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Abstrakt

Metalothionein (MT) je protein s charakteristickym aminokyselinovym slozenim, ktery
diky svym thiolovym skupinam dokaze vazat ionty kovlu a zapojovat se tak do homeostazy
téchto iontl v organismu. Protein ma svlj vyznam i v procesu karcinogeneze, mohl by byt
vhodnym markerem u nékterych typa nadord. MT ma v organismech mnoho specifickych
funkci. Muze byt zkouman nékolikerymi technikami. Bézn€ pouzivanou metodou stanoveni
koncentrace MT je elektroanalyza. Konkrétnéji se v této praci zaméfuji na diferencni pulzni

voltametrii za vyuziti Brdickovy reakce.

Abstract

Metallothionein (MT) is a protein with a characteristic amino acid composition which
thanks to its thiol groups can bind metal ions and be involved in the homeostasis of these ions
in organism. The protein has its significance in carcinogenesis, could be a suitable marker for
certain types of tumors. MT has many specific functions in organisms. It can be studied using
several techniques. In common use electroanalysis is used as method for determining the
concentration of MT. More specifically, this work is focused on differential pulse

voltammetry using Brdicka reaction.

Klicova slova
Metalothionein, nddorova onemocnéni, diferencni pulzni voltametrie, Brdickova reakce,

prenatriova vlna, pik H, adsorp¢ni pienosova rozpoustéci technika.

Key words

Metallothionein, tumor diseases, differential pulse voltammetry, Brdi¢ka reaction,
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1. Uvod

V dnesni moderni dobé je jist€ jednou z nejdalezitéjSich, nejzajimavéjsich, ale i
nejkomplikovanéj§ich lidskych Cinnosti vyzkum v oblasti mediciny, spravného fungovani
organismu a jeho ovliviiovani riznymi negativnimi faktory. A to na vSech trovnich od
biologické, pres fyzikalni, chemickou a snad az i po etickou. Badani védca na celém svété
trva jiz po tisicileti a stale jesSté neni spousta informaci objasnéna. S velmi progresivnim
vyvojem techniky je a bude porad co zkoumat. Dokonaleji, pfesnéji, rychleji. ..

Ve své praci se snazim zpracovat poznatky o proteinu zvaném metalothionein. Z té
praktické stranky se zabyvam meéfenim - detekci tohoto proteinu pomoci diferencni pulzni

voltametrie a zpracovanim vysledku.

Termin metalothionein (MT) byl pavodné pouZzivan pro pojmenovani proteinu, objeveného
v ledvinné kife u koni. Objev je datovan rokem 1957. Panové Margoshes a Valee zjistili, ze
tento nizkomolekularni protein vykazoval vysokou afinitu kiontim kadmia. [2] Ma
charakteristické aminokyselinové slozeni, je bohaty na cysteiny, neobsahuje vSak zadné
aromatické aminokyseliny. Vyznamna je unikatni sekvence aminokyselin (charakteristicka
distribuce cysteinovych zbytkd jako je cys-x-cys). [1] Praveé diky svym thiolovym skupinam
dokaze MT vazat ionty kovu. (viz obr. 1.) Nejvice pak méd’ a nejcastéji zinek, ¢imz se aktivné
zapojuje do homeostazy téchto iontl v organismu. Pfi intoxikaci tézkymi kovy jako jsou
kadmium, olovo ¢i rtut, dokdze tyto kovy navazat a pro buiku tak zneSkodnit. Nasledna
detoxikace potom probiha pravdépodobné v ledvinach. MT ma také antioxidacni vlastnosti.
Dokaze tedy regulovat vyskyt volnych kyslikovych radikalt v organismu. Byla prokazana i
jeho schopnost vytvaret redukcni prostfedi pomahajici chranit fosfolipidové membrany,
proteinové Casti buiiky a nukleové kyseliny pfed ionizujicimi ucinky vysokoenergetického
zafeni a chemo-oxidativnim stresem. Stale vice je diskutovana schopnost MT regulovat
expresi DNA. Protein ma svlij vyznam i v procesu karcinogeneze. Byly provedeny pokusy
s geneticky modifikovanymi mySmi. Zjistilo se, ze jedinci bez genu pro MT jsou citlivejsi ke
vzniku nadorového onemocnéni. Existuje fada studii vyhodnocujicich hladinu MT u pacientt.
Je potteba provadét dale vyzkum koncentrace MT v souvislosti s lokalizaci tumoru, stadiem
onemocnéni, vékem pacienta ¢i stravovacimi navyky, aby se lépe pochopilo, jak funguje
nadorova burika. Dosavadni vysledky pfitomnosti MT v krevnim séru u pacientd

