio-
logickém stavu organismu, přičemž jsou tyto procesy říze-
né vegetativním nervovým systémem na základě podmíně-
ných a nepodmíněných reflexů2. Sliny se podílejí 
na přenosu chuti k chuťovým pohárkům, zvlhčují dutinu 
ústní, štěpí sacharidy a tuky na jednodušší sloučeniny, 
mají antimikrobní, desinfekční a ochranné účinky3. 

Jednou z významných složek slin je laktoferin. Tento 
glykosylovaný protein o molekulové hmotnosti 80 kDa je 
složený z 692 aminokyselin4,5 a jeho isoelektrický bod (pI) 
byl stanoven na 8–8,5 (cit.6,7). Struktura laktoferinu je 
uspořádána do jednoduchého polypeptidového řetězce 
strukturovaného do dvou domén (obr. 1, převzato 
z databáze Expasy). Ty jsou pak schopny vázat ionty kovů, 
nejčastěji Fe2+ nebo Fe3+, ale také i ionty Cu2+, Zn2+ a Mn2+ 

(cit.6,7). Výskyt tohoto proteinu byl zaznamenán v sekre-
tech několika sliznic (mateřském mléce, slzách, krevní 
plazmě, slinách, potu spermatu či vaginálním výtoku)6. 
V organismu plní důležitou funkci v nespecifickém imu-
nitním systému díky jeho antimikrobní, fungicidní a anti-
virové aktivitě, která je podmíněná schopností vázat kovo-
vé ionty, které většina bakterií vyžaduje pro svůj růst8. 

Zvýšení hladiny laktoferinu v krvi je často spojené se zá-
nětlivými procesy probíhajícími v organismu9. 

Ze vzorku lze laktoferin izolovat díky podstatně odliš-
nému isoelektrickému bodu v porovnání s dalšími proteiny 
přítomnými ve vzorku pomocí iontově výměnné chroma-
tografie10–14. Další využívané metody pro izolaci a přečiš-
tění laktoferinu jsou enzymově značená imunoanalýza15, 
afinitní membránová chromatografie16 či nověji pseudoafi-
nitní chromatografie17. Kvantitativní stanovení se nejčastě-
ji provádí imunoseparačními metodami, jako je enzymově 
značená imunoanalýza (ELISA)18–20, radioimunoanalýza 
(RIA)21,22, či luminiscenčně založená imunoanalýza (LSA)23. 
Pro tyto metody se limity detekce pohybují v rozmezí 
10 ng ml–1 – 0,2 mg ml–1.  Literatura se však také zmiňuje 
o stanovení laktoferinu vysoce účinnou kapalinovou chro-
matografií s detektorem diodového pole (DAD) s limitem 
detekce 4,5 g ml–1 (cit.24). Vzhledem k vhodnosti metod 
kapilární elektroforézy pro stanovení proteinů25 byl lakto-
ferin studován i čipovou gelovou elektroforézou26. Pro 
detekci laktoferinu jsou vzhledem k snadné možnosti mini-
aturizace detekčního zařízení27 do budoucna použitelné 
i amperometrické metody (limit detekce (LOD) 35 nM)28. 
Jako další elektrochemické metody vhodné pro stanovení 
proteinů lze uvést Brdičkovu reakci29 nebo chronopotenci-
ometrickou rozpouštěcí analýzu, kde je možné pro protei-
ny či enzymy dosáhnout výrazně nízkých limitů detek-
ce30,31. 

V této práci byla provedena separace proteinu laktofe-
rinu z lidských slin za využití iontově výměnné kapalinové 
chromatografie s monolitickou kolonou a následně byla 
optimalizována metoda offline fotometrického stanovení, 
kde byly porovnány parametry metody stanovení s běžně 
používanými metodami barvení proteinů pomocí biureto-
vého činidla, pyrogalové červeně a Bradfordova činidla32. 
Nejvhodnější metoda byla využita pro off-line stanovení 

LABORATORNÍ PŘÍSTROJE A POSTUPY  

Obr. 1. 3D struktura lidského laktoferinu obsahujícího dva 
ionty Fe2+ vázané v každé z jeho dvou domén 
(zdroj:www.expasy.org) 

K1PC2
Typewritten Text



Chem. Listy 108, 5663(2014)                                                                                                            Laboratorní přístroje a postupy 

59 

laktoferinu v lidských slinách po přečištění kapalinovou 
chromatografií. 

 
 

Experimentální část 
 
Chemikálie 
 

Laktoferin a ostatní chemikálie (Trizma base, HCl, 
NaCl, Etanol, H3PO4, ACS voda, Coomasie brilliant blue) 
byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). 
Destilovaná voda byla připravena v laboratoři na zařízení 
AquaOsmotic 02 (AquaOsmotic, Tišnov, Česká republika) 
a následně přečištěna na zařízení Millipore RG 
(MilliporeCorp., USA, 18 MΏ) na deionizovanou (MiliQ) 
vodu. 

 
Odběr a příprava vzorků 

 
K experimentu bylo vybráno 9 zdravých osob ve věku 

23–28 let (7 žen a 2 muži) a 1 osoba trpící celiakií (vzorek 
č. 10, žena). Vzorky slin byly odebírány do odběrových 
zkumavek Salivette (Sarstedt, Německo). Přiložená buniči-
na byla žvýkána po dobu 2 min. Následovala centrifugace 
vzorků v Salivette zkumavce při 3000 rpm po dobu 5 min 
(Universal 320, Hettich Zentrifugen, Německo). Odebraný 
vzorek byl naředěn 1:1 s 25 mM Tris-HCl pufrem (pH  7) 
a přefiltrován přes mikrofiltr (microStar 0,45 m CA, 

Costar Cambridge). Takto připravený vzorek byl analyzo-
ván iontově výměnnou kapalinovou chromatografií s UV 
detekcí a separované frakce byly off-line fotometricky 
analyzovány automatickým spektrofotometrem. 

 
Iontově-výměnná kapalinová chromatografie s UV 
detekcí  

 
Systém kapalinového chromatografu Biologic Duo-

Flow (Biorad, USA) byl složen ze dvou chromatografic-
kých pump pro dopravu elučních pufrů, monolitické kolo-
ny s jedním CIM diskem, který byl modifikován -SO3

– 

funkčními skupinami (Bia Separations, Slovinsko), dávko-
vacího ventilu s 2l dávkovací smyčkou, UV-VIS detekto-
ru a automatického sběrače frakcí (obr. 2A). Kapalina byla 
na CIM kolonu dopravována dvěma pumpami za pomocí 
vysokotlakého gradientu. Výstup z kolony byl napojen na 
UV detektor, který sloužil pro úpravu nastavení sběru frak-
cí. Jako mobilní fáze I (MFI) byl použit 25 mM Tris-HCl 
pufr o pH 7, mobilní fáze II (MFII) byla tvořena 2M NaCl 
v MFI. Průtok mobilní fáze byl 4 ml min–1. Laktoferin byl 
eluován lineárně se zvyšujícím gradientem NaCl:  0–6 ml 
(0 % II), 6 → 12 ml (100 % II), 12→16 ml (100 % II), 
16→17 ml, (0 % II), 17 → 21 ml (0 % II) (obr. 2B). De-
tektor byl nastaven na 280 nm (maximum při absorpci 
aromatických aminokyselin). Frakce laktoferinu o objemu 
1 ml byla sbírána v elučním objemu 10,62–11,62 ml auto-
matickým sběračem frakcí (Biorad, USA). 

Obr. 2. (A) Schéma iontově výměnné kapalinová chromatografie využívající monolitickou CIM kolonu s UV detektorem a sběra-
čem frakcí. Kapalina byla na CIM kolonu dopravována dvěma pumpami za pomocí vysokotlakého gradientu. Výstup z kolony byl napo-
jen na čtyřkanálový UV detektor, který sloužil pro úpravu nastavení sběru frakcí. Jako mobilní fáze I byl použit 25mM Tris-HCl (pH 7), 
mobilní fáze II se skládala z 2M NaCl v mobilní fázi A. Průtok mobilní fáze činil 4 ml min–1 a detekce probíhala při 280 nm. (B) Znázor-
nění časového průběhu gradientu – koncentrace mobilní fáze B v závislosti na objemu  
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Polyakrylamidová gelová elektroforéza 
 
Vyseparované frakce laktoferinu byly analyzovány 

polyakrylamidovou gelovou elektroforézou v přítomnosti 
dodecylsulfátu sodného (SDS-PAGE). Pro studium lakto-
ferinu byl použit 7,5% separační gel a koncentrace zaost-
řovacího gelu byla 5 %. SDS-PAGE probíhala na aparatu-
ře Maxigel od firmy Biometra (Německo). Separace probí-
hala při napětí 150 V, dokud čelo proteinů nedosáhlo dol-
ního konce gelu (~ 1 h). Během separace byl gel chlazen 
vodou. SDS-PAGE a detekce proteinů stříbrem byly pro-
vedeny podle klasických protokolů33. Gel byl inkubován 
1 hodinu v roztoku 1 (1,14 % kyseliny octové, 6,4 % me-
thanolu, 0,1 % formaldehydu) s následným propláchnutím 
3×15 min v roztoku 2 (methanol s MiliQ vodou v poměru 
1:1). Poté byl opět inkubován 1 min v roztoku 3 (0,02 %  
thiosíranu sodného) a propláchnut 2×20 min destilovanou 
vodou. Následovala další inkubace 20 min v roztoku 4 
(0,02 % AgNO3, 0,076 % formaldehydu) a propláchnutí 
20 min destilovanou vodou. Na závěr byl gel inkubován 
v roztoku 5 (6 % Na2CO3, 0,0004 %  Na2S2O3, 0,05 % 
formaldehydu) a byl pozorován vznik zbarvení. Po získání 
optimálního zabarvení (~ 3 min) byl gel ihned propláchnut 
2×2 min destilovanou vodou. Pro zafixování byl hotový 
gel inkubován v roztoku 6 (6,4 %  methanolu a 1,14 % 
kyseliny octové). 

 
Off-line fotometrická analýza 

 
Pro spektrofotometrické analýzy byl použit automa-

tický spektrofotometr BS-200 (Mindray, Čína), který se 

skládá z kyvetového prostoru (temperovaného na 37±0,1 °
C), reagenčního prostoru s karuselem pro reagencie a pří-
pravu vzorků (temperovaného na 4±1 °C) a optického 
detektoru34. Zdrojem světla byla halogeno-wolframová 
žárovka. Přenos vzorků a reagencí zabezpečovalo robotic-
ké rameno s dávkovací jehlou (chyba dávkování do 1 % 
objemu). Kontaminace byla minimalizována díky propla-
chování jak dávkovací jehly, tak míchadla MilliQ vodou. 
Ke stanovení laktoferinu pyrogalovou červení bylo 
ke 200 l činidla (50 mM sukcinová kyselina, 3,47 mM 
benzoát sodný, 0,06 mM molybdenát sodný, 1,05 mM 
oxalát sodný a 0,07 mM pyrogalová červeň)35–37 (Skalab-
kit, Svitavy Česká republika) přidáno 4 l vzorku. 
U metody dle Bradfordové38–40 bylo k 190 l činidla 
(0,01 % Coomassie Brilliant Blue G-250, 4,7 % ethanol, 
8,5 % kyselina fosforečná v destilované vodě) přidáno 
10 l vzorku41. Detekce u obou metod probíhala při 
578 nm a doba reakce byla 10 min. Pro stanovení proteinů 
biuretovým činidlem bylo do kyvety napipetováno 150 l 
biuretového činidla (100 mM vinan sodno-draselný, 
100 mM NaOH, 15 mM KI, 6 mM CuSO4) a následně 3 l 
vzorku. Po 10 min inkubace při 37 °C byla změřena absor-
bance při vlnové délce 546 nm. Obsah kyvet po nadávko-
vání vzorku byl ihned promíchán automatickým mícha-
dlem a analyzován. Typické záznamy v podobě kinetic-
kých křivek získaných z automatického fotometru BS-200 
znázorňující časově závislé měření absorbance různých 
koncentrací laktoferinu jsou uvedeny na obr. 3. Absorban-
ce byla odečítána v čase18 sekund, kde byla zaznamenána 
maximální absorbance pro všechny body kalibrace. 

 

Obr. 3. Kinetické křivky získané z automatického fotometru BS-200 znázorňující časové závislé měření různých koncentrací lak-
toferinu metodou dle Bradfordové. Na obrázku je znázorněna osmibodová kalibrační křivka v rozmezí 7,81 až 1000 g ml–1  
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Výsledky a diskuse 
 
Pro separaci laktoferinu jsme využili kapalinový 

chromatograf, ke kterému byla připojena monolitická ko-
lona. Tato kolona je díky své konstrukci šetrná ke struktu-
ře proteinu, neboť lze separaci provádět při vysokém prů-
toku a přitom při velmi nízkém tlaku, aniž by došlo 
k poškození struktury proteinu26,42. Strukturní změny pro-
teinů v závislosti na tlaku v koloně byly již v minulosti 
studovány43–45. Pro separaci byl využit postup, jehož para-
metry byly optimalizovány v práci42, přičemž byla prove-
dena optimalizace postupu pro izolaci laktoferinu ze slin, 
kdy jsme pozornost zaměřili na rychlost průtoku mobilní 
fáze a koncentrace solí obsažených v elučním pufru, a dále 

jsme se zaměřili na výběr nejvhodnější fotometrické detek-
ce. 

 
Off-line fotometrická detekce 

 
Nejprve jsme se zaměřili na výběr vhodné off-line 

fotometrické detekce pomocí různých typů barvení. Pro 
fotometrické stanovení koncentrace laktoferinu 
z izolovaných frakcí byly vybrány tři metody, které se 
používají ke stanovení proteinů, a to metoda s pyrogalovou 
červení35–37 , metoda dle Bradfordové38–40 a metoda 
s biuretovým činidlem46. Ke zjištění limitu detekce (3*S/N)47 
metod byla proměřena 15 bodová kalibrační závislost lak-
toferinu v roztoku 2M NaCl v koncentračním rozmezí od 1 

Obr. 4. Graf závislosti absorbance na koncentraci laktoferinu v získaných frakcích pomocí iontově-výměnné kapalinové chroma-
tografie analyzovaných v off-line provedení pomocí (A) pyrogalové červeně, (B) biuretového činidla a (C) metody dle Bradfordové 
v koncentračním rozmezí 0,061–1000 µg ml–1. (D) Lineární část kalibrační křivky laktoferinu detegovaného metodou dle Bradfor-
dové od 0,2 do 62,5 µg ml–1  
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do 1000 g ml–1. V případě metody využívající pyrogalo-
vou červeň (obr. 4A) byla linearita R2 = 0,9899 
v koncentračním rozmezí 15–1000 g ml–1 s limitem de-
tekce 1 g ml–1 (RSD = 6 %, n = 3, tab. I). Linearita kalib-
rační křivky biuretové metody (obr. 4B) byla R2 = 0,999 
v koncentračním rozmezí 62,5–1000 g ml–1 . Limit detek-
ce 3S/N činil 10 g ml–1  (RSD = 5 %, n = 3, tab. I). Kalib-
race laktoferinu metodou dle Bradfordové (obr. 4C a D) 
vykazovala linearitu R2 = 0,9916 v koncentračním rozmezí 

1 do 62,5 g ml–1. Limit detekce této metody (3 S/N byl 
0,01 g ml–1 (RSD = 4 %, n = 3, tab. I). 

Z těchto výsledků jasně vyplývá, že pro stanovení 
laktoferinu je nejvhodnější z pohledu limitu detekce meto-
da dle Bradfordové. Vzhledem k tomu, že v  publikova-
ných studiích byly naměřené koncentrace laktoferinu 
ve slinách v rozmezí 10,54 g ml–1 (cit.48) až 47 g ml–1 

(cit.49), byla pro off-line detekci zvolena fotometrická me-
toda dle Bradfordové. Pro ověření detekce i v off-line pro-

Tabulka I 
Fotometrické stanovení proteinů 

Metoda Rovnice regrese Lineární dynamický rozsah R2 LODa LOQb RSDc 

 [g ml–1]  [g ml–1] [g ml–1] [%] 

Pyrogalová červeň y = 0,0650x + 3,81 16–1000 0,990 1 3 6 

Biuretovo činidlo y = 0,928x + 208 62,5–1000 0,999 10 30 5 

dle Bradfordové y = 2,03x + 8,46 0,1–62,5 0,992 0,01 0,03 4 

a Limit detekce, b limit kvantifikace, c relativní směrodatná odchylka 

Obr. 5. (A) Chromatografický záznam vzorku slin zdravého člověka a standardu laktoferinu (200 g ml–1). (B) Chromatografický 
záznam vzorku slin pacienta trpícího celiakií v proložení se standardem laktoferinu (200 g ml–1) 
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vedení byla 15 bodová kalibrační závislost připravena také 
v pufru, který je součástí mobilní fáze A pro separaci lak-
toferinu, a kterým jsou sliny ředěny. Tato kalibrační řada 
laktoferinu byla analyzována iontově výměnnou kapalino-
vou chromatografií s následnou fotometrickou detekcí 
izolovaných frakcí metodou dle Bradfordové. Zjištěné 
hodnoty absorbance byly při porovnání stejné jako u kalib-
race laktoferinu připraveného v prostředí eluentu, tedy 
mobilní fáze B. V porovnání s ostatními autory (Adam 
a spol.42 100 g ml–1, Yoshise a spol.20 100 g ml–1, Sykes 
a spol.21 200 g ml–1 a Drackova a spol.24 4,5 g ml–1) 

vykazuje námi optimalizovaná metoda nižší limity detekce.  
 

Analýza reálných vzorků 
 
Návratnost 

Sliny jsou komplexem mnoha látek, které spolu mo-
hou interferovat a tím zkreslovat získané výsledky. Byla 
tedy studována návratnost stanovení laktoferinu metodou 
standardního přídavku o koncentraci 50 g ml–1, kde ana-
lýza probíhala dle optimalizované metodiky. 
Z naměřených hodnot byla vypočítána průměrná návrat-
nost 53±5 % (n=3). Pomocí provedení gelové elektroforé-
zy metodou SDS-PAGE45,50 byla potvrzeno, že izolovaná 
frakce obsahovala pouze protein o molekulové hmotnosti 
80 kDa, která odpovídá laktoferinu. 