s nadorovymi onemocnénimi dokazuji, ze by tento protein mohl byt vhodnym markerem u



nékterych typt nadort. [3] Pii zvySené koncentraci MT muze tento protein vyvazat Zn
z tumor-supresorového proteinu p53. Z toho divodu se vyrazné zhorsuje schopnost navazat se
na DNA a spustit signaly pro apoptozu. [4]

Jak je patrné 1 z kratkého uvodu, metalothionein ma v organismech mnoho specifickych
funkci. Tento dulezity protein muze byt zkouman nékolikerymi technikami. Z nich

nejpouzivangjsi jsou metody elektrochemické.

HS OH
NH,

Obrazek 1. Strukturni vzorec cysteinu s charakteristickou thiolovou —SH skupinou.



2. Struktura a funkce metalothioneinu

2.1. Struktura metalothioneinu

MT rozdélujeme do tifi tfid podle toho, jakou maji primarni strukturu a ze kterého
organismu byly izolovany. Zastupci MT z jednotlivych tfid jsou ukazany v tabulce 1 a 2. [5]

Sav¢i metalothioneiny jsou jedno-fetézcové polypeptidy, s poctem aminokyselin
pohybujicim se od 61 do 68 residui. MT-I tfida zahrnuje proteiny tvorené obvykle z 61
aminokyselin (obr.2.A). V molekulach MT-I nejsou piitomny aromatické aminokyseliny a v
primarni sekvenci se vyskytuje obvykle 20 cysteint v té€chto repeticich: Cys-X-Cys, Cys-Cys-
X-Cys-Cys, Cys-X-Cys-Cys, kde X je oznaCeni pro jinou aminokyselinu nez cystein
(obr.2.B). Terciarni struktura MT je rozdélena na dvé domény - o, B. Doména a (C-
termindlni) je stabilngjsi a obsahuje 4 vazebna mista, B (N-terminalni) dokaze pojmout 3
ionty. Tyto domény jsou slozeny z cysteinovych klastri a thiolovych zbytkl cysteinu
odpovidajicich za kovalentni vazbu s atomy kovu. Predpokladana struktura vazebnych domén
molekuly MT je ilustrovana na obr.2.C.

Ttida MT-I je dale Clenéna na Ctyfi izoformy (iso-MT). Izoformy MT-1 a MT-2 jsou bézné
pfitomné ve vétsiné organu, izoforma MT-3 byla izolovana z neuront a také gliovych bunék,
které stabilizuji a troficky zéasobuji neuronové buiky. Izoforma MT-4 byla pozorovana v
dlazdicovém epitelu a je exprimovana v keratinocytech. [2] Forma MT bez navazaného iontu
kovu, apo-MT, se vyskytuje v burikach, které trpi nedostatkem Zn. V nedavné dobé byl
zjistén vyskyt této formy také v nadorovych bunkach. Bylo pozorovano, ze apo-MT muze
kvuli vysoké afinit€ odebrat Zn ze zinkovych prstid. [6]

MT-II tfida zahrnuje metalothioneiny piitomné u nekterych prokaryot, kvasinek a nizsich
rostlin. Jde o peptidy podobné zastupcim z MT-I tiidy. Rozdil mezi peptidy MT-I a MT-II
tfidy je v poCtu aminokyselin, vazebné domény jsou ale zachovany.

Peptidy pritomné v rostlinnych buiikach jsou oznaCovany jako fytochelatiny (rostlinné
metallothioneiny). Radime je do MT-III tiidy. Fytochelatiny (PC) maji primarni strukturu (y-
Glu-Cys)n-Gly. Glutamylcysteinova jednotka (y-Glu-Cys)n se muze opakovat 2 az 11krat
(obr.3.A). PC obsahuji podobné¢ jako savcéi MT-1 a MT-II velké mnozstvi cysteinii a jsou
schopny vytvaret s ionty kovi komplexy (obr.3.B). Na rozdil od MT-I a MT-II, které jsou
ptimo geneticky predurCeny, jsou PC syntetizovany posttranslacné a to transpeptidizacni
reakci glutathionu (GSH) katalyzovanou enzymem fytochelatin syntetdzou (y-Glu-Cys
dipeptidyl transpeptidazou). [2]
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Tabulka 1. Prehled vybranych metalothioneinu z I a Il tFidy. [2]