 
Analýza reálných vzorků slin 

Před izolací laktoferinu iontově-výměnnou kapalino-
vou chromatografií byly připravené vzorky slin podrobeny 
fotometrické analýze metodou dle Bradfordové pro určení 
celkové koncentrace proteinů. Naměřené absorbance byly 
přepočítány pomocí následující kalibrační přímky (y = 

4,8658x + 7204,7) a zjištěná koncentrace se ve slinách 
pohybovala v rozmezí 490 až 860 g ml–1. Stanovené kon-
centrace korespondují s literaturou, která udává celkové 
množství proteinů ve slinách od 720 do 2450 g ml–1 
(cit.51,52). Pro stanovení laktoferinu ze slin byly vzorky 
izolovány iontově výměnnou kapalinovou chromatografií. 
Optimalizované podmínky separace byly: průtok mobilní 
fáze 4 ml min–1 a koncentrace NaCl v mobilní fázi B pro 
vysolení proteinu z kolony 2 M. V elučním objemu 5,26–
6,26 ml byla sbírána frakce o objemu 1 ml. Chromatogra-
my laktoferinu ze vzorku slin pacienta a zdravého člověka 
jsou uvedeny na obr. 5A a 5B. Odebrané frakce obsahující 
laktoferin byly následně off-line fotometricky analyzovány 
metodou dle Bradfordové. Koncentrace laktoferinu se 
u studovaných zdravých lidí (muži a ženy ve věku 18 až 
23 let) po přepočtu na celkový obsah proteinů (hodnoty 
jsou uvedené jako g laktoferinu na mg celkových protei-
nů) pohybovala v rozmezí 32±2 až 100±3 g mg–1 s prů-
měrným obsahem laktoferinu ve slinách 42±4 g mg–1 
(n=3). V ostatních publikovaných studiích byly zjištěny 
koncentrace laktoferinu ve slinách v rozmezí 10,54 g ml–1

(cit.48) až 47 g ml–1 (cit.49), což odpovídá našim výsled-
kům, které byly v rozmezí 20–35 g ml–1 (tab. II). U oso-
by trpící celiakií (vzorek č. 10) byla zjištěna 2,5× vyšší 
hladina laktoferinu než u průměrných hodnot u zdravých 
jedinců (tab. II). Vyšší hladinu laktoferinu u celiaků doklá-
dají i další studie53,54, kde byla zjištěna vyšší koncentrace 
laktoferinu ve střevní mukóze. U kontrol byl test na lakto-
ferin negativní. Vzhledem k tomu, že se u jedinců trpící 
touto chorobou po styku nebo pozření lepku vytváří imu-
nitní reakce s následnou tvorbou zánětu střevní sliznice, 
může tento patologický stav vést ke zvýšené koncentraci 
laktoferinu v organismu55. 

Tabulka II 
Analýza vzorků slin 

Vzorek a c (proteiny) b c (laktoferin) c (laktoferin/celkové proteiny) c 

[µg ml–1] [µg ml–1] [µg/mg proteinů] 

1 490 ±30 80 ±7 230 ± 20 

2 700 ±50 70 ±6 130 ± 10 

3 630 ±70 70 ±6 240 ± 20 

4 560 ±40 60 ±5 170 ± 10 

5 690 ±50 30 ±2 190 ± 20 

6 680 ±50 50 ±4 150 ± 10 

7 790 ±60 60 ±5 150 ± 10 

8 600 ±40 70 ±6 230 ± 20 

9 860 ±60 60 ±5 130 ± 10 

10 500 ±40 110 ±10 420 ± 30 

a Vzorky č. 1–9 byly odebrány (n = 3) od zdravých osob ve věku 23–28 let, vzorek 10 pochází od ženy (28) trpící celiakií, 
b celková koncentrace proteinů byla stanovena pomocí fotometrické metody dle Bradfordové, c koncentrace laktoferinu se 
pohybovala v rozmezí 130±10 až 240±20 g mg–1 s průměrným obsahem laktoferinu ve slinách 170±10 g mg–1(n=3) 
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Závěr 
 
Metoda iontově výměnné kapalinové chromatografie 

s využitím monolitické kolony a následná off-line fotome-
trická detekce izolovaných frakcí s využitím metody dle 
Bradfordové je velmi vhodným a robustním postupem pro 
stanovení laktoferinu v lidských slinách. Kontrola izolova-
ného laktoferinu byla s pozitivním výsledkem provedena 
pomocí SDS-PAGE. Optimalizovanou metodou byla sta-
novena koncentrace laktoferinu u deseti zdravých subjek-
tů. Průměrný obsah laktoferinu ve slinách zdravých osob 
byl 42±4 g mg–1, u osoby trpící celiakií byla tato hodnota 
2,5 vyšší. Výsledky této práce ukazují, že spojením sepa-
rační techniky využívající monolitickou kolonu a klasické 
fotometrické metody dle Bradfordové implementované do 
automatického analyzátoru je tento postup snadno plně 
automatizovatelný a vhodný pro tyto typy studia. 

 
Tato práce byla financována z projektu CEITEC 

CZ.1.05/1.1.00/02.0068. 
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of Lactoferrin in Human Saliva 

  
Lactoferrin, a globular glycoprotein, is an important 

component of saliva. It shows an antibacterial, anticancer-
ogenic and anti-inflammatory activity. The aim of this 
study was to develop a method of isolation of lactoferrin 
from human saliva using ion exchange chromatography in 
a monolithic column and spectrometric detection with 
Pyrogallol Red by the Bradford and biuret methods. The 
calibration curve for lactoferrin was linear in the range 
0.06–62.5 g ml–1, limit of detection 0.01 g ml–1. The 
lactoferin concentration in saliva of healthy subjects was 
42±4 g mg–1. Patient with celiac disease showed 2.5
times higher concentration of lactoferrin compared with 
healthy subjects.  
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5.1.2 Vědecký článek II 

Microfluidic tool coupled with electrochemical assay for detection of lactoferrin 

isolated by antibody-modified paramagnetic beads 

Zitka, O., Krizkova, S., Skalickova, S., Dospivova, D., Adam, V. and Kizek, R. 

Electrophoresis, 2013, 0173-0835, 2120-2128 

Podíl autora Skaličková S.: 50 % textové části práce a 50 % experimentální práce 

 

Laktoferin se nachází v důleţitých tělních sekretech jako je mateřské mléko, sliny, pot 

aj. Díky jeho schopnosti vázat ionty kovů, se uplatňuje v udrţování jejich homeostázy v 

organismu a přispívá k činnosti imunitního systému svými antibakteriálními, 

antivirovými a antifungicidními účinky. Pro detekci a stanovení laktoferinu byla 

optimalizována řada metod, z nichţ se nejčastěji vyuţívá kapalinová chromatografie. 

Další vhodné techniky jsou imunochemické metody, kapilární elektroforéza či 

elektrochemické metody.  

Paramagnetické částice jsou dnes často vyuţívané médium pro izolaci a 

zakoncentrování cílových analytů díky moţnosti jejich konjugace s protilátkami proti 

stanovované látce. Tímto se sniţuje čas přípravy vzorků, zvyšuje se reprodukovatelnost 

a senzitivita analýzy. Mimo jiné paramagnetické částice představují analytický potenciál 

v biosenzorech. 

V této studii jsme vyvinuli imunosenzor pro detekci laktoferinu z biologických vzorků 

pomocí roboticky ovládané přípravy paramagnetických částic modifikovaných 

protilátkami proti laktoferinu pomocí automatické pipetovací stanice. V postupu jsme 

optimalizovali následující kroky: navázání proteinu G na paramagnetické částice, na 

které byly připojeny kozí protilátky proti LF (10 µg). Laktoferin byl následně přidán do 

mikrotitrační destičky, která byla pokryta kozími protilátkami proti laktoferinu. 

Laktoferin byl ve vzniklém komplexu detekován pomocí křenové peroxidázy, která 

redukuje 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB). Výsledný produkt byl detekován 

spektrofotometricky s limitem detekce 5 ng/ml (3 S/N) a také pomocí injekční analýzy 

v zastaveném průtoku (SFIA) s amperometrickou detekcí. Limit detekce metody byl 
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stanoven na 0,1 µg/ml. Výsledky obou analýz byly mezi sebou porovnány pomocí 

korelační analýzy a vypočítaný korelační koeficient R2 = 0,95 značí, ţe výsledky jsou 

v dobré shodě. Výhodou námi navrţené metody je moţnost její plné automatizace a 

propojení spektrofotometrické a elektrochemické detekce. Navíc, dynamický rozsah pro 

SFIA je lepší neţ u běţně vyuţívané enzymem značené imunoanalýzy. 
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Research Article

Microfluidic tool coupled with
electrochemical assay for detection of
lactoferrin isolated by antibody-modified
paramagnetic beads

Lactoferrin (LF) is approximately 80 kDa iron-binding protein, which is important part of
saliva and other body fluids. Due to its ability to bind metal ions, it has many biologically
important functions. In this study, a method for the isolation of LF from a biological
sample using robotically prepared antibody-modified paramagnetic particles was devel-
oped using robotic pipetting station. The method consisted of the following optimised
steps. Protein G was bound on the paramagnetic particles, on which goat antibody (10 �g)
was linked. LF was subsequently added to microtitration plate, which had affinity to goat
antibody and the interaction lasted for 30 min. We found that the highest signals were
obtained using the combination of goat antibody 1:3000, murine antibody 1:5000 and
conjugate 1:1500. Horseradish peroxidase reducing 3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine (TMB)
was linked to the merged complex. The resulted product of this reaction was subsequently
analysed spectrometrically with detection limit (3 S/N) as 5 ng/mL. In addition, we also de-
termined TMB by stopped flow injection analysis with electrochemical detection. The limit
of detection (3 S/N) was estimated as 0.1 �g/mL. To compare spectrometric and electro-
chemical approach for detection of TMB, calibration range of bead-LF-antibodies complex
was prepared and was determined using a least-squares correlation with coefficient R2

higher than 0.95, indicating a very good agreement of the results obtained.

Keywords:

Electrochemistry / ELISA / Lactoferrin / Magnetic particles / Stopped flow
injection analysis DOI 10.1002/elps.201200631

1 Introduction

Saliva is the product of the salivary gland secretory cells con-
taining glycoproteins, proteins, enzymes, hormones and min-
erals [1]. Saliva composition varies depending on the current
physiological state of an organism and processes controlled
by autonomic nervous system on the basis of the conditioned
and unconditioned reflexes [1]. Saliva involves in the transfer
of flavour to the taste buds, moisturizes the mouth, facilitates
dilution and swallowing food, breaks down carbohydrates and
fats into simpler compounds and exhibits antimicrobial, an-
tiseptic and protective effects [2]. Lactoferrin (LF), protein
contained in saliva, is one of the components of innate im-
munity due to its antimicrobial, anti-inflammatory effects
that result from its structure. It consists from two domains,

Correspondence: Dr. Rene Kizek, Department of Chemistry
and Biochemistry, Mendel University in Brno, Zemedelska 1,
CZ-613 00 Brno, Czech Republic
E-mail: kizek@sci.muni.cz
Fax: +420-5-4521-2044

Abbreviations: CV, cyclic voltammetry; FPLC, fast protein LC;
HRP, horseradish peroxidase; LF, lactoferrin; SFIA, stopped
flow injection analysis; TMB, 3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine

which have the ability to bind metal ions, mostly Fe2+ or Fe3+,
but also Cu2+, Zn2+ and Mn2+ [3, 4], which are required for
bacteria growth [5]. The occurrence of this glycoprotein was
observed in several mucosal secretions as breast milk, tears,
blood, saliva, sweat, semen or vaginal discharge [3]. In addi-
tion, the enhanced level of LF in the blood is associated with
inflammatory processes in the body [6].

ELISA [7–9], RIA [10, 11] or luminescence-based
immunoanalysis [12] are commonly used for determination
of LF. This protein can be also determined using other meth-
ods like CE [13] and/or flow injection analysis with elec-
trochemical detection [14]. Biosensors with detection limits
down to hundreds of pg/mL are suitable for determination of
LF in urine samples, where LF is present in very small con-
centrations [15]. In addition to determination assays, affinity
CE was used to investigate the binding of heparin to LF [16].

Nano- and microparticles are increasingly used in im-
munoassays both for molecules labelling as gold nanopar-
ticles used for CA15–3 antigen determination [17] and for
immobilization of target compounds including antibodies
[18]. Besides particles without magnetic properties, advan-
tages of paramagnetic particles using are simple separation

Colour Online: See the article online to view Figs. 1–4 in colour.
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of immunocomplexes and reactants, relatively large surface
area for molecules immobilization, implementation to mi-
crodetection systems and therefore possibility to use smaller
amounts of sample, to reduce reaction times and to en-
hance selectivity and reproducibility [19]. Combination of
electrokinetic pumping and manipulation in a microflu-
idic device employing magnetic particles as a solid sup-
port was described for detection of rabbit IgG as model
protein [20].

In this study, a method for the isolation of LF from
a biological sample using antibody-modified paramagnetic
particles was developed. The whole process included several
steps, which have been optimised. The effectiveness of each
step was monitored using spectrophotometric and electro-
chemical techniques. We also suggested a procedure for the
automated preparation of the initial magnetic particle conju-
gates with antibody. After the isolation of LF by the optimised
procedure, concentration of the protein of interest was deter-
mined using previously published flow injection analysis with
electrochemical detection [21].

2 Materials and methods

2.1 Chemicals and pH measurement

3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine (TMB), Na2CO3, NaHCO3,
BSA, human IgG, NaCl, Na2PO4 and NaHPO4 were pur-
chased from Sigma Aldrich (St. Louis, USA). HPLC-grade
methanol (>99.9%; v/v) was from Merck (Dortmund, Ger-
many). Other chemicals were purchased from Sigma Aldrich
in ACS purity unless noted otherwise. Stock standard so-
lutions of LF (1 mg/mL) were prepared with ACS wa-
ter (Sigma-Aldrich) and stored in dark at −20�C. The
pH value was measured using WTW inoLab Level 3
with terminal Level 3 (Weilheim, Germany), controlled
by software MultiLab Pilot (Weilheim). The pH electrode
(SenTix H, pH 0–14/0–100�C/3 mol/L KCl) was regularly
calibrated by set of WTW buffers (Weilheim). Polyclonal
goat anti-LF, monoclonal murine anti-LF antibodies and
chicken-HRP conjugate were purchased from SantaCruz
Biotechnology (USA). Polyclonal rabbit anti-mouse conju-
gate with alkaline phosphatase (AP-conjugated rabbit anti-
mouse IgG) was purchased from Dako (Denmark). Magnetic
microparticles Dynabeads Protein G were from Invitrogen
(Norway). Plastic (tips, DWP plates) used was low retention
and low protein binding and was purchased from Eppendorf
(Germany).

2.2 Isolation of LF by fast protein LC

LF from human saliva was isolated using fast protein LC
(FPLC) protocol by Zitka et al. [22]. The saliva was ob-
tained from healthy man (age 26 years) using Salivette tubes
(Sarstedt, Germany). The obtained fractions of LF were dia-
lyzed on cellulose ester membranes 0.1–1 kDa (Float-A-Lyzer

G2, Spectra Pro, USA) 24 h, 4�C and lyophilised (Christ Alpha
1–2) 24 h under 1−10 mBar and −50�C. Lyophilised LF was
dissolved in ACS water to concentration 1 mg/mL and filtered
using cut-off filter (Amicon Ultra-2, Ultracel-30 Membrane,
30 kDa, Millipore, Ireland). The concentration of LF standard
was measured spectrometrically.

2.3 ELISA

Dilution of the coating, primary and secondary antibodies
for LF immunodetection was tested by ELISA. Microtitra-
tion plate was coated with 100 �L per well of polyclonal goat
anti-LF antibody (SantaCruz Biotechnology) diluted 1:5000
or 1:3000 in 0.05 M carbonate buffer (0.032 M Na2CO3 and
0.068 M NaHCO3, pH 9.6) at 4�C for 16 h. After coating
the free surface of the wells was blocked with 150 �L per
well of 1% BSA w/v in PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl,
1.4 mM NaH2PO4, and 4.3 mM Na2HPO4, pH 7.4) for 30 min
at 37�C, then the wells were washed 5× with 350 �L of 0.05%
v/v PBS-T (Hydroflex, TECAN, USA). Then, 100 �L of the
sample of LF standard was added and the microplate was in-
cubated at 37�C for 1 h. After washing with PBS-T, 100 �L
of monoclonal murine anti-LF antibody (SantaCruz Biotech-
nology) in dilution 1:5000 or 1:10 000 in PBS was added and
the plate was incubated for 60 min at 37�C. After washing
with PBS-T, 100 �L of chicken anti-mouse-HRP conjugate
(SantaCruz Biotechnology) in dilution of 1:1500 or 1:2000
was added and the plate was incubated for 60 min at 37�C.
After incubation and washing 100 �L of 0.001% w/v TMB
in 0.2 M sodium acetate adjusted to pH 5.8 with citric acid
with 0.037% v/v of H2O2 was added. After 30 min, the reac-
tion was stopped with 50 �L of H2SO4 and after additional
5 min the absorbance was read at 450 nm (Infinite M200 Pro,
Tecan, USA).

2.4 Immobilization of antibodies to the

paramagnetic beads

The procedure of antibodies preparation and immobilization
to the beads was adopted from suppliers manual (Invitro-
gen). The magnetic beads with protein G (DB-G) (25 �L)
were washed twice in the 100 �L of PBS buffer. Goat anti-
body against LF (10 �g in 100 �L of PBS) was added to DB-G
and the Ab-DB-G complex was incubated for 30 min at room
temperature in a multi-spin MSC-3000 centrifuge (Biosan,
Latvia) to avoid beads sedimentation. During this incubation
the antibody was bound to the Dynabeads via its Fc region.
After that, tubes were placed on a Dynal Magnetic Particle
Concentrator (Invitrogen), thus, the beads migrated to the
side of the tube facing the magnet and allowed for easy re-
moval of the supernatant. Unbound antibody was removed
and the samples were washed with 100 �L of PBS and the
beads were blocked with 0.1 mg/mL of nonspecific human
IgG for 30 min in a multi-spin centrifuge. After the washing
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the beads were resuspended in 100 �L of PBS with 0.01%
Tween-20 and stored for further usage at 4�C.

2.5 Dot-immunobinding assay and SDS-PAGE

Dot-immunobinding assay was used to verify the antibodies
binding to LF standards. Two microlitre of the sample was
pipetted on a PVDF membrane (Bio-Rad, USA) and let to
dry. Then the membrane was blocked with 1% milk and in-
cubated with primary antibodies in dilution of 1:200 in PBS
overnight with rotation. Then, the membrane was three times
washed with PBS buffer containing 0.05% v/v Tween-20
(PBS-T) and incubated with secondary antibodies in dilution
of 1:500 in PBS for 1 h. After the three times washing with
PBS-T the membrane was incubated with a chromogenic sub-
strate for HRP (0.4 mg/mL 3-aminoethyl-9-carbazole in 0.5 M
acetate buffer with 0.1% H2O2, pH 5.5), after the adequate
development the reaction was stopped by rinsing with water,
dried and scanned.

SDS-PAGE was performed using a Mini Protean Tetra
apparatus with gel dimension of 8.3 × 7.3 cm (Bio-Rad). First
12.5% w/v running, then 5% w/v stacking gel was poured.
The gels were prepared from 30% w/v acrylamide stock so-
lution with 1% w/v bisacrylamide. The polymerization of the
running or stacking gels was carried out at room temper-
ature for 45 or 30 min, respectively. Prior to analysis the
samples were mixed with non-reduction sample buffer in a
2:1 ratio. The samples were incubated at 93�C for 3 min, and
the sample was loaded onto a gel. For determination of the
molecular mass, the protein ladder ‘Precision plus protein
standards’ from Bio-Rad was used. The electrophoresis was
run at 150 V for 1 h at laboratory temperature (23�C) (Power
Basic, Bio-Rad, USA) in Tris-glycine buffer (0.025 M Trizma-
base, 0.19 M glycine and 3.5 mM SDS, pH 8.3). Then the gels
were stained with silver according to Krizkova et al. [23].

2.6 Robotic pipetting station

For automated samples handling prior to their electrochem-
ical analysis, an automated pipetting station Ep-Motion 5075
(Eppendorf) with computer controlling was used. Positions
C1 and C4 were thermostated (Epthermoadapter PCR96). The
samples can be placed in position B3 Ep 0.5/1.5/2 mL adaptor.
In B1 position Module Reservoir for washing solutions and
waste were placed. Tips were placed in positions A4 (ePtips
50), A3 (ePtips 300) and A2 (ePtips 1000). Transfer was en-
sured by a robotic arm with pipetting adaptors (TS50, TS300,
TS1000 – numeric labelling refers to maximal pipetting vol-
ume in microlitre) and a gripper for platforms transport
(TG-T). The program sequence was edited and the station
was controlled in pEditor 4.0. For samples preparation two
platforms were used: Thermorack for 24× 1.5–2 mL micro-
tubes (Position C3), which was used for storage of working
solutions, 96-well DPW plate with well volume of 1000 �L (Po-
sition C1), which was thermostated. After the immunosep-
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Figure 1. (A) Scheme of SFIA system. (B) Scheme of the electro-
chemical flow cell (CHI cell).

aration and enzymatic reaction, the magnetic particles were
forced using Promega magnetic pad at position B4 (Promega,
USA) and the solutions were transferred to a new DPW plate,
in which HRP determination was performed.

2.7 Stopped flow injection analysis (SFIA)

For electrochemical detection of TMB, miniaturized mi-
crofluidic system for low volume coupled with automated
electrochemical detection was used [21]. The system is com-
posed from programmed syringe pump (Model eVol, SGE
Analytical Science Pty, Australia), three-way 2-position se-
lector valve (made from six-way valve) (Valco Instruments,
USA), dosing capillary, which is entered to the electro-
chemical flow cell (CH Instruments, USA) and a proto-
type of miniaturized micropotentiostat (910 PSTAT mini
(Metrohm, Switzerland)). The scheme of the instrument is
shown in Fig. 1A with detailed electrochemical flow cell
(Fig. 1B). Programmed syringe pump enables precise sample
injections (units of microlitre with error lower than 5%). To
prepare a fully automated system, switching valve enabling
switching between the off waste and sample flow was placed
into the system. Flow cell in volume of 500–1000 nL with
electrochemical detection (working electrode: glassy carbon
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Table 1. Comparison of immunoreactivity of available LF standardsa)

Standard Equation of regression 1:1500 R2 Equation of regression 1:2000 R2

1 y = 0.09 · 10−3x + 7.54 · 10−3 0.70 y = 1.14 · 10−3x + 17.70 · 10−3 0.73
2 ND ND y = 0.1 · 10−3x + 0.86 · 10−3 0.56
3 y = 0.21 · 10−3x + 1.62 · 10−3 0.88 y = 0.31 · 10−3x + 2.48 · 10−3 0.90

a) Goat antibodies 1:1500.
ND: not detected.

Table 2. Comparison of immunoreactivity of available LF standardsa)

Standard Equation of regression 1:1500 R2 Equation of regression 1:2000 R2

1 y = 0.33 · 10−3x + 0.98 · 10−3 0.94 y = 0.27 · 10−3x − 3.08 · 10−3 0.79
2 ND ND y = 0.23 · 10−3x − 4.01 · 10−3 0.43
3 y = 2.48 · 10−3x − 2.70 · 10−3 0.99 y = 1.09 · 10−3x + 4.98 · 10−3 0.96

a) Goat antibodies 1:3000.
ND: not detected.

electrode, auxiliary electrode: platinum, reference electrode:
Ag/AgCl 3 M KCl) was used for a measurement.

The sample (10 �L) was injected by automated syringe
(SGE Analytical Science, Australia) through flow cell in speed
of 1.66 �L/s. The flow cell was cleaned by rinsing with
200 �L ethanol in water (75% v/v), then with 200 �L of
100% methanol and stabilized with 200 �L of the support-
ing electrolyte. Cleaning was applied after 50 measurements.
The data obtained were processed by PSTAT software 1.0
(Metrohm). The experiments were carried out at 20�C.

2.8 Detection of TMB products

Supporting electrolyte for electrochemical detection of TMB
was 0.05 M carbonate buffer pH 9.6. Detection parameters of
cyclic voltammetry (CV) method were as follows: cyclic scan
from 0 to +1000 mV and back to 0 mV, scan rate 20 mV/s.
Analysis of calibration curve of TMB was carried out using
method of differential pulse voltammetry where parameters
were as follows: initial potential E 0.8 V, final potential –0.6
V, amplitude (V) = 0.05, pulse width (s) = 0.0167, pulse
period (s) = 0.2, deposition potential (V) = 0.2, deposition
time (s) = 30, sensitivity (A/V) 2.10−5.

2.9 Descriptive statistics

Data were processed using Microsoft EXCEL R© (USA) and
STATISTICA.CZ Version 8.0 (Czech Republic). Results are
expressed as mean ± SD unless noted otherwise (EXCEL R©).
The detection limits (3 S/N) were calculated according to Long
and Winefordner [24], whereas N was expressed as standard
deviation of noise determined in the signal domain unless
stated otherwise.

3 Results and discussion

3.1 ELISA – Testing of LF standards

Immunoreactivity of LF standards with murine and goat
anti-LF antibodies was tested by ELISA. Three LF standards
were used: LF isolated from human saliva using FPLC ac-
cording to protocol published by Adam et al. [25], com-
mercially available standards of LF from Biopole and from
Sigma-Aldrich, hereafter referred to as standard 1 (human),
2 (Biopole) and 3 (Sigma). LF concentration ranging from
2.5 to 40 ng/mL was prepared. Two dilutions of goat an-
tibodies (1:1500 and 1:3000), three dilutions of murine an-
tibodies (1:5000, 1:10 000 and 1:15 000) and two dilutions
of labelled antibodies (1:1500 and 1:2000) were tested. The
obtained equations and regression coefficients are shown
in Tables 1 and 2. It is apparent that the linearity of the
measured lines was strongly dependent on the amount of
antibody used for the covering of plate, on the amount
of labelled antibody and on the amount standard used.
The best linearity (R2 = 0.99) was obtained using standard
no. 3 using 1:3000 goat antibody, 1:5000 murine antibody and
1:1500 labelled antibody. In contrast, the addition of 1:1500
goat antibodies did not show good linearity of the calibra-
tion curve with R2 = 0.70 using 1:500 labelled antibody, and
R2 = 0.73 using 1:2000 labelled antibody. The calibra-
tion curve obtained from the analysis of standard no. 2
did not show good linearity and, using 1:1500 labelled
antibody, calibration curve showed no trend. It is there-
fore obvious that the standard no. 2 does not bind
to antibodies and therefore cannot be used for fur-
ther analysis. Standard no. 3 shows good linearity us-
ing 1:500 goat antibody and 1:2000 labelled antibody with
R2 = 0.9. When applying 1:3000 goat antibody and 1:15 000 la-
belled antibody, the coefficient of determination of measured
dependence was R2 = 0.94. The worse regression coefficient
in comparison with standard no. 1 can be associated with
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Figure 2. (A) Scheme of bead-LF-antibodies complex. Polyclonal goat antibodies against LF were immobilized onto paramagnetic particles
coated with protein G. After binding with LF, monoclonal murine antibody with rabbit conjugate containing HRP against LF was used for
detection of this protein. (B) Verifying the functionality of the antibodies and comparison of their immunoreactivity with the standards
of LF (standard 1 – Human, standard 3 – Sigma). Left: goat antibodies, right: murine antibodies. SDS-PAGE sample standard after
immunoextraction of LF. Lane 1: 500 ng of LF (standard no. 1) before immunoextraction. Lane 2: 500 ng of LF (standard no. 1) after
immunoextraction. Lane 3: 500 ng of LF (standard no. 3) before immunoextraction. Lane 4: 500 ng of LF 2 (standard no. 1) after
immunoextraction (top) and dot blot of LF standard (bottom). (C) Dependence of signal intensity on amount of coating goat antibodies;
10 �g corresponds to 1:3000 dilution (left), dependence of signal intensity on time of interaction (right). (D) LF signal (80 ng/mL, standard
no. 3) measured by using of various combinations of the antibodies and conjugate (goat antibody 1:3000, and conjugate 1:1500).
(E) Calibration curve of LF (standard no. 3) measured using various concentration of murine antibody 1:5000, 1:10 000 and 1:15 000.

the fact that standard no. 3 exhibits poor immunoreactivity
with used antibodies, probably due to preparation protocol or
impurities, which may interfere with the immunoreaction.
Based on the results obtained, LF standards nos. 1 and 3
were used in the following experiments.

3.2 Preparation of bead-LF-antibodies complex

In the following part of our study, the immunoseparation
of LF was based on magnetic beads modified by sandwich
ELISA. Scheme of bead-LF antibodies complex is shown in
Fig. 2A. Goat antibody was linked to paramagnetic particles
via protein G, subsequently LF was added and murine an-

tibody was bound in the following step. Formation of the
immunocomplex was determined with anti-mouse Igs HRP
conjugate and TMB. The absorbance of the reaction product
was measured at 450 nm.

Before optimising of formation of bead-LF-antibodies
complex, the applicability of antibodies for immunoextraction
of LF was verified by SDS-PAGE and dot-immunobinding as-
say. Immunoextraction of LF was designed that 10 �L of
beads modified by goat or murine antibody according to the
Chapter 2.3 was pipetted to 100 �L of LF (125 �g/mL). Fur-
ther, samples were shaken for 60 min, then, the liquid was
pipetted away and used for SDS-PAGE analysis. For analy-
sis by SDS-PAGE, 500 ng of LF standards before and after
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immunoextraction was applied into the wells of a gel. In
both standards before immunoextraction, we detected a band
with an approximate molecular weight of 80 kDa, which cor-
responds to LF. After immunoextraction with goat antibod-
ies in standard samples nos. 1 and 3, we did not detect any
band after immunoextraction, which indicates that both stan-
dards of LF were bound to the antibodies immobilized onto
the paramagnetic beads (Fig. 2B, left). When using murine
antibodies, we detected weak band in standard no. 1 (Fig. 2B,
right). This means that the standard no. 1 bound to murine
antibodies on the paramagnetic particles only slightly and
remained in solution (Fig. 2B).

Using the dot-blot analysis, it was confirmed that both
types of antibodies were able to detect less than 200 ng LF
of standard no. 3. In standard no. 1, immunoreactivity was
demonstrated only with goat antibodies. Therefore, it can
be concluded that this standard was unusable for sandwich
type of analysis, which is consistent with results obtained by
ELISA (Table 1). It clearly follows from the results obtained
that standard no. 3 was used for the following experiments.

Subsequently, the concentration of goat antibodies cou-
pled to paramagnetic particles (1, 5 and 10 �g) was optimised.
Detection of antibodies was carried out spectrophotometri-
cally using chicken anti-goat Igs conjugated with HRP. It
clearly follows from the results shown in Fig. 2C that the
highest absorbance was detected using 10 �g. When optimis-
ing interaction time, the following ones were tested as 15, 30,
45 and 60 min. The most suitable time for an interaction of
antibodies with LF was 30 min. At higher interaction time,
the absorbance slightly decreased (Fig. 2C).

Considering the fact that we planned linking of other an-
tibodies, which also binds to the G protein, we had to block
free surface with nonspecific Igs. Blocking increased the de-
tected signal by 3%, which is negligible for our experimen-
tal purposes (not shown). The further step was to optimise
amount antibodies used for construction bead-LF-antibodies
complex. Comparison of signal of LF (80 ng/mL) determined
by various concentrations of antibodies, which were selected
based on the results obtained by ELISA (combination of goat
antibody 1:3000 or 1:5000; murine antibody 1:5000, 1:10 000
or 1:15 000; and conjugate 1:2000 or 1:1500), is shown Fig. 2D.
It clearly follows from the results obtained that the highest
signals were obtained using the combination of goat antibody
1:3000, murine antibody 1:5000 and conjugate 1:1500. It is
also evident that the concentration of murine antibody (the
first three columns) was the most critical for obtaining the
highest signal heights. Therefore, we aimed our attention at
the influence of murine antibodies dilution on LF signal. For
this purpose, goat antibody 1:3000 and conjugate 1:1500 was
used. There were tested again the following dilution 1:5000,
1:10 000 and 1:15 000. The measured dependence of the sig-
nal height on LF concentration within the range from 10
to 100 ng/mL is shown in Fig. 2E. Regression coefficients
were greater than 0.97 using all dilutions. Using 1:15 000, the
signal was, however, very low. This suggests that the concen-
tration of murine antibody required for further signal ampli-
fication was not reached. Using dilution of 1:10 000 increased

Table 3. Analytical parameters of other related methods for
determination of LF

Method Linearity LOD Recovery RSD Reference
(%) (%)

ELISAa) (ng/mL) 0.625–40 0.6 98 7.8 [8]
Immunosensor–

amperometric
detection (�g/mL)

56–8000 24 100 5.4 [26]

CE (�g/mL) 10–400 3 91 2.4 [29]
SFIA (�g/mL) 0.78–100 0.4 93 3.1 –

a) Commercial kit (Abcam, Cambridge, United Kingdom).

regression coefficient to 0.99. Using 1:5000, we detected the
highest signal and the regression coefficient was greater than
0.99. Sensitivity expressed as slope of the curve enhanced
by 22× and/or 78× in the case of using of 1:10 000 and/or
1:5000 dilution, respectively. We confirmed our results that
the highest signals were obtained using the combination of
goat antibody 1:3000, murine antibody 1:5000 and conjugate
1:1500. Detection limit (3 S/N) was estimated as 5 ng/mL.

3.3 SFIA analysis of TMB

Campanella et al. determined LF using amperometric im-
munosensor, which consisted of hydrogen peroxide elec-
trode coated with the immobilized antibodies against LF. This
method is less time consuming (time accumulation 1 h), but
the detection limit was estimated to 3 �g/mL [13, 15, 26, 27].
Amperometric immunosensor was tested for diagnosis of
urinary tract infection by determination of LF level with de-
tection limit 145 pg/mL [28]. Short overview of the mostly
used methods for LF determination [8, 26, 29] and their com-
parison with the suggested method is shown in Table 3. To
our knowledge there have not been described microfluidic
bead-based immunosensor for LF determination. Therefore,
we attempted to apply the above-mentioned results for sug-
gestion of microfluidic bead-based immunosensor.

TMB is used as a substrate to generate detectable signal
in ELISA. The reaction between the TMB substrate and HRP
produces a measurable blue colour change that correlates
with analyte level. After adding stop solution (acid), yellow
complex is formed (Fig. 3A). TMB also exhibits electrochem-
ical activity and therefore can be measured by using electro-
chemistry, which is especially useful for miniaturization and
sensors [25, 30]. For electrochemical analysis of TMB, SFIA
as described by Zitka et al. [21] was used. For observing of
redox change of TMB we added 185 �L of stock solution of
TMB into the rest of reagents, which were as follows: 1.9 �L
of H2O2, 92.5 �L of HRP with antibody (diluted 1:10) and
finally 1720 �L of substrate buffer. Characterization of con-
version of 1 �M TMB within time interval from 5 to 60 min
was carried out by CV. When interlaying the obtained cyclic
voltammograms showed in Fig. 3B, reduction peaks are de-
tected at approximately 0.25 and 0.35 V. Their height gradu-
ally decreased from the beginning of the measurements. The
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Figure 3. (A) Reaction scheme of the TMB conversion from reduced to oxidized form by HRP. (B) Time dependence of TMB (1 �M)
conversion in the presence of 30% H2O2 catalysed by HRP as overlay of cyclic voltammetric scans. (C) The influence of time of accumulation
on peak height of TMB (1 �M) measured by differential pulse voltammetry (DPV). (D) Differential pulse voltammograms of various
concentration of TMB. (E) Calibration curve (0.195–100 �g/mL) of TMB (reduction signals) measured by DPV.

height of the oxidation peaks at 0.260 and 0.280 V slightly
increased with a longer interaction time up to 20 min, then,
the peaks decreased. Based on the potentials of reduction and
oxidation peaks, it is evident that the reaction is reversible.

After that we characterized the basic electrochemical be-
haviour of TMB, we used differential pulse voltammetry for
detection of TMB due to better sensitivity of the measurement
compared to CV. Primarily, we optimised accumulation time
of TMB (1 �M) at the surface of working electrode (Fig. 3C).
It clearly follows from the results obtained that 30 s long
interaction time caused marked enhancement of the signal.
Under longer accumulation time (60 and 90 s), the signal
did no change. Our effort was to develop a sensitive electro-
chemical detection of TMB, which would be also less time
consuming. Therefore, we selected accumulation time of
30 s. Using this accumulation time, calibration curve for TMB
within the range from 0.195 to 100 �g/mL was measured
(Fig. 3D), which showed a linear trend with the following
equation y = 32.811x + 187.28, R2 = 0.9901, RSD = 6.7%
and n = 5 (Fig. 3E). The limit of detection (3 S/N) for TMB
was estimated as 100 ng/mL.

3.4 Correlation between spectrophotometric and

electrochemical determination

To compare spectrometric and electrochemical approach for
detection of TMB, calibration range of bead-LF-antibodies
complex was prepared within the range from 2.5 to 80 ng/mL.
Standards nos. 1 and 3 were tested and standard 2 was not
used, because there was not detected any interaction with an-
tibodies. A linear dependence with R2 = 0.99 was measured
using standard no. 3 (Sigma-Aldrich, Fig. 4A). On the other
hand, the calibration standard no. 1 showed increasing trend
only with R2 = 0.91, which is probably caused by impurities
occurring in the sample prepared according to Section 2.2, be-
cause the isolated LF was not further purified. Calibration of
bead-LF-antibodies complex detected electrochemically was
based on reduction signals of TMB (Fig. 4B). Concentration
dependence shows a downward trend due to the fact that
the decrease of TMB peak is measured. The regression co-
efficient of standard no. 1 was R2 = 0.92 and of standard
no. 3 was R2 = 0.98, which is in good agreement with the
spectrophotometric assay.
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Figure 4. Comparison of the results of electrochemical and spec-
trometric detection. (A) Calibration curve of LF standards nos. 1
and 3 obtained by spectrometry. (B) Calibration curve of LF stan-
dard s nos. 1 and 3 obtained by electrochemistry. (C) Correlation
between the concentrations of LF detected by spectrometry and
electrochemistry.

The correlation between the concentrations of LF in
Sigma-Aldrich standard and in human saliva isolated accord-
ing to Section 2.2, detected using spectrophotometric and
electrochemical assay was determined using a least-squares
correlation with coefficient R2 higher than 0.95, indicating a
very good agreement of the results obtained (Fig. 4C).

4 Concluding remarks

In this study, we developed a bead-based immunosen-
sor of LF coupled with electrochemical detection using
microfluidic SFIA system with amperometric detection
of TMB. Liquid handling during beads preparation was
processed by fully automated pipetting system. This im-
munosensor was further tested for determination of LF ob-
tained by FPLC separation and compared it with determina-
tion of commercially available LF standard. It follows from
the results obtained that SFIA coupling with bead-based im-
munoassay has a good potential to be useful for analysis of

samples obtaining LF including blood and urine. In compar-
ison with other electrochemical approaches, the suggested
tool is more than twofold more sensitive compared to other
electrochemical tools. Moreover, dynamic range of the sug-
gested method is better than ELISA.
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5.2 Studium interakce proteinů s kovy 

5.2.1 Vědecký článek III 

Single amino acid change in metallothionein metal-binding cluster influences 

interaction with cisplatin 

Zitka, O., Kominkova, M., Skalickova, S., Skutkova, H., Provaznik, I., Eckschlager, T., 

Stiborova, M., Trnkova, L., Adam, V. and Kizek, R. 

Int. J. Electrochem. Sci., 2013, 1452-3981, 2625-2634 

Podíl autora Skaličková S.: 30 % textové části práce a 40 % experimentální práce 

 

Cisplatina je jedno z nejefektivnějších cytostatických léčiv na bázi platiny, které se 

vyuţívá v léčbě onkologických onemocnění. Její mechanismus účinku spočívá 

v interkalaci do struktury DNA a tvorby kovalentních vazeb mezi cytostatikem a 

purinovými bázemi, zejména guaninem. To má za následek tvorbu kroslinků, které 

brání replikaci a transkripci DNA (Dasari, Shaloam and Tchounwou, Paul Bernard 

2014). Přes to, ţe cisplatina je účinné cytostatikum, její vyuţití v léčbě je limitováno 

vedlejšími účinky a vznikem rezistence. Dosud nebyla rezistence rakovinných buněk 

plně objasněna, avšak předpokládá se, ţe základ tohoto procesu jsou interakce cytostatik 

s biomolekulami, které jsou produkovány nádorovou tkání. Jedním moţných 

mechanismů vysvětlující vznik rezistence některých cytostatik zaloţených na bázi kovu 

je overexprese metalothioneinu v rakovinných buňkách (Saga, Y., Hashimoto, H. et al. 