Organismus Oznaceni Pocet Molekulova Pocet o GenBank®
proteinu  aminokyselin  hmotnost (Da)  cysteind
trida MT-1
Homo sapiens MT-1A 61 6133 20 8,38 K01383
MT-2 61 6042 20 8,23 V00594
MT-3 68 6927 20 4,79 M93311
MT-4 62 6419 20 8,38 Uo7807
trida MT-IT
Candida glabrata MT-1 62 6243 18 7,53 JO5133
MT-IT 51 5454 16 553 JO5134
Callinectes sapidus MT-I1 58 6287 18 7,80 P55949

*Teoretické hodnoty izoelektrickych bodi (pl) byly pievzaty z databaze Swiss-Prot (ExXPASy Molecular Biology
Server, zdroj: http://www.expasy.ch); ® kod v bazi dat GenBank

Tabulka 2. Prehled zndmych rostlinnych metalothioneinii. [2]

Organismus Nazev Vzorec

Rauwolfia serpentina JPytochelatin (y-Glu-Cys),-Gly
homofytochelatin(B-Ala) (y-Glu-Cys),-f-Ala
(hydroxymethyl)fytochelatin(Ser)  (y-Glu-Cys),-Ser
isofytochelatin(Glu) (v-Glu-Cys),-Glu
desglycin-fytochelatin (y-Glu-Cys),

11
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Obrazek 2. (A) Aminokyselinova sekvence (B) zastoupeni jednotlivych aminokyselin v

molekule lidského metalothioneinu MT-1A (GenBank accesion number K01383).

U primdrni sekvence jsou cysteinové repetice podtrZzeny a ve schématickém
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zobrazeni vazebnych domén jsou ionty kovii vyznaceny (o). Aminokyseliny jsou

vyznaceny v mezindrodni symbolice; C: cystein, S: serin, K: lysin, G: glycin, A:

alanin, T: threonin, N: asparagin, E: glutamova kyselina, M: methionin, P:

prolin, D: asparagova kyselina, Q: glutamin, I: isoleucin a (C) schéma

vazebnych domén (o, ). (prevzato a upraveno z [2])

A
i : H\/CHISH_
H———NI%C (C]il (N /C\C A {COOH
mooc. H g
B
I
| | | | | |
S S S S s S
NS N S N S
o (] o
PN VAN VAN
S S S S s S
S W w

Obrazek 3. (A) Strukturni vzorec molekuly fytochelatinu (y-Glu-Cys)n-Gly (n=2-11). (B)

Model struktury Cds(PC3)s komplexu. Struktura se skidda ze ctyr molekul (y-

Glu-Cys)3-Gly, které prostiednictvim celkové dvandcti —SH skupin vyvazuji 3

atomy kovu (e); (o vyznacuji karboxylové skupiny). (prevzato a upraveno z [2])

2.2. MT rodiny, podceledi a podskupiny

Rozsahla analyza sekvenci dat stanovila jednoznacné modely evolucniho vyvoje

metalothioneini a umoznila tedy jejich pfirozené seskupeni do nekolika rodin.

Tyto rodiny jsou znamy nasledujicimi vlastnostmi:

- unikatni sekvence vzorku
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- taxonomicky rozsah

- soubor spole¢nych sekvencnich charakteristik ziskanych z aminokyselinovych a
nukleotidovych sekvenci

- vicenasobné zarovnani sekvenci (pro rodiny obsahujici minimaln¢ dva ¢leny)

- fylogeneticky strom (pro ptipady, kde je poCet sekvenci vice nez Ctyfi)

Nékteré z MT-rodin maji dalsi ¢lenéni do nekolika fylogeneticky oddélenych podceledi
s odli§nymi strukturalnimi nebo genetickymi vlastnostmi.
V nékterych zvlastnich pripadech, zalozenych na fylogenetické separaci, mohou byt

podceledi déale rozdéleny do podskupin. V3e je znazornéno na obr.4. [1]
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Obrazek 4. Fylogeneticky strom metalothioneinu u obratlovcii  vypocteny z5'UTR