2004). Metalothionein je nízkomolekulární protein, který vyniká vysokým počtem 

cysteinových zbytků, které určují jeho kov vazné vlastnosti. Díky tomu je 

metalothionein schopný do své struktury navázat ionty platiny a podpořit onkogenní 

buňky vyrovnat se s oxidačním stresem způsobeným léčbou cytostatiky (Doz, F., 

Roosen, N. et al. 1993). Pro studium metalothioneinu a iontů kovů byla navrţena řada 

postupů. Elektrochemické metody vynikají schopností vyjádřit průběh interakce 

sledováním redoxního děje. 

V této studii jsme se zaměřili na sledování elektrochemického profilu interakce mezi 

fragmenty kov-vazného proteinu metalothioneinu s hojně vyuţívaným cytostatickým 
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léčivem cisplatinou. Mechanismus rezistence můţe být vysvětlen snadnou výměnou 

zinkových iontů obsaţených ve struktuře proteinu s ústředním kovem - platiny 

v onkologickém léčivu. Abychom posoudily tyto výsledky, byly pro kaţdou interakci 

navrţeny interakční konstanty. Sledovali jsme redoxní parametry vybraných fragmentů 

metalothioneinu a studovali jsme vliv různých fyzikálních a chemických podmínek 

jejich interakce s cisplatinou, abychom objasnili vznik rezistence nádorových buněk. 

Konkrétně jsme se věnovali vlivu teploty (10, 15, 25, 35 a 45 °C), poměru cisplatiny 

(100 μM) a fragmentu metalothioneinu (50, 100 a 150 μM), a času interakce (1, 2, 3, 4, 

5, 6, 7 a 8 hodin). Z dosaţených výsledků je patrné, ţe nejvíce je zvýšená interakce 

(více jak 100%) u konzervativních aminokyselin, které byly substituovány na více jak 

jedné pozici vně cysteinových klastrů. Naopak substituce aminokyselin v rámci 

cysteinových klastrů vedla k redukci interakční konstanty (o více neţ 10 - 25 % 

z průměru). Tyto výsledky jasně naznačují, ţe aminokyseliny mimo cystein-vazný 

motiv hrají důleţitou roli v interakci metalothioneinu s cisplatinou. Na základě těchto 

výsledků můţeme shrnout, ţe substituce jednotlivých aminokyselin v peptidovém 

řetězci proteinu výrazně ovlivňuje interakci metalothioneinu s cisplatinou. Tyto 

poznatky tak mohou být uţitečné při návrhu nových cytostatických léčiv. 
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The issue of tumour cell resistance to anticancer drugs is a major problem in the treatment of this grave 

disease and it is still not satisfactorily explained. Its base lies in the interaction of a cytostatic with 

biomolecules synthesized by tumour cells. One of the generally accepted mechanisms of resistance to 

some metal based cytostatics is the overexpression of metallothionein in tumour cells. In this study, 

electrochemical profile of interaction between 23 sulphur-rich fragments of the metal-binding protein 

metallothionein and cisplatin was studied. To evaluate the results, interaction constants were 

suggested. Here, we found that the maximum increased interaction (more than 100 %) occurred, when 

conservative aminoacids were substituted for more than one position outside the cysteine cluster. On 

the contrary, amino acid substitution within the cysteine cluster led to a reduction in interaction 

constants (up to 10-25% of average). This result clearly indicates that aminoacids outside cysteine 

binding motif are of high importance for interactions of metallothionein with cisplatin. Based on the 

results it can be assumed that the substitution of individual aminoacids in the peptide chain of protein 

markedly influences the interaction with cisplatin, which could be used for designing new types of 

cytostatics. 

 

 

Keywords: Aminoacid Sequence; Interaction Study; Metallothionein Fragments; Cisplatin; High 

Throughput Analysis; Interaction Constants 
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1. INTRODUCTION 

The issue of tumour cell resistance to anticancer drugs is a major problem in the treatment of 

this grave disease [1] and it is still not satisfactorily explained [2]. Its base lies in the interaction of a 

cytostatic with biomolecules synthesized by tumour cells [3]. Developing new types of drugs is 

conditioned by achieving a higher selectivity and lower occurrence of side effects [4]. An example 

such development are platinum cytostatics, which have been evolving for more than forty years [5]. 

They are also one of the longest and most widespread used drugs used for systemic therapy of many 

cancers, but poor response to this treatment may be caused by interactions of platinum based drugs 

with proteins or with protein complexes with DNA [6]. One of the generally accepted mechanisms of 

resistance to some cytostatics is the overexpression of metallothionein in tumour cells [7-10]. 

From the structural point of view, mammalian metallothioneins (MTs) are low molecular mass 

(from 5 to 7 kDa, Fig. 1) proteins with unique abundance of cysteine residues (more than 30 % from 

all aminoacids), which directs their metal binding properties. It has been found 250 various structural 

forms of MTs [11]. Tertiary structure of MTs is divided into two domains, forming cysteine clusters, 

where the alpha and beta domains can bind to 4 divalent and 3 metal ions, respectively [12,13]. 

 

 

 

Figure 1. The structure of the protein metallothionein, α – metallothionein domain containing four 

cadmium atoms (green), β – metallothionein domain containing two zinc atoms (orange) and 

one atom of cadmium. The position of fragment of metallothionein, which was synthesized for 

subsequent in vitro interaction studies, is marked by pink. (Source: www.expasy.org). 

 

Due to high abundance of cysteines in the MT structure, several sections of the chain, which 

contribute significantly to the interaction with the metal ions, can be described. For the purposes of our 
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in vitro interaction study, metallothionein protein fragments occurring in the metal binding cluster of 

various vertebrates were selected (Fig. 1). We evaluated redox parameters of the selected fragments of 

metallothionein (FMT) and studied the effects of various physical and chemical conditions on their 

interactions with cisplatin due to elucidation of resistance formation in tumour cells against this drug. 

Particularly, we aimed our attention at i) temperature (10, 15, 25, 35 and 45 °C), ii) ratio of cisplatin 

(100 µM) and FMT (50, 100 and 150 µM), and iii) time of interaction (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 and 8 hours). 

 

 

 

2. EXPERIMENTAL PART 

2.1 Bioinformatics 

The data source was the internet proteomic database Expasy (www.expasy.org). For data 

processing software Matlab version 7.9.0 (The MathWorks, Inc., Natik, MA, USA) was used. Alignment 

was performed by using the conservative sections of the global multiple sequence alignment using the 

BLOSUM50 substitution matrix. To better assess the similarity of the sequences, distribution was 

weighted on the number of "characters". Data were processed using MICROSOFT EXCEL® 

(Microsoft, Prague, Czech Republic) and STATISTICA.CZ Version 8.0 (StatSoft CR s.r.o. Prague, 

Czech Republic). Results are expressed as mean ± standard deviation (S.D.) unless noted otherwise.  

 

2.2 Chemicals and pH measurement 

Standards of fragments of metallothionein (FMTs) were synthesized by Clonestar (Clonestar 

s.r.o., Brno, Czech Republic). Other chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (St.Lois, MO, 

USA) in ACS purity unless noted otherwise. Stock standard solutions of FMTs (1 mg/ml) was 

prepared with ACS water (Sigma-Aldrich) and stored in dark at -20 °C. Working standard solutions 

were prepared daily by dilution of the stock solutions. The pH value was measured using WTW 

inoLab Level 3 with terminal Level 3 (WTW GmbH, Weilheim, Germany), controlled by software 

MultiLab Pilot (Weilheim). Deionised water underwent demineralization by reverse osmosis using the 

instruments Aqua Osmotic 02 (Aqua Osmotic, Tisnov, Czech Republic) and then it was subsequently 

purified using Millipore RG (Millipore Corp., Billerica, MA, USA, 18 MΏ) – MiliQ water. 

 

2.3 Interaction conditions 

Complexes of FMTs with cisplatin were prepared in the following molar ratios cisplatin 100 

µM : FMT 50, 100 and 150 µM in the presence of phosphate buffer pH 7.5 (20 mM). Incubation of the 

complexes was performed in a total volume of 400 µl of the mixture, which was continuously 

vortexing during incubation in a heating block at 400 rpm.  
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2.4 FIA-ED system 

FIA-ED was consisted of one chromatographic pump and electrochemical detector.  Sample 

(20 µl) was injected by autosampler (Model 542, ESA, Sunnyvale, CA USA). Electrochemical detector 

Coulochem III (ESA, Sunnyvale, CA USA) was connected directly to the autosampler. For 

electrochemical detection the electrochemical cell model 5040 (ESA, Sunnyvale, CA USA) was used. 

This cell is equipped by planar electrode from glassy carbon. Mobile phase was phosphate buffer pH 

7.5 (20 mM). Flow rate of mobile phase was 1 ml/min. 

 

 

 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

3.1 Metallothionein fragments selection 

Mathematical comparison of different metallothioneins from vertebrates’ sequences of length 

60 or 61 amino acids was done according to their amino acid sequence of the primary structure. The 

complete amino acid sequences of a total of 145 metallothioneins were primarily aligned according to 

conservative sections. There was generated sequence logo representing conservative positions in 

individual sequences from the aligned sequences (Fig. 2). Ten amino acid long clusters (in position 31-

40 or 41) with the highest cysteine content per number of amino acids within the decapeptide with high 

conservatism that was related to FMT peptide 2, which was the most conservative, i.e. the sum of 

occurrence of individual amino acids expressed by percent was the highest, were then determined, as it 

is shown on percentage conservatism: 1 - K (98.62 %), 2 - free (93.79 %), 3 - S (97.93 %), 4 - C (100 

%), 5 - C (99.31 %), 6 - S (63.45 %), 7 - C (100 %), 8 - C (99.31 %), 9 - P (100 %), 10 - S (51.72), 11 - 

G (93.79). Variability positions of 2 and 10 less distant from cysteine residues were < 94 %. Based on 

these presumptions, we selected fragments that were different at least by just one amino acid. From 

145 FMTs, which can be found in nature, twenty three ones fit to this. For each of these 23 sequences, 

a short fragment within the range from 31 to 40 (41) amino acids was selected. For these 23 fragments, 

a degree of conservatism of the sequence was estimated. Pj is the percentage of degree of conservatism 

of sequence j. It indicates the degree of sequence similarity expressed in relation to the preservation of 

genetic information of each sequence position.  Degree of conservatism calculates as it follows: 

 

 

where k is the length of the sequence, i is the marker of position in the chain sequence, j is the 

sequence indicator and n is the number of sequences. Parameter fij is the frequency of sij character on 

the i-th position in the aligned sequences, i.e. a number of times the character located in the j-th 

sequence in the i-th position occurs at the same position in all sequences. 

 

nj
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Figure 2. (A) Sequence logo assessed for 145 sequences of vertebrate MTs with a length of 60-61 

amino acids. (B) Modified sequence logo of fragment in positions 32-42 representing the 

quantity of point mutations single-nucleotide polymorphism of 23 selected sequences. 

 

3.2 Interaction experiment  

Samples were incubated for 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 and 8 hours at 10, 15, 25, 35 and 45 °C at a 

concentration of 100 µM FMT and 50, 100 and 200 µM cisplatin. For each combination from 

hydrodynamic voltammogram (HDV) was obtained in the potential range from 100 to 1200 mV (n = 3, 

RSD <15 %). Based on the results obtained, equimolar ratio of 100 µM FMT and 100 µM cisplatin 

was chosen as the best under 1 h long interaction at 45 °C. 

 

3.3 Data interpretation 

Based on the obtained HDVs, regression equations of the dependences measured from the test 

mixtures (Smix), and platinum itself (SPt) and fragments themselves (SFMT) were determined. Each 

mixture dependence was subtracted from platinum and corresponded fragment and gave the value of 

which presents only the resulting change of the signal due to interaction (Sint), which is expressed 

according to equation No. 1. 

Equation No. 1: Sint= (Smix - SFMT) - SPt 

To determine the influence of various factors on the interactions as (“a 1 – 5”, 10 - 45 °C 

respectively; “b 1 – 8”, 1 – 8 hours respectively; “c 1 – 3”, 50 - 200 µM respectively), graphical 

evaluation was done according to X = S(a) versus Y = ΣS(a1+a2+a3…) , where S(a) =ΣS/pparameter, for each 

studied fragment (Figs. 3 and 4). 
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Figure 3. (A) Measured fragments of metallothionein. Graphical presentation of slopes affected by 

certain tested physical and chemical factors as (B) Temperature 10 °C; (C) Temperature 15 °C; 

(D) Temperature 25 °C; (E) Temperature 35 °C; (F) Temperature 45 °C; (G) Concentration 50 

µM; (H) Concentration 100 µM; (I) Concentration 200 µM. 

 

 

 

Figure 4. (A) Measured fragments of metallothionein. Graphical presentation of slopes affected by 

certain tested physical and chemical factors as (B) Time of interaction 1 h; (C) Time of 

interaction 2 h; (D) Time of interaction 3 h; (E) Time of interaction 4 h; (F) Time of interaction 

5 h; (G) Time of interaction 6 h; (H) Time of interaction 7 h; (I) Time of interaction 8 h. 
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For the selection of only those conditions, under which there were recorded significant 

increased interaction, a graph with a radius obtained from the relationship Σmax*0.3= 1.17 for y-axis 

was constructed for the median interval. On the x-axis, the value of the average median interval was 

S(a)=0.16. Points located within the median interval were excluded as insignificant (2× RSD, reliability 

under 90). On the contrary, values outside the range of median values were found to have significant 

interactions associated with a diversity of structures of studied FMTs. The values of deviations on x-

axis from the edge of the median were further summed on the amount that was interpreted as the total 

effect of temperature, concentration and interaction time and therefore gave us the interaction constant 

called ICFMT according to equation No. 2. All fragments except FMT 1 had higher degree of the 

interaction, i.e. positive ICFMT. 

 

Equation No. 2: ICFMT= (Sa+Sb+Sc)  

 

3.4 Influence of aminoacid change on interaction constant 

Due to high conservatism of FMT 2, all interactions were associated to this fragment as a 

percentage change (Fig. 5A). The highest values of ICFMT were found for FMTs 18 and 20, where a 

marked change in non-neighbouring amino acids directly with cysteines could be observed. At FMT 

18, there was found P in position 10 and at FMT 20, position 10 was occupied by V and, moreover, 

strongly conservative position 1 contained T instead of K. ICFMT values of both mentioned fragments  

 were for more than 100 % higher compared to other studied fragments. On the other hand, FMTs 2, 4, 

16 had lower ability to interact with cisplatin despite the fact that there were still conservative amino 

acids S, S and P next to cysteines. For FMT 4 only there were conservative cysteine clusters 

surrounded by P instead of S, but the end of peptide was distinguished by substitution of N-terminal D 

for G, resulting in an overall increase in ICFMT form more than 14 %. It was also observed the increase 

of ICFMT of FMT 16 for 6 %, which was caused only by substitution of M for S in position No. 10. 

Overall, at least conservative peptide FMT 21 of all tested peptides showed the lowest 

similarity to other tested FMTs. This was caused by replacing a conservative S with N next to the first 

cysteine cluster in position 3, followed by substitution of C for Y inside the second cysteine cluster in 

position 8 and finally by the substitution of S for V in position 10, resulting in an overall reduction of 

ICFMT for more than 10 %. Other reported decreased levels of ICFMT in the order of 25-37% were 

observed in FMTs 7, 8, 22 and 23. Structure of FMTs 7 and 8 was identical to FMT 2 with the 

exception of the aminoacid substation in position 6, which was neighboured to both cysteine clusters. 

Compared to the conservative sequence FMT 2, a mismatch of S for T in position 6 in the case of FMT 

8 resulted in the reduction of ICFMT for more than 20 % and a mismatch of S for A in position 6 in the 

case of FMT 7 caused a decrease in ICFMT for more than 30 %. FMT 22 had aminoacids surrounding 

the cysteine cluster in positions 3, 6 and 9 as S, P and P, which caused a reduction of ICFMT for more 

than 25 %. FMT 23 showed at least conservative arrangement (69.92%). In position 2, there were done 

substitutions of free for A, and of W for C in position 5, and of S for D in position 6, which resulted in 

the reduction of ICFMT for more than 25 %. 
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The most significant reduction in the value of ICFMT in the order of 50-100% was observed in 

all other studied FMTs as 17, 14, 3, 10, 13, 6, 5, 11, 19, 9, 12, 15 and 1, which were majority found 

within the median range. At FMTs 17, 6, 9 and 1, there was substitution in position 2 for D, E, D and 

in position 2 for P. The combination of location of P decreased ICFMT mostly. At FMTs 14, 3, 13, 11, 

19, 12 and 15, the substitution in position 10 for V, A, M, V, A, G or L was done. In addition to these 

changes, C was in position 3 at FMT 4, and M in position 10 at FMT 13. 

 

 

 

Figure 5. (A) Values of ICFMT for all 23 studied metallothionein fragments resulting from the 

calculation based on the tested parameters (temperature, molar concentration, time of 

interaction). Value of the most conservative ICFMT 2 (0.43) is highlighted in red. (B) Table 

where you can see the original MT code, amino acid sequence of FMT, which indicates the 

percentage of similarity in the conservative group and serial number of the peptide. Amino 

acids significantly affecting the level of interaction are highlighted in blue. 

 

The insertion of these sulphur-containing amino acids at these positions resulted in the 

reduction of ICFMT for more than 50 %. Moreover, FMT 19 had also changed aminoacid in position 2 

to T, which resulted in the decrease in ICFMT for more than 75 %. Compared to similar FMT 20, where 

K was in front of T and V instead of A in position 10, this was one of the most significant effects 

characterized by an overall decrease in ICFMT for more than 190 %. The highest effect characterized by 

a total difference of 201 %, however, was inverse substitution of P in positions 6 and 10 at FMTs 18 

and 1. At FMTs 10 and 5, substitution for T and E in position 11 resulted in decreased ICFMT for more 

than 50 %. 
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The obtained results show that the greatest influence on the interaction of cisplatin with FMT 

have aminoacid changes in positions 1 and 10, which are distant by more than one position from the 

cysteine cluster, where quite significantly affects the overall location of the interaction of aminoacids 

P, T and V at FMTs 20 and 18. In comparison with these amino acids, aminoacid changes in P and D 

in positions 6 and 11 at FMT 4 and followed by the M substitution in position 10 at FMT 16 also 

influenced the interaction with cisplatin but much lower compared to P, T and V. 

 

 

 

4. CONCLUSIONS 

Metallothionein has been previously studied by electrochemical methods, which are utilizable 

for this purpose due to high content of cysteine in its structure. In terms of complex formation at the 

level of aminoacids it is advisable to study only a fragment of this protein [14]. As part of monitoring 

the effect of histidine, which is not too frequent, on the redox changes in the sequence of MT with the 

view of the possibility of increasing the coordination of metals was similar to our work. In that study, 

the authors used a different methodological approach (NMR and ICP-MS) [15], where NMR provides 

structural information and ICP-MS provides information on the quantity of the elements of the interest. 

Compared to this multi instrumental approach, our method combines structural and quantitative 

information. The suitability of electrochemical methods for the study of complex MT with metal has 

been demonstrated using cathodic stripping voltammetry [16], square wave voltammetry [17] or cyclic 

voltammetry [18-22].  In addition to these studies, we used FIA-ED method, which was chosen thanks 

to the experience from the previous studies of interactions between the thiol group of peptide and 

cisplatin [23,24]. In this study, it is shown in detail that the substitution of individual aminoacids in the 

peptide chain of protein markedly influence the interaction with cisplatin. 
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5.2.2 Vědecký článek IV 
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Chromatographia, 2013, 0009-5893, 345-353 

Podíl autora Skaličková S.: 50 % textové části práce a 70 % experimentální práce 

 

Kvantové tečky (QDs) jsou fluoreskující polovodičové nanokrystaly. Jejich 

potencionální vyuţití se nabízí v biologii a v analytické chemii jako organické 

fluorofory. Vynikají výjimečnými chemickými a fyzikálními vlastnostmi, které se 

uplatňují v konstrukci detekčních systému pro detekci iontů, bakterií, virů, 

nukleotidových sekvencí, proteinů a jiných analytů. Široké uplatnění existuje 

samozřejmě ve fluorescenční mikroskopii a in vivo zobrazování. Součástí QDs jsou 

ionty kovů jako je kadmium, selen, telur nebo zinek (Michalet, X., Pinaud, F. F. et al. 

2005). QDs mohou být snadno navázány do struktury proteinů, coţ je hlavním 

parametrem sledování jejich toxicity v oblastech, kde by se QDs mohly uplatnit v in 

vivo zobrazovacích systémech. Toxicita je často způsobena jejich desintegrací na dobře 

rozpustné anorganické ionty, například kadmium. Řada studií prokázala, ţe stupeň 

toxicity QDs je těsně spjat s odlišnými vlastnostmi biologického systému jako je počet 

buněk, buněčný růst, apoptóza, morfologie buňky a její metabolická aktivita (Chen, 

Nan, He, Yao et al. 2012). Aby byla zajištěna stabilita QDs, musí být funkcionalizovány 

biomolekulami obsahujícími thiolovou skupinu, například cystein, merkaptopropionová 

kyselina, ale také i protein metalothionein, který je bohatý na cysteinové zbytky a 

vykazuje vysokou afinitu ke kadmiu (Huang, Deping, Geng, Fei et al. 2011). 

Cílem této práce bylo navrhnout metodu pro sledování moţných interakcí MT s QDs. 

Pro tento účel byly připraveny QDs s CdTe jádrem. Metalothionein, vyuţitý v naší 

studii byl izolován z jater kadmiem přikrmovaných králíků, pomocí kapalinové 

chromatografie s UV detekcí. Účinnost izolace byla ověřena pomocí gelové 

elektroforézy, která prokázala přítomnost proteinu o přibliţné molekulové hmotnosti, 
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jakou vykazuje metalothionein v izolované frakci. Pro studium interakce byla vyuţita 

směs obou komponent MT (3,6 µM a CdTE QDs QDs (0, 0.34, 0.68, 1.02, 1.36, 1.7, 

2.04 a 2.47 µM). Tato směs byla spektrofotometricky sledována při vlnových délkách 

260 a 505 nm. Stejná směs byla také studována pomocí diferenční pulzní voltametrie s 

Brdičkovou reakcí, speciálně vyvinutou pro detekci MT, která podpořila získaná data. 

Následně jsme vyuţili kapalinovou chromatografii pro purifikaci QDs-MT konjugátů. 

Výsledkem bylo získání různých chromatogramů pro 1) Apo-MT, 2) CdTe QDs a 3) 

MT-QD- komplexu, jehoţ formace byla potvrzena pomocí fluorescenční 

spektrofotometrie, která potvrdila vznik tohoto komplexu. V tomto experimentu se nám 

podařilo vyvinout metodu, která je vhodná, díky vysoké afinitě metallothioneinu ke 

kademnatým iontům, pro sledování této interakce. Tato metoda nabývá významu 

z pohledu interakčních studií anorganických nanočástic s biomolekulami jako je DNA a 

kov-vaznými proteiny pro vyuţití v medicíně.  

 

 

 



ORIGINAL

Study of Interaction between Metallothionein and CdTe Quantum
Dots

Sylvie Skalickova • Ondrej Zitka • Lukas Nejdl • Sona Krizkova •

Jiri Sochor • Libor Janu • Marketa Ryvolova • David Hynek •

Jarmila Zidkova • Vaclav Zidek • Vojtech Adam • Rene Kizek

Received: 19 July 2012 / Revised: 15 January 2013 / Accepted: 31 January 2013 / Published online: 16 February 2013

� Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2013

Abstract Quantum dots (QDs) belong to a new class of

fluorescent agent for biochemical, medicinal or other pur-

poses. However, QDs based on cadmium or other metals

can be risky for an organism. As one of the mechanism

how to detoxify cadmium-based QDs expression of

metallothioneins (MT) can be considered. Due to high

affinity of metallothionein to cadmium(II) ions, we

attempted to develop an approach for studying of possible

interaction with QDs. We prepared QDs with CdTe core

and studied the interaction with MT, which we isolated

from livers of Cd-administered rabbits. To study the

interaction, we used the mixture of both components MT

(3.6 lM): CdTe QDs (0, 0.34, 0.68, 1.02, 1.36, 1.7, 2.04

and 2.47 lM). The mixtures were studied by spectropho-

tometry within the range from 200 to 750 nm with detected

maxima at 260 and 505 nm. Same mixtures were also

analysed by differential pulse voltammetry Brdicka reac-

tion, which supported data from spectrophotometry. Sub-

sequently, we used fast protein liquid chromatography for

purification of protein–quantum dot conjugates. We

obtained the different chromatograms for (1) Apo MT, (2)

CdTe QDs and (3) MT–QD complex. We also collected the

fractions and subsequently analysed them on the content of

Cd and MT, which confirmed the formation of CdTe QDs–

MT complex.

Keywords Fast protein liquid chromatography � Brdicka

reaction � Differential pulse voltammetry � Fluorimetry �
Spectrophotometry � Separation of quantum dots � ApoMT

Introduction

Quantum dots (QDs) light-emitting particles on the nano-

metre scale are emerging as a new class of fluorescent agent

for in vivo imaging [1]. QDs often consist of cadmium(II)

ions and/or ions of other metal such as selenium, tellurium

or zinc [2] and can be used for fluorescent labelling of

biomolecules [3, 4]. In addition, these particles can be

modified by a recognition molecule such as an antibody and

then, QD–antibody complex can be used for identification

and visualisation of necrotic lesions or tumour cells [5].

Wang et al. [6] showed that the QDs could be bound by

proteins in an organism very easily. However, toxicity of

QDs must be considered. Their toxicity is predominantly

caused by their disintegration to well-soluble inorganic

ions, mostly cadmium(II) [7]. It has been demonstrated that

the degree of QDs toxicity is closely connected with dif-

ferent parameters such as cell number, cell growth, apop-

tosis, cellular morphology or metabolic activity change of

targeted tissue [8]. Thus, functionalisation of their surface
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by thiol group(s)-containing compounds, such as cysteine,

mercaptopropionic acid and glutathione is commonly

applied [9]. In spite of this fact, studying of interactions of

some protective proteins with QDs is of great interest.

Metallothioneins (MT) are a group of proteins rich in

cysteine [10], which are able to bind metal ions especially

essential zinc or toxic cadmium [11]. It is not surprising that

metallothionein is biosynthesised due to stress caused by

heavy metals, respectively, in the response to entering of a

metal ion into the intracellular space. This process is realised

via binding the metal ion on metal transcription factor-1

(MTF-1), which is zinc finger of the size of 70–80 kDa.

MTF-1 subsequently binds to metal response element

(MRE) localised in the promoter of gene for metallothionein

[12–14], and this process activates transcription of this gene.

The process itself is regulated by some factors such as metal-

transcription inhibitor (MTI), which inhibits MT transcrip-

tion by binding to metal responsive element (MRE). After

the entry of metal ions into a cell, these ions bind to MTI, and

this leads to the change in the conformation and dissociation

of MTI from MRE. Therefore, binding site is free and ready

for the interaction with MTF-1 [13]. Some studies show that

the presence of other heavy-metal ions (not only zinc) may

activate other redox-sensitive transcription factors such as

NF-kappaB, AP-1and p53 [15].

From the structural point of view, metallothionein is a

low-molecular protein of the size of 6–7 kDa of which

tertiary structure is based on the presence of two domains,

which form cysteine clusters for binding metal ions [16].

Due to the fact that MT contains almost no aromatic amino

acids and due to its size, MT forms no secondary struc-

tures, thus, it is very difficult to apply analytical methods

commonly used in proteomics as gel electrophoresis and

mass spectrometry [17–19]. Metallothionein and similar

cysteine rich proteins have been studied using the separa-

tion methods of affinity chromatography [20], reversed-

phase chromatography [21], high-performance liquid

chromatography with mass detection [22] and capillary

electrophoresis [23–26]. Due to the high content of elec-

trochemically active thiol groups in the structure of MT,

electrochemical techniques represent the most sensitive

analytical technique for MT quantification [10, 27–30].

Due to high affinity of metallothionein to cadmium(II)

ions, in this study, we aim on developing an approach for

studying of possible interactions between MT and cad-

mium-based quantum dots prepared according to [31].

Primarily, we isolated metallothionein from rabbit liver

and used it as chelating agent for CdTe QDs. Further, we

study the complex formation between MT and CdTe QDs.

For that purpose, spectrophotometric, fluorimetric and

differential pulse voltammetry were used. Moreover, fast

protein liquid chromatography [32–34] was used for CdTe

QDs–MT complex observation.

Experimental Section

Chemicals

Trizma base, HCl, NaCl, BSA, TCEP, EDTA, CdCl2,

Na2TeO3, trisodium citrate dihydrate, mercaptopropionic acid,

Co(NH3)6Cl3, NH3(aq) and NH4Cl of ACS purity used were

purchased from Sigma Aldrich Chemical Corp. (Sigma-

Aldrich, USA), unless noted otherwise. Deionised water

underwent demineralisation by reverse osmosis using the

instrument Aqua Osmotic 02 (Aqua Osmotic, Tisnov, Czech

Republic) followed by further purification using Millipore RG

(Millipore Corp., USA, 18 M9X)—MiliQ water. The pH was

measured using WTW inoLab pH meter (Weilheim, Germany).

QDs Synthesis

QDs were prepared according to Duan et al. [31]. Cadmium

chloride solution (CdCl2, 0.04 M, 4 mL) was diluted to

42 mL with ultrapure water, and then trisodium citrate

dihydrate (100 mg), Na2TeO3 (0.01 M, 4 mL), MPA

(119 mg), and NaBH4 (50 mg) were added successively

under magnetic stirring. The molar ratio of Cd2?/MPA/Te

was 1:7:0.25. 10 mL of the resulting CdTe precursor was put

into a Teflon vessel. CdTe QDs were prepared at 95 �C for

10 min under microwave irradiation (400 W, Multiwave

3000, Anton-Paar GmbH, Austria). After microwave irra-

diation, the mixture was cooled to 50 �C and the CdTe QDs

sample was obtained. Re-purification of CdTe QDs was

carried out using isopropanol condensing. The CdTe QDs

was mixed with isopropanol in ratio 1:2 and then centrifuged

for 10 min at 25,000 rpm (Eppendorf centrifuge 5417R).

Pellet was dissolved into 500 lL with Tris Buffer (pH 8.5).

Experimental Animals and Preparation of Samples

for MT Isolation

The males of New Zealand rabbits weighing 3.0–3.5 kg

were kept in separate cages on regular pelleted laboratory

chow (MaK-Bergman, Kocanda, Prague, Czech Republic)

and allowed free access to drinking water. Rabbits were

given the intraperitoneal injection of 10 mg of CdCl2/kg of

weight (Sigma-Aldrich) in three equal doses (day 1, day 3

and day 5). In the aforementioned day intervals, animals

were anaesthetised with Ketamine: 30 mg/kg and Xyla-

zine: 3 mg/kg, (Vétoquinol Biovet, France). Animals were

then bled out by heart puncture, individual livers were

collected, weighed and immediately frozen on dry ice.

Preparation of Sample for MT Isolation

Amount of 2 g of defrosted rabbit liver was homogenised

on ice using Ultra-turrax T8 (Scholler instruments,

346 S. Skalickova et al.
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Germany) in 8 mL of 10 mM Tris–HCl buffer (pH 8.6).

The obtained sample was subsequently vortexed (Vortex

Genuie, Germany) and centrifuged (Universal 320, Hettich

Zentrifugen, Germany) at 5,000 rpm (30 min, 4 �C). Taken

supernatant was again centrifuged (Eppendorf centrifuge

5417R) in 1.5-mL micro test tube at 4 �C (25,000 rpm,

30 min). The supernatant was subsequently heated in

thermomixer (Eppendorf thermomixer comfort, Germany)

at 99 �C (10 min) and centrifuged (Eppendorf centrifuge

5417R, Germany) in 1.5-mL micro test tube at 4 �C

(25,000 rpm, 30 min). Sample prepared like this was used

for isolation of MT.

Fast Protein Liquid Chromatography for Isolation

of MT

Fast protein liquid chromatography (FPLC) was purchased

from Biologic DuoFlow system (Biorad, USA), which

consisted of two chromatographic pumps for the applica-

tion of elution buffers, a gel-filtration column (HiLoad

26/60, 75 PG, GE Healthcare, Sweden), an injection valve

with 2-mL sample loop, an UV–VIS detector and an

automated fraction collector. Solution of 150 mM NaCl in

10 mM Tris–HCl buffer (pH 8.6) was used as a mobile

phase. Flow of the mobile phase was set to 4 mL/min.

Isocratic elution was used for metallothionein separation.

Column was washed for 60 min by mobile phase prior to

every separation.

Process of metallothionein isolation from rabbit liver

after Cd(II) application is shown in (Fig. 1a). Fraction

containing metallothionein was collected in elution volume

of 240 mL. Signal of metallothionein was well evident due

to binding of Cd(II) ions into protein structure, which

caused change in the absorbance measured at 254 nm [35].

Dialysis and lyophilisation of corresponding fraction were

also carried out in deionised water.

SDS PAGE for MT Assay

The electrophoresis of the fraction containing MT (Fig. 1b)

was performed using Maxigel apparatus (Biometr, Ger-

many). First 15 % (w/v) running, then 5 % (w/v) stacking

gel was poured. The gels were prepared from 30 % (w/v)

acrylamide stock solution with 1 % (w/v) bisacrylamide.

The polymerisation of the running or stacking gels was

carried out at room temperature for 45 min. Prior to anal-

ysis, the samples were mixed with non-reduction sample

buffer in a 2:1 ratio. The samples were incubated at 93 �C

for 3 min, and the sample was loaded onto a gel. For the

determination of the molecular mass, the protein ladder

‘‘Precision plus protein standards’’ from Bio-Rad was used.

The electrophoresis was run at 150 V for 1 h at room

temperature (Power Basic, Bio-Rad) in Tris–glycine buffer

(0.025 M Trizma-base, 0.19 M glycine, and 3.5 mM SDS,

pH = 8.3). Then, the gels were stained with Coomassie

blue and consequently with silver. The procedure of rapid

Coomassie blue staining was adopted from Wong et al.

[36], silver staining was performed according to Krizkova

et al. [37] with omitting the fixation (1.1 % (v/v) acetic

acid, 6.4 % (v/v) methanol, and 0.37 % (v/v) formalde-

hyde) and first two washing steps (50 % (v/v) methanol).

Differential Pulse Voltammetry for Cadmium(II) Ions

Determination

Determination of cadmium(II) ions were performed with

797 VA Stand instrument connected to 889 IC Sample

Center (Metrohm, Switze rland). The analyser (797 VA

Computrace, Metrohm, Switzerland) employs a conven-

tional three-electrode configuration with a hanging mercury

drop electrode (HMDE) working electrode: 0.4 mm2, Ag/

AgCl/3MKCl as reference electrode, and a platinum auxil-

iary electrode. A sample changer (Metrohm 889 IC Sample

Cd(II)
(DPV method)

1
µMIsolated fraction 
containing MT

Cd(II) 
MT-Cd complex

(254 nm)

0.
2 

A
U

Time (10 min)
26.5

17.0
14.0

6.5

3.5
1.4

kDa

MT (fraction 21)

a b

Fractions

1 10 20 30 40 50

Fig. 1 a FPLC chromatogram

of real sample of extract from

rabbit liver treated with Cd(II)

In overlay with determined

concentration of cadmium in

collected fractions. In the

position of MT peak,

cadmium(II) was 0.80 lM

(determined by differential

pulse voltammetry).

b Electrophoreogram from SDS

PAGE analysis of fractions with

MT
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Center) performs the sequential analysis of 96 samples in

plastic test tubes. Differential pulse voltammetric measure-

ments were carried out under the following parameters:

deoxygenating with argon 120 s; start potential -0.9 V; end

potential -0.3 V; deposition potential -0.9 V; accumula-

tion time 800 s; pulse amplitude 0.025 V; pulse time 0.05 s;

step potential 2 mV; time of step potential 0.2 s; volume of

injected sample 20 lL; cell was filled with 1,980 lL of

electrolyte (0.2 M acetate buffer pH 5.0).

Differential Pulse Voltammetry Brdicka Reaction

for MT Determination

Differential pulse voltammetric measurements were per-

formed with 747 VA Stand instrument connected to 693 VA

Processor and 695 Autosampler (Metrohm, Switzerland),

using a standard cell with three electrodes and cooled sample

holder and measurement cell to 4 �C by Julabo F25 (JULABO,

Germany). A hanging mercury drop electrode (HMDE) with

a drop area of 0.4 mm2 was the working electrode. An Ag/

AgCl/3 M KCl electrode was the reference and platinum

electrode was auxiliary. For data processing, VA Database 2.2

by Metrohm CH was employed. The analysed samples were

deoxygenated prior to measurements by purging with argon

(99.999 %) saturated with water for 120 s. Brdicka supporting

electrolyte containing 1 mM Co(NH3)6Cl3 and 1 M ammonia

buffer (NH3(aq) ? NH4Cl, pH = 9.6) was used. The sup-

porting electrolyte was exchanged after each analysis. The

parameters of the measurement were as follows: initial

potential of -0.7 V, end potential of -1.75 V, modulation

time 0.057 s, time interval 0.2 s, step potential 2 mV, modu-

lation amplitude -250 mV, Eads = 0 V, volume of injected

sample: 25 lL, volume of measurement cell 2 mL (25 lL of

sample ? 1,975 lL Brdicka solution).

UV–VIS Spectrophotometry

An UV–VIS spectrophotometer Specord 210 (Analytik

Jena , Germany) was used for spectrophotometric analyses.

This apparatus was equipped by movable carousel with

eight positions for cuvettes. Quartz cuvettes Microcuvette

(1 cm, total volume of 1.5 mL, Kartell, Italy) were used for

the analyses. Carousel was tempered to required tempera-

ture by a flow thermostat JULABO F12/ED (JULABO,

Germany), where distilled water serves as a medium. All

analyses were carried out at 25 �C. The range of wave-

lengths for the measurement was 200–750 nm. As a blank,

we used Tris buffer (pH 7.5) with 150 mM NaCl.