(netranslatovand oblast na 5' konci) sekvenci. (prevzato z [1])

Nezakotenéné stromy slouzi k ilustraci analyzy odliSnych genovych oblasti, ktera muze
poskytnout dopliikové informace o molekularni evoluci metalothioneini. Dokumentu;ji
pododdélovani do podceledi a podskupin. Na obr.4 vidime strom vypocitany z 5S'TUTR, sav¢i
ml a m2 MT-geny jasné ukazuji rozdéleni do dvou paralognich podceledi v sav¢i fylogenezi.
Strom byl odvozen metodou Fitch-Margoliash (distanéni metoda konstrukce dendrogramu,
kterd pocita snestejnou rychlosti mutaci v jednotlivych vétvich). Vysvétleni zkratek

dulezitych pro tuto praci je v tabulce 3. [1]

Tabulka 3. Soubor MT rodin a podceledi. [1]

Rodina 1: vertebrate MT
ml: mammalian MT-1
m2: mammalian MT-2

m3: mammalian MT-3

m4.: mammalian MT-4

m. n.d. mammalian MT

Zkratkou n.d. rozumime podceledi obsahujici soubory sekvenci, pro které neni z divodu
nedostateCnych fylogenetickych ¢i  strukturnich informaci mozné pfifazeni do jiz
specifikovanych podceledi.

OznacCeni sekvenci a jejich klasifikace je poskytovana databazi SWISS-PROT -

dokumentem metallo.txt. [1]

2.3. Izoformy metalothioneinii MT-1 a MT-2 a jejich exprese v lidské tkdni

Lidské MT jsou kyselé proteiny s molekulovou hmotnosti 6-7-kDa a patii do 1. tfidy
metalothioneint a jsou kodovany rodinou gent vytvarejicich 10 izoforem. Vzniklé proteiny
jsou rozdéleny do Ctyt skupin: MT-1, MT-2, MT-3 a MT-4. Je znamo, ze MT-2A gen koduje
pouze jeden MT-2 protein, zatimco MT-1 protein existuje ve vice izoformach, respektive MT-
1 protein vytvafi vice subtypli kodovanych sadou MT-1 geni (MT-1A, MT-1B, MT-1E, MT-
IF, MT-1G, MT-1X). Rozdily v MT genech pravdépodobné souvisi s jejich rozdilnou funkci

v odli$nych podminkéch, ve kterych se organismy vyvijely. Diferen¢ni exprese izoforem MT
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u savcu je prisné€ regulovana béhem jejich vyvoje i u vzniklych patologickych stavia. V
organismu dospélych jedinct jsou nejvice zastoupeny dvé izoformy MT (MT-1a, MT-2a),
které se exprimuji ve vétSin€ lidskych tkani, v mozkové tkani je pfitomna pouze izoforma
MT-3 (nékdy oznacovana jako rastovy inhibi¢ni faktor - GIF). V dlazdicovém epitelu je hojné
zastoupena izoforma MT-4. MT-1 a MT-2 izoformy jsou obvykle exprimovany v lidském
organismu ve velmi malych koncentracich. Jejich exprese vyrazné stoupa pti indukci mnoha
exogennimi a endogennimi faktory jako jsou UV zafeni, tézké kovy (Cd, Cu, Pt, Zn, Pb aj.),
stresové hormony, volné kyslikové radikaly a cytokiny uvoliujici se z poSkozené tkané ¢i
xenobiotika. Prestoze jsou MT-1, MT-2 cytosolickymi bilkovinami, byly také objeveny
v jadfe. MT lidskych gent jsou lokalizovany na chromozomu 16q13 a jsou kédovany pomoci
multigennich shlukd tésné vazanych geni. Promotory regioni MT-1 a MT-2 genli obsahuji
nékolik metalo-responzivnich elementd (MREs) a glukokortikoido-responzivnich elementd
(GRES), stejné jako prvky souvisejici s bazalni urovni transkripce. Exprese MT je rovnéz
upravena oxidac¢nim stresem podle antioxidant-responzivnich elementi (ARES) nebo MREs,
které rovnéz reaguji na oxidanty. Metalo-regulacni transkripéni faktor (MTF-1), ktery je
nezbytny pro zékladni projevy a indukci zinku, se vaze na promotor proximalni MREs. MTF-
1 se vaze na MREs prostiednictvim svych Sesti Co,H; zinkovych prstd. [26]