Fluorescence Measurement

Fluorescence spectra were acquired by multifunctional

microplate reader Tecan Infinite 200 PRO (TECAN,

Switzerland). 350 nm was used as an excitation wave-

length and the fluorescence scan was measured within the

range from 400 to 750 nm per 2-nm steps. Each intensity

value is an average of three measurements. The detector

gain was set to 100. The sample (50 lL) was placed in

transparent 96 well microplate with flat bottom by Nunc

(Thermo Scientific, USA). All measurements were per-

formed at 25 �C controlled by Tecan Infinite 200 PRO

(TECAN, Switzerland). As a blank, we used Tris buffer

(pH = 7.5) with 150 mM NaCl.

Results and Discussion

Interaction between MT and CdTe QDs was investigated

using the multi-instrumental approach. MT was isolated

using fast protein liquid chromatography from the homog-

enate of liver of rabbits treated with cadmium(II) ions

according to Demuynck et al. [35]. FPL chromatogram is

shown in Fig. 1a. The presence of MT was verified by SDS-

PAGE (Fig. 1b). CdTe QDs were prepared according to

Duan et al. [31]. Prepared CdTe QDs were further cha-

racterised by differential pulse voltammetry (DPV), where

concentration of cadmium(II) ions was determined [38–42].

Interaction between MT and CdTe QDs was primarily

characterised using UV–VIS spectrophotometry according

to [10] and subsequently by fluorimetry and differential

pulse voltammetry Brdicka reaction. Finally, size exclusion

separation of MT–CdTe QDs complex, where QDs, MT and

Cd(II) were determined, was carried out.

Cd Content in the Prepared CdTe QDs

Quantum dots with CdTe core were prepared according to

protocol mentioned in ‘‘Experimental Section’’ and the

content of cadmium was determined by DPV to quantify

prepared QDs. Redox signals of cadmium(II) ions were

detected at -0.64 V. Parameters of calibration dependence

were as follows: y = 1.795x, R2 = 0.9996, n = 5 (R.S.D.

3.1 %). Using DPV, method it was determined that pre-

pared stock solution of CdTe QDs contained 68 ± 2 lM

(n = 5) of cadmium(II) ions.

Spectrophotometry of MT Interacted with CdTe QDs

For verification of the formation of MT–CdTe QDs complex

the effect of addition of QDs to MT, which was isolated

according to the protocol mentioned in ‘‘Experimental

Section’’, was investigated. Firstly, volume of 60 lL of MT

(3.6 lM) was mixed with 120 lL of phosphate buffer (pH

7.5, 20 mM). Subsequently, addition of CdTe QDs (68 lM,

individual step 1 lL) was carried out. Final concentration of

MT in this mixture was 1.2 lM and final concentration of
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CdTe QDs was 2.64 lM. Set of ten samples was prepared

like this. One sample (1) represented only MT (without QDs

addition) at a concentration of 1.2 lM, next sample (2)

contained MT in combination with 0.34 lM CdTe QDs, and

next samples had increasing concentrations of QDs—0.34,

0.68, 1.02, 1.36, 1.7, 2.04, and 2.47 lM. Total volume of

sample, which was applied into cuvette, was always 180 lL.

Spectrum within in the range from 200 to 350 nm in 5-min

intervals for 30 min was analysed after the individual

additions of QDs. It clearly follows from the obtained results

that the applications of QDs to MT lead to the increase of

absorbance at three wavelengths as 260, 310 and 510 nm

(Fig. 2a). Maximum I detected at 260 nm was related to

MT–QDs complex I, and the second maximum related to

MT–QDs complex II was observed at 310 nm, which is in

agreement with the previously published results [23], where

the increase of absorbance at 240–260 nm as a result of

origination of MT–Cd(II) was observed. Addition of CdTe

QDs led to the almost linear increase in absorbance for both

maxima corresponding to complex I and II, respectively, to

complexes of MT (Fig. 2b). The increase of absorbance at

510 nm was caused by CdTe QDs themselves. This fact is

well evident in the record of analysis of CdTe QDs at

identical concentration without MT presence (Fig. 2a).

Electrochemical Study of CdTe QD–MT Complex

Interaction between CdTe QDs and MT was further mon-

itored using DPV Brdicka reaction. This reaction belongs

to the catalytic processes, where nascent signal is influ-

enced by the formation of complexes between analyte with

cobalt(III) ions [43]. CdTe QDs complexes with MT gave

DP voltammograms, which are shown in Fig. 3a. The

voltammograms contain five characteristic signals. RS2Co,

Cat1 and Cat2 are signals associated with MT itself, which

have been described in our previous papers [10, 30, 44–46].

Signals X and Y can be related to the interaction between

CdTe QDs with the electrolyte and MT. Addition of CdTe

QDs leads to the vanishing of signal X and shift of signal Y

towards more positive potentials (from -1.05 to -0.98 V).

Moreover, signals X and Y formed one composed signal,

which narrows with the increasing concentration of CdTe

QDs. More detailed description of these processes will be

published elsewhere. It follows from the results shown in

Fig. 3b that the addition of CdTe QDs to MT causes

decrease in catalytic signal Cat2. As it was described in the

previous subchapter, the increasing amount of CdTe QDs

(0.34, 0.68, 1.02, 1.36, 1.7, 2.04, 2.47, 2.72, 3.06 and

3.4 lM) was gradually added to the 3.4 lM solution of
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Fig. 2 a Overlay of absorption spectra obtained within the range

from 200 to 600 nm for mixture of MT (1–1.2 lM), QDs (2–0.34;

3–0.68; 4–1.02; 5–1.36; 6–1.70; 7–2.04; 8–2.47;) and CdTe QDs

(9–2.5 lM). Well observable complexes I and II were detected at

254 nm and 310 nm. Detail of spectra maxima of QDs (CdTe) is

shown in inset (450–550 nm). b The increasing absorbance of

complexes I and II after an addition of QDs into MT
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MT. Cat2 signal was decreased for more than 85 % com-

pared to MT itself after the addition of 1.36 lM of CdTe

QDs. However, further decrease of Cat2 signal was not

observable with the increasing CdTe QDs concentrations

(inset in Fig. 3b), which can be related to the saturation of

MT moieties for metal interactions by QDs.

Quenching of QDs Emission by NaCl

Further, we aimed our attention on the isolation of QDs–

MT complexes. Stability of QDs and their ability to emit

radiation after excitation in the higher NaCl concentrations,

which was necessary for effective separation of QD–MT

using FPLC, was investigated by fluorimetry. Solution of

NaCl (0, 6, 12, 25, 50, 100, 200 and 300 mM) was added to

3.4 lM solution of CdTe QDs in Tris buffer. Then, we

performed time-dependent fluorimetric analysis for 3 h

with 10-min steps. As it is obvious from the obtained

results, the increasing concentration of NaCl and time of

interaction lead to the decrease of fluorescence of CdTe

QDs (emission at 535 nm). The most significant reduction

of the emission was detected at the highest applied NaCl

concentration (300 mM) as 45 % after 3 h of incubation

(Fig. 4a). For the evaluation of the trend of the reduction of

the emission, the obtained dependences were plotted with

linear lines (Fig. 4b). The least sharp decrease was detected
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Fig. 3 a DP voltammogram of complex MT–CdTe measured in the

presence of Brdicka solution. Five various additions of QDs

(0.34–34 lM) was mixed with MT solution—voltammogram 0–4.

b The influence of QDs addition to measured Cat2 MT signal. The

parameters of the measurement were as follows: initial potential of

0.75 V, end potential of -1.75 V, modulation time 0.057 s, time

interval 0.2 s, step potential 2 mV, modulation amplitude -250 mV,

Eads = 0 V, volume of injected sample: 25 lL, volume of measure-

ment cell 2 mL (25 lL of sample ? 1,975 lL Brdicka solution)
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Fig. 4 a Emission spectra of

QDs (CdTe 3.4 lM) after 3 h

under applied concentrations of

NaCl (a–0; b, c–12.5, 6.25;

d–25; e–50; f–100; g–200;

h–300 mM NaCl). b Influence

of NaCl (0–300 mM) during

time dependent measurement

(0–1,800 min) on QDs (CdTe

17 lM) signal at 535 nm

(excitation at 350 nm); in inset:

the slope development owing to

decrease of signal is shown
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in the case of 6.25 and 12.5 mM NaCl. On the other hand,

the sharpest increase was detected at 100 and 200 mM (in

inset Fig. 4b). These results give evidence about the pos-

sible effect of ionic strength on CdTe QDs fluorescence

quenching. It is necessary to apply higher ionic strength

(100–200 mM NaCl) for the size exclusion separation,

which was most suitable for the separation/characterisation

of MT–QD complex. This fact is based on the necessity to

eliminate possible non-specific interactions and other

electrostatic and hydrophobic interactions. On the other

hand, lower recovery rate must be carefully considered in

the case like separated CdTe QDs. The decrease of emis-

sion after 2 h is for about 30 % in the case of 150 mM

concentration, which must be taken into account as we

discussed above.

Quenching of QDs Emission by MT Interaction

Due to the decrease of electrochemical signal of MT

observed in QD–MT complex studied using the Brdicka

reaction, we decided to determine the emission of CdTe

QDs complex with MT. We carried out a time-dependent

measurement of QDs emission within the range from 400

to 850 nm under the excitation of 350 nm for individual

MT additions (0.43–1.7 lM) to CdTe QDs (1.7 lM) in the

presence of Tris buffer (pH = 7.5). The results obtained

are shown in Fig. 5a. It clearly follows from the obtained

results that additions of 0.43 and 0.64 lM of MT did not

influence the intensity of emission. However, addition of

0.85 lM of MT led to the decrease of the intensity of the

emission by 20 % during 120 min of incubation. Higher

concentrations as 1.28 and 1.7 lM of MT caused emission

decrease almost immediately by 60 %, respectively, 90 %

with only minimal progression during 120-min-long incu-

bation. In general, change of the emission intensity during

incubation was minimal (up to 10 %) in all applied MT

concentrations. These results indicate that the complex

between MT and CdTe is formed rapidly (already in the

time 0) and is stable for 120 min at least. The obtained

slopes of linear regression characterise the decrease in

emission with the increasing MT concentration with the

linearity of R2 = 0.8874 (Fig. 5b).

Separation of QD–MT Complex Using FPLC

For the verification of the formation of MT–QDs complex

as well as for separation of this complex, we performed fast

protein liquid chromatography with the application of

Sephadex FPLC column (HiLoad 26/60, 75 PG, GE

Healthcare, Sweden). For the monitoring of complex for-

mation, mixture of 1.7 lM MT and 1.7 lM CdTe QDs was

prepared. Volume of sample applied into system was

1 mL. Visible spectra detection of CdTe QDs was per-

formed at 505 nm due to detection of CdTe QDs them-

selves. Fractions were collected during the whole

separation (2 mL for 70 min). In addition to actual absor-

bance (505 nm) monitored behind the output of column,

fractions were subjected to analysis of Cd(II) content and

also MT content using the Brdicka’s reaction (Fig. 6c).

Obtained chromatogram (VIS detection) shows two distinct

signals (signal a and signal b), where signal a represents

probably a formed complex of QD and MT and signal

b represents CdTe QDs. Application of only QDs leads to

the formation of signal in the same position as signal

b (Fig. 6b). Signal of metallothionein was observed in the

same position as signal a (Fig. 6a). Application of Cd(II)

ions did not affect the position of both signals as well as the

formation of ‘‘new’’ signal. This presumption was sup-

ported by the determination of MT in very low concen-

tration (0.2 lM) in the elution time of signal a. This fact
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Fig. 5 a The influence of

addition of apoMT (a–0.43;

b–0.64; c–0.85; d–1.28;

e–1.70 lM) on QDs (CdTe

1.7 lM) fluorescence at 535 nm

(excitation at 350 nm) during

time dependent measurement

(0–120 min). b Calibration

curve of addition of apoMT to

QDs
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corresponds to the finding introduced in ‘‘Experimental

Animals and Preparation of Samples for MT Isolation’’,

because, in the case of complex, the signal is reduced by

almost 85 %. Observed signal a representing complex of

MT and QD is eluted 40 min earlier than CdTe QDs rep-

resented by signal b at applied flow rate of 4 mL/min.

Conclusions

Interaction of inorganic-based nanoparticles with biomol-

ecules including DNA and proteins can be used for diag-

nosis and treatment purposes in medicine [47–49].

Therefore, there is a need for hyphenating of analytical

methods using QDs for this purpose. In this study, we

verified the formation of MT–QDs complex by the use of

spectrophotometric and fluorimetric methods with sub-

sequent separation using FPLC method. Considering that

role of MT in cancerogenesis is discussed [19, 50–57],

these results could be considered as a base for some

imaging technologies for MT in vivo visualisation.
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5.2.3 Vědecký článek V 

Use of nucleic acids anchor system to reveal apoferritin modification by cadmium 

telluride nanoparticles 

Kudr, J., Nejdl, L., Skalickova, S., Zurek, M., Milosavljevic, V., Kensova, R., Ruttkay-

Nedecky, B., Kopel, P., Hynek, D., Novotna, M., Adam, V. and Kizek, R. 

J. Mat. Chem. B, 2015, 2050-750X, 2109-2118 

Podíl autora Skaličková S.: 20 % textové části práce a 30 % experimentální práce 

 

Feritiny jsou univerzální proteiny, které jsou schopny do své struktury uzavřít ionty 

různých anorganických látek, transportovat je a ve vhodných podmínkách tyto ionty 

opět uvolnit do okolního prostředí. Díky těmto vlastnostem se staly feritiny významným 

předmětem výzkumu v oblasti nanotechnologií. Výhodou vyuţití feritinů je jejich 

organický původ a tak se stává jedním z perspektivních nanotransportérů, které hrají 

důleţitou roli v diagnostice a in vivo zobrazování. Nedílnou součástí těchto oborů je 

pokrok ve vývoji kvantových teček, které vykazují vysoké kvantové výtěţky a stávají se 

novým diagnostickým přístupem. V nedávných studiích byla popsána syntéza různých 

nanomateriálů uvnitř apoferitinové struktury. Výhodou takového systému můţe být 

vyuţití v in vivo zobrazovaní, kdy vnější proteinová klec chrání do ní uzavřené 

nanostruktury, které vykazují specifické vlastnosti, například fluorescenci (Sun, Cuiji, 

Yang, Hui et al. 2011). Mimo jiné můţe být vnější klec různě funkcionalizována nebo 

modifikována pro zajištění specifity, anebo pro cílený transport. Jednou z moţností je 

vyuţití specifické interakce mezi cysteinovými aminokyselinovými zbytky ve struktuře 

apoferitinu a jejich specifické interakce se zlatými nanočásticemi značenými 

oligonukleotidovou sondou modifikovanými paramagnetickými částicemi, které 

umoţňovaly purifikaci celého nanokonstruktu.  

Cílem této práce bylo syntetizovat apoferitin modifikovaný kadmium teluridovými 

nanočásticemi, které byly vytvořeny uvnitř apoferitinové kostry vlivem sráţení při 

vysokých teplotách. Z tohoto důvodu byla prověřena termostabilita apoferitinu jehoţ 

denaturace začíná při teplotě 70 °C. Pomocí měření absorbančních spekter a 
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fluorescence byla sledována tvorba CdTe QDs. Z výsledků je patrná změna signálu při 

jednotlivých krocích syntézy a posun absorbčních a fluorescenčních maxim, které 

dokazují vytvoření CdTe QDs uvnitř apoferitinové klece. Pro izolaci apoferitinu 

s uzavřenými QDs, byl povrch proteinu modifikován zlatými nanočásticemi a přes 

thiolové skupiny oligonukleotidu upevněn k paramagnetickým částicím, za pomocí 

kterých byl celý konstrukt izolován od zbytku nenavázaných sloţek směsi. Tvorba 

cílového nanokonstruktu byla monitorována pomocí skenovacího elektronového 

mikroskopu. Jednotlivé kroky tvorby nanokonstruktu vedly ke sníţení celkového 

protékajícího proudu mezi povrchem pracovní a pomocí elektrody, coţ dokazuje vznik 

celé nanokonstrukce.   

V tomto experimentu se podařilo monitorovat a prokázat tvorbu CdTe QDs uvnitř 

apoferitinové klece pomocí spektrofotometrie a fluorescence. Díky interakci zlatých 

nanočástic s povrchem apoferitinu byla umoţněna konjugace k oligonukleotidové probě 

značenou paramagnetickými částicemi. Vzniklý nanokonstrukt vyniká moţností 

purifikace a manipulace díky paramagnetickým částicím a stává se tak moţným 

nástrojem v in vivo zobrazovacích technikách díky vysokému kvantovému výtěţku 

CdTe QDs. 

 

 

  



Use of nucleic acids anchor system to reveal
apoferritin modification by cadmium telluride
nanoparticles

Jiri Kudr,ab Lukas Nejdl,ab Sylvie Skalickova,a Michal Zurek,b Vedran Milosavljevic,ab

Renata Kensova,ab Branislav Ruttkay-Nedecky,ab Pavel Kopel,ab David Hynek,ab

Marie Novotna,ab Vojtech Adamab and Rene Kizek*ab

The aim of this study was to synthesize cadmium telluride nanoparticles (CdTe NPs) modified apoferritin,

and examine if apoferritin is able to accommodate CdTe NPs. Primarily, the thermostability of horse

spleen apoferritin was tested and it's unfolding at 70 �C was observed. Cadmium telluride nanoparticles

(CdTe NPs) were synthesized both within apoferritin protein cage and on its surface. The thermal

treatment of apoferritin with CdTe NPs resulted in the aggregation of cores, which was indicated by

changes in the absorption spectra and the shape of apoferritin tryptophan fluorescence. The apoferritin

modified with CdTe NPs was additionally modified with gold nanoparticles and attached to magnetic

particles via oligonucleotide using gold affinity to thiol group. This anchor system was used to separate

the construct using external magnetic field and to analyse the molecules attached to apoferritin.

1. Introduction

Nanoparticles have been attracting a great attention due to their
wide potential of application,1 where their different shapes,
sizes and compositions enhance a possibility of broad range of
their use.2–4 For nanotechnology and biotechnology applica-
tions, there is a strong demand on uniformity of nanoparticles
properties. However, there are still technical challenges
regarding the preparation of nanoparticles with homogeneous
size distribution.5

Various nanoparticles fabrication methods have been
reported.6–8 It was shown that biomolecules, such as protein
cages or viruses, can serve as a template for the synthesis of
nanoparticles.9,10 The cage-like proteins are able to bio-miner-
alize inorganic materials; moreover, they can be used as a
spatially restricted chemical chamber (nanoreactor). Among all
protein cages, apoferritin is favoured for its remarkably stable
structure under various acidity and temperature.11,12 Apoferritin
is an iron storage protein, which is ubiquitous in animals. It is
composed of 24 polypeptide subunits. These heavy and light
subunits self-assemble into a hollow protein sphere with outer
and inner diameters of 12 and 8 nm, respectively.13 Horse-
spleen apoferritin is composed of nearly of 90% of L-subunit
(one tryptophan per L and H subunit at the same position of

polypeptide chain). Specic threefold channels at the interface
of the subunits are responsible for the ow of positive ions to
the hollow core. In recent research, apoferritin has been used to
synthesize various metal nanoparticles and semiconductor
nanocrystals.14–20 In these cases, aspartate and glutamate on the
inner surface proved to promote the formation of nano-
particles.17 In addition, apoferritin is used in many biomedical
applications.21–23

Magnetic particles have important applications in
biochemistry and analytical chemistry such as analyte pre-
concentration, separation and identication.24–26 The target
molecule can be recognized by specic magnetic particle
surface modication and the magnetic force enables the sepa-
ration of adsorbed target molecule from a complex sample.27,28

The modication of magnetic particles with oligonucleotide
probe is broadly used for biosensors fabrication and medical
applications due to their unique biorecognition properties
based on the ability to hybridize target sequence and to elimi-
nate non-specic adsorption.29–33

As it was mentioned above protein cages, including apo-
ferritin, are broadly used in the eld of material science.
Therefore, the aim of this study was to synthesize CdTe NPs
modied apoferritin, and examine if apoferritin is able to
accommodate CdTe NPs. Moreover, we designed the anchor
system based on modied magnetic particles to prove apo-
ferritin modication by CdTe NPs. The advantage of the
proposed system is not only in the synthesis of nanoparticles
within the apoferritin cage but also in the possibility to purify
this nanoreactor from the unreacted components of the
synthesis, as well as to transfer it to the desired location by
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external magnetic eld manipulation due to the conjugation
with magnetic eld responsive particles.