Strukturalni vlastnosti savCich metalothioneini byly urCovany téméf vyhradné ze
spektroskopické studie. Prvni pfimy dikaz o existenci kovo-thiolatovych klastra v MT
pochazi ze studii '*Cd pomoci nuklearni magnetické rezonance (NMR), konkrétné studie
rozpusténého '*Cd;MT-2. Velké mnozstvi znalosti o chemickych vlastnostech MT-1, MT-2
souvisejicich s jejich funkci vzeSlo z ur€eni jejich tfi-dimenzionalnich (3D) struktur. 3D
struktury MT-1, MT-2 rGznych druht byly ziskany predevsim NMR spektroskopii, ale také
pomoci rentgenové krystalografie. 3D struktury na obr.5 a 6 odhaluji podobné monomerni
dvou-doménové bilkoviny ve tvaru cCinky pfedstavujici klastrovou topologii (obr.5) a
identické polypeptidové skladani (obr.6). Tyto dvé domény proteini MT-1, MT-2 jsou
spojeny pruznym kloubem tvorenym oblasti zachovanych Lys-Lys sekvenci ve stifedu

polypeptidového fetézce. [27]
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Obrazek 5. Nacrt dvou kovo-thiolatovych klastrii savcich Zn,CdsMT-2. Atomy kovii ( MH) jsou
o4

zobrazeny jako zastinéné oblasti pripojené k atomiim siry. (prevzato z [27])

B-domain a-domain

MT-2

Obrazek 6. Tri-dimenziondlni krystalovad struktura Zn,CdsMT-2 potkana. Cd** a Zn** ionty
Jsou zobrazeny jako zastinéné oblasti pripojené k proteiniim pomoci cysteinovych

thiolatovych ligandii. (prevzato z [27])

2.4. Funkce metalothioneinu

24.1. Exprese metalothioneinu

Byla zkoumana schopnost metalothioneinu regulovat expresi. MT muzeme popsat jako
zasobnik zinku. Diky tomu dokéaze prenaset esencialni kovy na transkripcni faktory a tak je
aktivovat. Aktivované transkripéni faktory se vazi na regulacni sekvence DNA a spousti
transkripci. Regulace exprese MT je také spjata s vyskytem ionti kova. Transkripce je fizena
pomoci regulacniho useku DNA zvaného MRE (metal responsive element) a muze byt

zahajena po navazani transkripéniho faktoru na tuto sekvenci. Nejlépe zmapovanou cestou
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exprese je pres MTF-1 (metal-regulatory transcription factor-1). Ten se v burice nachazi v
inaktivovaném stavu s navazanym inhibitorem MTL Po vstupu iontu kovu do buriky se tento
ion navaze pravé na inhibitor, ¢cimz aktivuje MTF-1 a ten poté mize po navazani na MRE
zah4jit transkripct MT.

Této expresni cesty se vyuziva pii 1é¢be€ pacientl s otravou zpusobenou tézkymi kovy, kdy
se pacientim podava zinek. Ten pfes vySe zminénou kaskadu zahaji transkripci genu pro MT,
ktery kromé zinku, vaze také toxické ionty tézkych kovi a pomaha tak pii detoxikaci

organismu. [3]

2.4.2. Metalothionein a metabolismus zinku

Nejrozsitengjsim kovem v lidském organismu hned po zeleze je zinek. Velké mnozstvi
proteini je zaméfeno na udrzovani homeostazy pravé tohoto prvku. Dobrymi priklady je
rodina transportnich proteinGi ZnT1-4, ktera se stard o piijem/vydej Zn** pres membrany
bunék u savci. ZnT1 a ZnT4 jsou odpovédné za transport nadbytku zinku mimo bunku,
naproti tomu ZnT2 a ZnT3 odpovidaji za ukladani iont tohoto kovu do organel v buikach
ledvin, stfeva, varlat ¢i neurond. [7], [8]