2. Material and methods
2.1. Chemicals

Water, cadmium acetate dihydrate, sodium tellurite, sodium
borohydride and other chemicals were purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA) in ACS purity (chemicals meet the
specications of the American Chemical Society), unless noted
otherwise. Apoferritin from equine spleen (0.2 mm ltered) and
the oligonucleotides were also purchased from Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA). Magnetic particles Dynabeads Oligo(dT)25 were
bought from Thermo Fisher Scientic (Waltham, USA). pH was
measured with a pH meter WTW (inoLab, Weilheim, Germany).

2.2. Sample preparation

The apoferritin with CdTe NPs (ApoCdTe NPs) was prepared as
follows. The horse spleen apoferritin (20 ml, 7.3 mg ml�1) was
pipetted into water (300 ml). Then, cadmium acetate (20 ml,
20 mM) and ammonium (4.5 ml, 1 M) were added. Aer shaking
(30 min, 37 �C, 500 rpm) on a thermomixer (Eppendorf,
Hamburg, Germany), and then sodium tellurite (3.75 ml,
20 mM) was added to the solution (pH 9.5). To obtain the
ApoCdTe NPs sample, sodium borohydride was added to the
solution. The control sample (CdTe NPs sample) was prepared
in the same way by adding 20 ml of water, instead of apoferritin.
The water solution of apoferritin (0.4 mg ml�1) was used to
compare the ApoCdTe NPs and apoferritin uorescence and
absorption. Aer incubation (20 h, 60 �C, 500 rpm) on a ther-
momixer (Eppendorf, Germany), all the samples were ltered
using the Amicon Ultra-0.5 ml Centrifugal Filters with 50 kDa
cut-off (Merck Millipore, Billerica, USA) according to the
manufacturer instructions.

2.3. Preparation of gold nanoparticles (Au NPs)

Gold nanoparticles were prepared using citrate method at room
temperature as reported elsewhere.34,35 Briey, an aqueous
solution of sodium citrate (0.5 ml, 40 mM) was added to a
solution of HAuCl4 $3H2O (10 ml, 1 mM). The colour of the
solution slowly changed from yellow to violet. The mixture was
stirred overnight. The smallest Au NPs from the top layer of the
ask were used for apoferritin modication according to the
following protocol. The ApoCdTe NPs, CdTe NPs and apoferritin
sample (100 ml) were mixed with the Au NPs (10 ml) and incu-
bated (24 h, 500 rpm, 37 �C) in a thermomixer (Eppendorf,
Germany).

2.4. Preparation of anchor system

Buffers used for the isolation step were phosphate buffer I
(pH 6.5, 0.1 M NaCl, 0.05 M Na2HPO4, and 0.05 M NaH2PO4),
phosphate buffer II (0.2 M NaCl, 0.1 M Na2HPO4, and 0.1 M
NaH2PO4) and hybridization buffer (100 mMNa2HPO4, 100 mM
NaH2PO4, 0.5 M NaCl, 0.6 M guanidium thiocyanate, and 0.15 M
trizma base, pH was adjusted to 7.5 using HCl). 10 ml of the
resuspended magnetic particles were placed on the magnetic

stand and washed 3-times with phosphate buffer I (100 ml).
The magnetic particles were resuspended in the solution con-
taining hybridization buffer (10 ml) and oligonucleotide with
polyadenine terminus (10 ml, 100 mg ml�1, 50-TCTGCATTCCA
GATGGGAGCATGAGATGAAAAA). Subsequently, this solution
was incubated (30 min, 500 rpm, 37 �C) on thermomixer
(Eppendorf, Germany) and the particles were washed with
phosphate buffer I (100 ml) in order to remove unattached
oligonucleotide. The particles were then resuspended in the
solution containing hybridization buffer (10 ml) and thiolated
oligonucleotide (10 ml, 100 mg ml�1, 50-CATCTCATGCTCC
CATCTGGAATGCAGA–SH). Aer incubation (30 min, 500 rpm,
37 �C), the unbounded oligonucleotides were washed away. The
product was the modied magnetic particles without any uid.
The prepared construct was used to anchor the gold modied
ApoCdTe NPs, apoferritin and CdTe NPs samples.

The samples with different ApoCdTe NPs concentrations and
modied by Au NPs were obtained by diluting the stock solution
of ApoCdTe NPs with water in different ratios (undiluted
ApoCdTe NPs stock solution, 1 : 1, 1 : 3, 1 : 7, 1 : 15 and 1 : 39).
The gold modied apoferritin sample (5 ml) and CdTe NPs
sample mixed with Au NPs (5 ml) were also mixed with water
(35 ml) and used as controls for cadmium detection aer sepa-
ration conducted by the anchor system. In addition, these
samples (40 ml) were mixed with the prepared modied
magnetic particles and incubated (1 h, 25 �C, 500 rpm).
Subsequently, the magnetic particles were washed with phos-
phate buffer I (100 ml), and phosphate buffer II was added (10 ml)
in order to split the hybridized oligonucleotides. The magnetic
particles were immobilized by the magnetic eld and the
supernatants were analysed using atomic absorption spec-
trometry (AAS).

2.5. Instrumentation

Absorption and uorescence spectra were measured using an
Innite 200 PRO multimode reader with top heating (Tecan,
Männedorf, Switzerland). Gel electrophoresis was performed
using a PowerPac Universal Power Supply (Bio-Rad, Hercules,
USA). Average current levels were obtained using a Scanning
electrochemical microscope 920C (CH Instruments, Austin,
USA). Spectro Xepos (Spectro Analytical Instruments, Kleve,
Germany) was used to measure X-ray uorescence spectra. The
determination of cadmium was carried out on a 280Z Agilent
Technologies atomic absorption spectrometer (Agilent, Santa
Clara, USA) with electrothermal atomization and Zeeman
background correction. Average particle size and size distribu-
tion were determined by quasielastic laser light scattering with
Malvern zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments Ltd., Wor-
cestershire, U.K.).

2.6. Apoferritin thermostability

The unfolding of apoferritin was monitored spectrophotomet-
rically using a computer-controlled Peltier thermostat (Labor-
technik, Wasserburg, Germany). The sample (35 mg ml�1) was
incubated at different temperatures for 5 min, and thereaer
the absorbance was measured at 230 nm. Changes in sample
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absorbance were recorded using a spectrophotometer Specord
S600 with a diode detector (Analytik Jena, Jena, Germany). The
thermostability of apoferritin was also tested using gel electro-
phoresis. The solution of apoferritin (35 mg ml�1) was shaken
(500 rpm) and heated with a thermomixer. The samples (10 ml)
were removed from the solution during heating when the
temperature reached 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 and 75 �C
for 5 minutes. These samples were further analysed by native
(non-denaturing) polyacrylamide gel electrophoresis (native-
PAGE).

2.7. Non-denaturing polyacrylamide gel electrophoresis

The samples were analysed in 6% non-denaturing PAGE in
60 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid and
40 mM imidazole pH 7.4 buffer as described by Kilic et al.36

Briey, the samples (10 ml) were mixed with 2 ml of 30% glycerol.
The gels (2.4 ml of acrylamide/bis-acrylamide 30% solution, 9.6
ml of running buffer, 9.96 ml of N,N,N0,N0-tetramethylethylene-
diamine and 60 ml of ammonium persulfate) were run at 10 mA
for 2 hours (30 minutes for apoferritin thermostability experi-
ment) and were stained with Coomassie Brilliant Blue R stain.

2.8. The scanning electrochemical microscope
measurements

Scanning electrochemical microscope (SECM) consisted of
100 mm measuring platinum disc probe electrode with a
potential of +0.2 V. During the scanning, particles were attached
to the conducting substrate plate coated with gold viamagnetic
force from neodymium magnet. The working distance of the
platinum measuring electrode was set at 20 mm above the
surface. The mixture consisted of 5% ferrocene in methanol
mixed in 1 : 1 ratio with 0.05% KCl with water (v/v).

2.9. Stern–Volmer constant

Fluorescence spectra (excitation wavelength 400 nm) of CdTe
NPs (emission wavelength 600 nm) QDs without any capping
agent (50 ml) were measured in the presence of 0, 0.3, 0.6, 0.8,
1.1 and 1.4 mM of apoferritin (5 ml) and also at different
temperatures (20, 25, 30, 35 and 40 �C). The CdTe NPs uo-
rescence quenching by apoferritin can be described by Stern–
Volmer equation:

F0

F
¼ 1þ kqs0½Q� ¼ 1þ KSV½Q�

where F0 and F are uorescence intensities of CdTe NPs in the
absence and presence of apoferritin quencher, respectively, kq is
biomolecular quenching constant, s0 is the lifetime of the u-
orophore without quencher, [Q] is the concentration of the
quencher and KSV is the Stern–Volmer quenching constant.37

The quenching constant KSV was calculated by the linear
regression of a plot of (F0 � F)/F against [Q].38

3. Results and discussion
3.1. The synthesis of CdTe NPs within apoferritin

The H subunits (represents 10–15% of horse spleen apoferritin)
include the ferroxidase centre, which is responsible for the
oxidation of ferrous oxide to ferric oxide and prevents free
radicals production. Apoferritin cavity in vivo was able to
accommodate 4000 iron atoms stored as a mineral ferrihydrite.
The hydrophobic fourfold channels represent large energy
barrier for divalent and monovalent ions uptake.39 Apart from
that, the hydrophylic threefold channels transferred mono-
valent and divalent ions into the apoferritin cavity. This ability
was broadly used for nanoparticle synthesis within the cavity. As
it was previously proved, the apoferritin cavity was able to
accommodate several metal ions and inorganic molecules.14,15,40

From these, cadmium ions were used for ferritin and apoferritin
crystallization due to its large coordination numbers,41 and
were also able to bridge the otherwise repulsive carboxyl groups
of opposing aspartate and glutamine side chains.42

Protein contains three intrinsic uorophores: phenylala-
nine, tyrosine and tryptophan, which are also responsible for
protein absorption in the UV-region. Tryptophan has longer
excitation and emission wavelengths and good quantum yield.
Due to the fact that phenylalanine has very low quantum yield
and tyrosine is oen totally quenched when is located near
amino or carboxyl group, protein intrinsic uorescence mostly
arises from tryptophan (its indole ring).37 Changes in the tryp-
tophan uorescence intensity, band shape, wavelength
maximum and uorescence lifetime depend on the tryptophan
local environment and are used in various applications such as
substrate binding or quencher accessibility.38,43–45 Both, the H
and L-chains of apoferritin contain single tryptophan residue,
thus 24 tryptophan residues are presented within apoferritin.
Therefore, we monitored apoferritin emission spectra aer
excitation at 230 nm and observed the changes during the
sample preparations.

The preparation of ApoCdTe NPs (apoferritin modied with
CdTe NPs) is schematically depicted in Fig. 1A. More precisely,
ammonium (4.5 ml, 1 M) and cadmium acetate (20 ml, 20 mM)
were added to apoferritin solution (0.4 mg ml�1). Cadmium
ions were stabilized by ammonium ions and created positively
charged tetraminecadmium ions, which were partly transported
to the apoferritin cavity.46 Then, sodium tellurite (3.75 ml,
20 mM) was added and the tellurite ions were reduced to
telluride by the addition of sodium borohydride, which resulted
in CdTe cores formation. Subsequent heating was applied to
allow CdTe cores to aggregate.

The individual steps of ApoCdTe NPs synthesis were moni-
tored using UV-Vis and uorescence spectroscopy to conrm
the CdTe NPs creation. The absorption (230–800 nm) and
uorescence spectra (280–480 nm) were measured and
compared with two control samples as (i) CdTe NPs solution
without any capping agent and apoferritin (CdTe NPs sample),
and (ii) apoferritin water solution. The characteristic absorption
peak of protein (apoferritin) was observed at 280 nm in the
cases of apoferritin solution with cadmium and tellurite ions

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015 J. Mater. Chem. B, 2015, 3, 2109–2118 | 2111

Paper Journal of Materials Chemistry B

Pu
bl

is
he

d 
on

 1
9 

Ja
nu

ar
y 

20
15

. D
ow

nl
oa

de
d 

by
 M

as
ar

yk
ov

a 
U

ni
ve

rz
ita

 V
 B

rn
e 

on
 0

5/
03

/2
01

5 
08

:3
5:

48
. 

View Article Online

K1PC2
Typewritten Text
104



(A280¼ 0.91 AU) and apoferritin solution (A280¼ 0.86 AU) before
the addition of NaBH4. No absorption peak was observed in the
case of cadmium and tellurite ions solution (Fig. 1B). The
uorescence spectra of all three samples were also measured
(Fig. 1C). The emission peaks of apoferritin and apoferritin in
the presence of ions were observed at 308 nm. The sample with
cadmium and tellurite ions without apoferritin exhibited
emission spectra with no peak. In comparison to the sample of
ions before the addition of reducing agent, the absorption

maximum of reduced sample increased in the range from
246 nm to 450 nm due to CdTe cores creation (Fig. 1D), which is
in good agreement with Han et al.47 The absorption spectra of
ApoCdTe NPs and apoferritin sample remained nearly the same
aer reduction process. The emission of ApoCdTe NPs and
apoferritin samples were lowered by 4% and 3% respectively,
compared to the unreduced samples (Fig. 1E). The uorescence
measurement of CdTe NPs sample immediately aer reduction
revealed no emission peak (excitation wavelength 230 nm), but

Fig. 1 Individual steps of CdTe NPs synthesis within apoferritin (ApoCdTe NPs) and their characterization. (A) The scheme of the ApoCdTe NPs
synthesis, which was monitored using UV-vis spectrometry and fluorescence spectroscopy and compared with the control samples. The
absorption and fluorescence spectra of (a) apoferritin solution, (b) cadmium acetate, ammonium and sodium tellurite water solution and (c) same
mixture with addition of apoferritin were measured (B and C) before reduction step, (D and E) after reduction and (F and G) after heating. To
highlight the differences between ApoCdTe NPs and apoferritin sample the differential (H) absorption and (I) fluorescence spectra (a) before
reduction, (b) after reduction and (c) after incubation were calculated. (J) To encourage CdTe creation heating is required, thus apoferritin
thermostability was determined. The absorbance of apoferritin solution at 230 nm during the heating depicted as percentages of decrease and
(K) the native PAGE of heated apoferritin solution to particular temperature. (L) The size distribution of (a) CdTe colloids, (b) apoferritin in its
spherical state and (c) particles presented within ApoCdTe NPs sample. (M) Stern–Volmers KSV constants were determined to elucidate the
interaction mechanism between CdTe NPs by apoferritin at different temperatures.
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emission maxima was observed at 584 nm when excited at
400 nm (not shown). We assume that the presence of CdTe
quantum dots in the solution was responsible for this emission
maximum. In the next step, the samples were heated (20 h,
60 �C, 500 rpm) to encourage the aggregation of CdTe NPs
according to Khalavka et al.48 The measurement of samples
absorption spectra aer the heating step resulted in the
increase of ApoCdTe NPs local maxima at 280 nm by 14%
(compared with reduced ApoCdTe NPs sample) and the
formation of local maxima at 330 nm, although the absorption
spectra of apoferritin sample remained nearly the same
(Fig. 1F). The similar absorption spectra of nanoparticle within
apoferritin were reported for Pd and Cd.16,49 Strong decrease in
CdTe NPs sample absorption at UV wavelengths was detected
aer heating and we assume that this is the result of bulk CdTe
colloids precipitation (Fig. 1F). Although, the uorescence of
apoferritin and ApoCdTe NPs sample with the maxima at
306 nm remained the same aer incubation, the peak width
changed (Fig. 1G). The emission of CdTe NPs was not observed
and the mechanism of quenching is discussed aerwards. Xiao
et al. determined the interaction of CdTe quantum dots stabi-
lized by mercapropropionic acid with the human serum
albumin by the decrease in albumin uorescence intensity,
however quantum dot properties are strongly affected by the
capping agent.50 Peak width at half height of ApoCdTe NPs
(calculated as a distance from the front slope of the peak to the
back slope of the peak measured at 50% of the maximum peak
height) increased by 54% in comparison with the emission peak
before heating and also increased by 30% in the case of apo-
ferritin solution. Aer the heating, no emission peak of CdTe
NPs sample was observed when excited at 230 nm and the
emission peak also disappeared when excited at 400 nm (not
shown). Without any capping agent, heating of quantum dots
resulted in their aggregation.

We also calculated the difference spectra. The absorption
and uorescence spectra of apoferritin solution in a particular
synthesis step were subtracted from the spectra of ApoCdTe NPs
sample. The differential absorption spectra highlighted the
differences between samples at 300 nm before and aer
reduction step and the local maxima increase at 330 nm
(Fig. 1H). The heating of ApoCdTe NPs sample resulted in the
difference uorescence maxima evolving. The differential uo-
rescence spectra revealed the increasing peak at 350 nm
(Fig. 1I). The difference emission of heated ApoCdTe NPs and
heated apoferritin increased 3-times in comparison with
difference emission of the unheated samples.

In addition, the thermostability of apoferritin spherical
structure was examined using UV-Vis spectrophotometry and
gel electrophoresis. UV-Vis absorbance measurement is a
simple method used to examine the structural changes and
formation of complexes.33,51,52 The protein absorption spectra
showed the peak at 280 nm due to the absorption of aromatic
side chains of phenylalanine, tyrosine, and due to disulphide
bonds, which are responsible for the dimerization of apoferritin
H-chains, and mostly by tryptophan.53 The tryptophan and
tyrosine content in various proteins remains constant, and
therefore this wavelength is commonly used to determine

protein concentration in a reagentless nondestructive way.
External conditions like temperature, pH and ionic strength
cause changes in the protein conformation, which results in the
change of amino acids exposure to the solvent and the
absorption spectra.54–57 Although the UV absorption spectra of
proteins show slopes only at app. 230 nm, according to Liu
et al.,58 it can be used as a convenient structural probe to nd
the thermodynamic stability and kinetics of proteins unfolding.
The monitoring of absorbance at 230 nm (A230) during the
heating was used as structural probe for studying apoferritin.
The steady decrease of A230 was observed from 30 �C to 76 �C
during the heating of apoferritin solution (Fig. 1J). The absor-
bance of apoferritin solution at 30 �C and 76 �C was expressed
as 100% and 0%, respectively. The lowest absorbance (A230 ¼
1.28 AU) was measured aer the temperature of the solution
reached 76 �C; however, the absorbance of solutions heated to
68 �C and more were nearly the same. We suggest that the
heating of apoferritin above the body temperature resulted in
the conformation changes of the apoferritin subunits and total
denaturation at 68 �C was observed; nevertheless, the substan-
tial reversibility of horse spleen apoferritin denaturation was
observed up to a few degrees below denaturation temperature.11

The UV spectra of folded and unfolded protein commonly
shows downward peak (UV absorption of unfolded protein is
lower).58

The unfolding and denaturation of apoferritin were also
examined using the native polyacrylamide gel electrophoresis
(Fig. 1K). Smears corresponding to the release of apoferritin
subunits were observed in case of samples heated above 65 �C
but it seems to have reached a higher intensity at 70 �C. Taking
together data from UV absorption and gel electrophoresis, we
conclude that the spherical structure of apoferritin degrades in
temperature above 65 �C. Based on previous results, we have
chosen 60 �C as a safe temperature for CdTe NPs aggregation in
the presence of the spherical state of apoferritin. Stefanini et al.
(1996) suggests that the horse spleen apoferritin should not be
heated to 80 �C to avoid its irreversible denaturation.11 Our
results conrm the high thermostability of horse spleen apo-
ferritin, which is consistent with the thermostability of the
entire ferritin group as it was determined in the case of ferritin
from hyperthermophile Pyrococcus furiosus, which is stable up
to 120 �C.14

The average particle sizes and particle size distribution
within samples were determined using a zetasizer; nevertheless,
electrochemical methods were suggested to be able to deter-
mine nanoparticle sizes (Fig. 1L).59 Average CdTe colloid was
295 nm in diameter aer heating, although we assume that
their size without capping agent is not stable. The average size
of spherical apoferritin was found to be 11 nm, which corre-
spond with the commonly accepted size of apoferritin (12 nm).
Two main particle fractions were detected in the case of
ApoCdTe NPs sample as (i) CdTe colloids with average sizes of
255 nm and (ii) apoferritin modied by CdTe NPs with average
diameter of 18 nm.

As we observed the quenching of CdTe NPs uorescence by
apoferritin and vice versa, we used the calculations of Stern–
Volmers constants to elucidate the interaction of CdTe NPs and

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015 J. Mater. Chem. B, 2015, 3, 2109–2118 | 2113
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apoferritin surface. Fluorescence quenching mechanism is
usually described as either dynamic or static and can be
determined using different temperature dependence.60 As it is
shown in Fig. 1M, the calculated Stern–Volmer quenching
constants KSV of CdTe NPs were inversely correlated with the
increasing temperature. This phenomenon is oen observed in
the case of static quenching and suggests that the quenching of
CdTe NPs was the result of them binding to the surface of
apoferritin, rather than by dynamic collision.61

3.2. Anchoring of the apoferritin samples

The utilization of the apoferritin cage as a nanoreactor provides
variety of advantages; however, the manipulation of such a
molecule by external stimuli is of an interest mainly to enable
the reaction to take place at the desired place, and subsequently
transfer the product to the site of action. Therefore, an elegant
approach of application of magnetic particles can be used. For
this reason, a simple connection using gold nanoparticles and
complementary oligonucleotides was proposed, enabling to
simply connect the cage to the magnetic particle and spatially
manipulate the nanoreactor.

In the following experiments, apoferritin, CdTe NPs and
ApoCdTe NPs samples were mixed with the gold nanoparticles
(Au NPs). Covalent bond between Au and S is the most widely
used interaction to achieve stable conjugation between Au NPs
and oligonucleotides or proteins containing cysteine.62–64 The
citrate capped Au NPs are known as one of the easily synthe-
sized NPs, thus are frequently used for biosensors fabrication
and biomolecule labelling.65–67 The exposed citrate is respon-
sible for the negative charge of Au NPs surface.68 Due to the
fact that the apoferritin inner surface has a negative electro-
static potential due to the presence of many acidic amino acids
residues, which is important to attract metal ions from solu-
tion during biomineralization, the electrostatic binding
between Au NPs and apoferritin (horse spleen apoferritin pI is

between 4.1–5.5) is impossible in neutral pH.69 Our concept of
apoferritin modication with Au NPs relies on the apoferritin's
ability to displace the citrate on nanoparticle surface as a
result of the direct interaction of amino acids functional group
(thiol of cysteine, amine of lysine or imidazole of histidine)
with the gold surface. The forming of chemical bond between
sulphur from apoferritin cysteine and gold was previously
reported.70

The integrity of apoferritin structure during the CdTe NPs
synthesis was examined using gel electrophoresis (Fig. 2A). The
apoferritin sample and apoferritin sample aer Au NPs modi-
cation was run in the gel (Fig. 2Aa and e). The band of native
apoferritin nanosphere was found to be app. 1 cm from the
beginning (Fig. 2A red arrow), which was reported by Kilic et al.
under these conditions.71 The faint band attributed to the
dimeric form of apoferritin sphere was also observed (Fig. 2A
green arrow), which was in good agreement with Kilic et al.36

Aer apoferritin sample heating (20 h, 60 �C, 500 rpm), the
sample was ltered using lter unit with 50 kDa cut off and the
ltrate was analysed on PAGE (Fig. 2Ac). There was no apo-
ferritin subunit band detected (both approximately 20 kDa),
thus we concluded that the integration of apoferritin wasmostly
preserved aer heating. The ApoCdTe NPs sample was treated
in the same way. In Fig. 2Ab, d and f shows the ApoCdTe NPs
sample aer synthesis and its ltrate and ApoCdTe NPs modi-
ed by Au NPs. The positions of ApoCdTe NPs sample bands
were similar to bands of apoferritin sample. Only slight shis of
ApoCdTe NPs bands were observed. We assume that the protein
charge was not changed. Therefore, we came to the conclusion
that it was the result of CdTe NPs attachment to the apoferritin
surface and the increase of its hydrodynamic size, as also sug-
gested by the particles size distribution and static quenching of
CdTe NPs uorescence by apoferritin (Fig. 1L).

In conclusion, no shis of the bands of apoferritin and
ApoCdTe NPs were observed aer their modication with gold

Fig. 2 Creation of anchor system. (A) The native PAGE shows the (a) apoferritin sample, (b) the ApoCdTe NPs sample after heating, (c and d) the
filtrate obtained by filtration of apoferritin and ApoCdTe NPs sample through filter unit after heating, and (e and f) apoferritin and ApoCdTe NPs
sample after Au NPs modification. (B) The average current levels of individual parts of nanoconstruct measured by SECM confirmed individual
steps of anchor system creation. (C) The image of ApoCdTe NPs anchored to magnetic particles obtained by SECM.

2114 | J. Mater. Chem. B, 2015, 3, 2109–2118 This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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nanoparticles. The bands intensities of ApoCdTe NPs and
ApoCdTe NPs modied with Au NPs were not so well-marked as
the apoferritin bands. The thermostability of apoferritin seems
to be partly inuenced by CdTe NPs presence. Heating (60 �C for
20 h) resulted in apoferritin portion unfolding, indicated by
polypeptide aggregates, which cannot go through the native-
PAGE and for this reason stacked at the beginning of the gel
(Fig. 2A yellow arrow) and they were also not able to go through
the lter unit with 50 kDa cut-off.

The individual steps of nanoconstruct formation were
examined using SECM (Fig. 2B). The bare gold plate was rst
scanned and the average current level was calculated
(�0.22 nA). The magnetic particles attached to the gold plate
due to magnetic eld had an average current level of �1.65 nA.

The oligonucleotide with terminal polyA sequence was hybrid-
ized to magnetic particles. This complex was then hybridized to
complementary oligonucleotide with thiolated terminus and Au
NPs were immobilized on its thiol groups. This part of construct
decreased the reduction signal by 0.96 nA to �2.61 nA. The
construct extended by apoferritin resulted in the decrease of the
signal by 3.12 nA to�5.73 nA, therefore the apoferritin addition
increased the amount of reducible substances by 120%. The
presence of CdTe NPs within the apoferritin cavity and on the
apoferritin surface decreased the average current level four-
times to �22.90 nA. The SECM record of ApoCdTe NPs immo-
bilized on the surface of gold electrode using anchor system and
applying of external magnetic eld is shown in Fig. 2C.

Fig. 3 Proving of apoferritin modification with CdTe NPs. (A) The scheme of ApoCdTe NPs anchored to the separative nanoconstruct used to
prove the dependence of the detected cadmium amount on the amount of anchored apoferritin (B). (C) The sizes of gold nanoparticles (a) used
for apoferritin modification, (b) particles presented within the ApoCdTe NPs sample and (c) the particles separated by anchor system. (D) The XRF
spectra shows that Cd and Te ions were presented in ApoCdTe NPs sample separated by the anchor system. Inset: the image of water on the left
and ApoCdTe NPs on the right side after excitation by 312 nm. (E) The dependence of fluorescence on the heating temperature for (a) CdTe
solution with apoferritin added after CdTe synthesis, (b) ApoCdTe NPs and (c) the CdTe without any capping agent suggests that portion of CdTe
NPs is presented within apoferritin cavity.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015 J. Mater. Chem. B, 2015, 3, 2109–2118 | 2115
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3.3. The presence of CdTe nanoparticles within apoferritin

The Au NPs were added to apoferritin, CdTe NPs and ApoCdTe
NPs samples. Aer incubation of the samples with the Au NPs,
we used the anchor system to capture the Au NPs andmolecules
attached to them (Fig. 3A). Oligonucleotide probes with
terminal AAA sequence were hybridized to magnetic particles
with TTT sequence bound to theirs surface. Second probes with
thiol groups were hybridized to the rst one and together
formed a system capable of anchoring gold modied biomole-
cules. The different concentrations of ApoCdTe NPs sample
modied with Au NPs were added to oligonucleotides with
attached magnetic particles. CdTe NPs solution was added to
the magnetic particle as a control. Aer incubation (1 h, 25 �C),
these constructs were separated from the solution of unat-
tached molecules by applying external magnetic eld. Subse-
quently, the hybridized oligonucleotides in the constructs were
disrupted due to chemical denaturation and the magnetic
particles were removed from the samples. Finally, the samples
were analysed using AAS. No trace of cadmium was detected in
the control samples. It means that no CdTe NPs were modied
by Au NPs and anchored. Apart from that, ApoCdTe NPs was
successfully modied by Au NPs and attached to the anchor
system. The dependence of detected amount of total cadmium
on the volume of ApoCdTe NPs applied to the anchor system
proved the modication of apoferritin by CdTe NPs and it is
shown in Fig. 3B. Furthermore, we calculated that the ratio of
the detected cadmium to one apoferritin anchored molecule to
be 2700 : 1. The sizes and size distributions of gold nano-
particles used for apoferritin modication and particles sepa-
rated from ApoCdTe NPs solution were measured and
compared with the size distribution of the particles presented
within the ApoCdTe NPs solution (Fig. 3C). We observed that
gold nanoparticles with average diameter of 4 nm exhibited a
broad size distribution from 1 to 8 nm. In this case, we sug-
gested that the gold nanoparticles aggregation and cluster
formation was partly responsible for this size distribution and
also for the presence of second size distribution peak from 10 to
120 nm. The size distribution of ApoCdTe NPs sample consisted
of two peaks. The rst peak, at app. 18 nm, was assigned to the
apoferritin with CdTe NPs present on its surface and the second
to the CdTe colloids with sizes from 165 to 340 nm. The size
distribution of particles separated from the ApoCdTe NPs
solution by anchor system shows that the apoferritin was
modied by Au NPs and probably also attached to the Au NPs
clusters. The size distribution of particles attributed to apo-
ferritin modied with CdTe NPs and Au NPs was from 12 to
42 nm with the biggest intensity at 21 nm. We assume that the
thiolated oligonucleotide was still bound to the apoferritin and
contributed to the peak shi. Particles with size of 105 nm were
also separated from ApoCdTe NPs solution, which suggests that
the aggregated Au NPs were also anchored. Although the small
overlap of CdTe NPs colloids size distribution from ApoCdTe
NPs sample and size distribution of particles separated from
ApoCdTe NPs sample was observed, we concluded that no CdTe
NPs colloids were anchored, because no fraction bigger than
CdTe NPs colloids was observed in the size distribution of the

anchored particles, which conrms the results from AAS
measurement of the control sample. The sample, where the
highest concentration of cadmium was proven, was also ana-
lysed by X-ray uorescence (XRF). The measurement of XRF
spectra conrmed the presence of tellurium (the La1 line energy
corresponds to 3.134 keV and Lb1 to 3.317 keV) and also
cadmium (the La1 corresponds to 3.769 keV and Lb1 to 4.030
keV) in the solution containing ApoCdTe NPs (Fig. 3D).

We also tested the effect of CdTe NPs nanoparticles on the
uorescence of tryptophan in apoferritin. The uorescence
spectra of ApoCdTe NPs sample were compared with the
spectra of CdTe NPs solution with added apoferritin. Apo-
ferritin emissions in the presence of cadmium, tellurite and
ammonium ions were measured and subtracted from the
emissions of ApoCdTe NPs and the mixture of CdTe NPs and
apoferritin, which were monitored during heating (20, 25, 30,
35, 40, 45, 50, 55 and 60 �C) using an excitation wavelength of
380 nm. This excitation wavelength was chosen in order to
observe changes in the apoferritin emission peak width rather
than emission maxima and to enable observing the subtle
changes of tryptophan uorescence. The addition of apo-
ferritin to CdTe NPs solution resulted in the complete
disappearance of CdTe NPs peak at 602 nm, which was
replaced by the emission of tryptophan at 450 nm (excitation
wavelength 380 nm). The concentration dependent ability of
protein to quench different types CdTe quantum dots was
previously described by Wang et al.72 and the mechanism of
apoferritin interaction with CdTe NPs without surface stabi-
lisation was described by Stern–Volmer equation described
above. In addition, we compared the uorescence intensities
of ApoCdTe NPs and apoferritin covered with CdTe NPs. In
the case of both the samples, the uorescence of apoferritin
tryptophan was statically quenched (uorescence was
decreased) by the presence of CdTe NPs on apoferritin
surface, whereas it was reported previously that hydrous ferric
oxides emerging at ferroxidase centres are able to quench
tryptophan uorescence.73 The increasing temperatures
resulted in the growing and, nally, aggregation of CdTe NPs,
which is in good agreement with results obtained by Shen
et al.74 It also induced release of growing CdTe NPs from
apoferritin surface and led to the increase of apoferritin
uorescence (Fig. 3E). The total release was observed at 50 �C.
Aer the release of CdTe NPs from apoferritin surface, the
uorescence of apoferritin with CdTe NPs within the cavity
was still partly quenched (Fig. 3Eb). On the contrary, the
uorescence of apoferritin with CdTe only on its surface was
almost same as apoferritin control aer heating.

4. Conclusions

Apoferritin is an appealing molecule due to its inner cavity, and
is extensively investigated as a nanoreactor or drug carrier. We
designed the nanoconstruct, which is able to selectively bind
apoferritin molecules modied by gold nanoparticles and
separate them from the solution of unreacted components and
therefore to purify the required product. This simple anchor
system enables to analyse the anchored molecule modication
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with the target analyte, also its degree or amount of encapsu-
lated analyte. In order to test this concept we utilized apoferritin
cavity as a nanoreactor and synthesized apoferritin modied by
CdTe nanoparticles, which proved to be presented on the
surface and within the apoferritin cavity.
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6 ZÁVĚR 

Práce se zabývá studiem interakcí proteinů s kovy s vyuţitím multiinstrumentálního 

přístupu. V literárním přehledu jsou popsány významné skupiny kov-vazných proteinů 

rozdělené na základě jejich funkce v organismu. Jedná se o transportní a zásobní kov-

vazné proteiny, metaloenzymy, metaloproteiny singnální transdukce, metaloproteiny 

transkripční regulace a imunitní metaloproteiny. Literární část je doplněna přehledovým 

článkem o vyuţití apoferitinu v nanomedicíně publikovaném v časopise Nanomedicine. 

Dále je pak podán přehled o vyuţití běţně vyuţívaných analytických metod pro 

sledování těchto biomolekul; kapalinová chromatografie, imunochemické metody, 

spektrofotometrické a elektrochemické metody.  

Výsledková část je rozdělena na dva celky. První je zaměřen na separaci a detekci kov-

vazného proteinu laktoferinu za vyuţití iontově výměnné kapalinové chromatografie 

s vyuţitím monolytické kolony a off-line fotometrickou detekcí pomocí Pyrogallové 

červeně, Biuretova a Bradfordova činidla. Optimalizovanou metodou byly analyzovány 

vzorky slin. Z výsledků byla patrná vyšší hladina laktoferinu u osoby trpící celiakií. 

Dále byla navrţena a popsána metodika vyuţívající izolaci a separaci laktoferinu 

pomocí paramagnetických částic modifikovaných protilátkami proti laktoferinu. Pro 

detekci byly vyuţity protilátky značené křenovou peroxidázou a jejich interakce 

v prostředí substrátu TMB. Detekce výsledného produktu byla realizována jak 

elektrochemicky, tak spektrofotometricky a obě metody byly mezi sebou korelovány. 

V druhé části se práce zabývá studiem interakce proteinů s kovy. Prvním dílčím cílem 

bylo sledování interakce fragmentů metalothioneinu s cisplatinou pro objasnění vzniku 

rezistence organismu na cytostatická léčiva. V rámci studie byly sledovány redoxní 

parametry vybraných fragmentů metalothioneinu za různých fyzikálních a chemických 

podmínek. Z dosaţených výsledků je patrné, ţe nejvíce je zvýšená interakce u 

konzervativních aminokyselin, které byly substituovány na více jak jedné pozici vně 

cysteinových klastrů. Další dílčí část je formulována do dvou článků zaměřených na 

interakci kov-vazných proteinů s CdTe kvantovými tečkami. Ve článku „Study of 

interaction between metallothionein and CdTe quantum dots“ byl korelován průběh 
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chromatogramu metalothioneinu, CdTe QDs a jejich interakce. Celá studie byla 

podpořena spektrofotometrickou a elektrochemickou analýzou poskytující ucelený 

pohled na probíhající interakci. Poslední článek disertační práce se zabývá vývojem 

postupu pro syntézu CdTe QDs uvnitř struktury apoferitinu a jeho následnou interakcí 

se zlatými nanočásticemi konjugovaných s paramagnetickými částicemi značenou 

oligonukleotidovou sondou. Tvorba nanokonstruktu byla ověřena pomocí 

spektrofotometrických a elektrochemických metod.  Práce ukazuje, ţe 

multiinstrumentální přístup můţe být velmi vhodným nástrojem pro studium kovů 

s proteiny v oblasti jejich separace, ale také pro sledování jejich vzájemné interakce. 
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8 SEZNAM ZKRATEK 

 

CaM Kalmodulin 

CAMKIV Kalmodulin kináza 

CREB Buněčný transkripční faktor 

GSH Redukovaný glutathion 

GSSG Oxidovaný glutathion 

HRP Křenová peroxidáza 

IEC 
Iontově výměnná kapalinová 
chromatografie 

Ig Imunoglobuliny 

IRE Ţelezo responzivní element 

LF Laktoferin 

MT Metallothionein 

QDs Kvantové tečky 

ROS Reaktivní částice kyslíku 

SFIA Injekční analýza v zastaveném toku 

SOD Superoxiddismutáza 

TMB 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine 



135 

 

 

 

 

9 SEZNAM OBRÁZKŮ 

Obrázek 1: Citovanost článků obsahující klíčové slovo "metal binding proteins" ..........................................12 

Obrázek 2: Redoxní cyklus metallothioneinu ........................................................................................................17 

Obrázek 3: Schéma vnitrobuněčné signální dráhy pro regulaci CRH genu  ......................................................35 

Obrázek 4: Modelové schéma transkripční regulace železo-responzivního elementu (IRE).  .......................37 

Obrázek 5: Nutriční imunita .....................................................................................................................................39 

Obrázek 6: Schéma biosenzoru pro detekci patogenních bakter ií založený na metodě ELISA ....................46 

Obrázek 7: Elektrochemický biosenzor na čipu pro detekci H2O2. ....................................................................50 

 

 

file:///D:/Práce/Disertace/Disertační%20práce_Skaličková_7.docx%23_Toc456602427