O transportu zinku v intracelularnim prostoru toho vSak zatim tolik zjiS§téno nebylo. Zda se,
ze praveé metalothionein je hlavnim proteinem rozhodujicim v tomto procesu. ZvySena hladina
MT byla zjisténa u proliferujicich bun€k, coz muze byt zplisobeno zvysenou potiebou zinku.
Podle vysledki pokusi s mRNA je role tohoto proteinu jak pii ochrané buriky vuci velké
koncentraci Zn*, ale tak i pfi odchytu téchto iontd pro potiebu celularnich aparatd tvorbou
apo-MT. [6], [9]

K blokovani vybranych genti nebo cilenému prenosu genti do dédicné informace
organismu se vyuziva tzv. zinkovych prstd. To jsou cCasti bilkovinnych molekul tvofené asi
ttemi desitkami aminokyselin. Propojenim nékolika zinkovych prstii 1ze urcit jedinecné misto
DNA, kam "sada prsti" zamifi. [10] Toto je zde zminéno, protoze MT muze korigovat
aktivitu zinkovych prsti diky své afinité k zinku. MT slouzi nejen jako rezervoar zinku pro
proteiny, které pottebuji zinek ke svoji spravné funkci, ale také jako zdroj tohoto kovu pro
nove nesyntetizované apo-MT, ¢i regulator vlastni exprese (viz vyse). Je taky mozno vazbu
MT-Zn narusit. A to pomoci oxidace thiolovych skupin. Toho je schopna molekula

oxidovaného glutathionu (GSSG), coz je soucast oxidacné redukcnich mechanisma bunky.

[11]
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24.3. Metalothionein a oxidativni stres

Aby zustaly zachovany funkce bunécnych aparatd, musi byt rizné formy kyslikovych
radikalt, které se tvori napfiklad pii intenzivni ¢innosti mitochondrii, butikou zlikvidovany.
Pisobenim kyslikatych radikaltt dochazi napt. ke zménam na bunécné membrané. Od poruch
funkc¢nich (transportni déje, propustnost kanali apod.) az po zanik organel a bunek. Pro tyto
ucely jsou syntetizovany latky - antioxidanty, které podléhaji oxidaci namisto dulezitych
bunéénych komponent. Systém ochrany je tvofen specifickymi enzymy. [12] Podobnou
funkci tohoto typu zastavaji i thioly, mezi néz patii MT a glutation. Jsou to neenzymatické
latky, které dokézou vytvafet oxidacné redukéni prostiedi a za urcitych podminek jsou
schopny se vzijemné oxidovat € redukovat. Metalothionein reguluje hladinu volnych
radikalt také nepifimo. To se d€je navazanim iontt kovl, jeZ jsou potencialnimi producenty
téchto radikall, napfiklad meéd’. [13] MT velmi efektivné likviduje hydroxylové radikaly,
které jsou pro buiiku nebezpetné. Jako zdroj téchto radikali muZzeme uvést napriiklad
rentgenové zafeni. U mysi, jejichz télo bylo ozafovano rentgenovymi paprsky, byl zjistén
zvySeny vyskyt mRNA metalothioneinu 1. [14] Podobné pokusy, nyni s UV zafenim, ukazaly
také na zvySeni mRNA pro metalothionein [ a IL. [15]

24.4. METALOTHIONEIN A NADOROVA ONEMOCNENI

U proliferujicich buné€k byla pozorovana vyssi hladina MT. Jeho koncentrace je zavisla na
stupni diferenciace nadoru, stadiu onemocnéni i jinych charakteristikach tumorovych bunék.
Tento fakt svédci o dulezitosti MT v procesu 1é¢by nadorovych onemocnéni. Rozmnozujici se
bunky zifeymé pottebuji zinek pro noveé exprimované enzymy ¢i pro regulacni proteiny. [3],
[16] Vyhod pro nadorové buiky plynoucich ze zvySené exprese MT je nékolik. Pii zvySené
koncentraci apo-MT muze tento protein vyvazat Zn z tumor-supresorového proteinu p53. Tim
se vyrazné zhorSuje schopnost navazat se na DNA a spustit signaly pro apoptozu. [4] Fakt, ze
MT chrani buriku proti potencialnim Skodlivym latkam, muUze vyrazné snizit efektivitu
protinadorové 1éCby cytostatiky. [3]

Zatim neni vztah MT knadorovému bujeni zcela jasny a v soucasnosti se touto
problematikou zabyva mnoho veédeckych skupin. Z vysledki vyzkumt vyplyva, ze
prognosticka vaha MT je problematicka. Rada studii ukazala zvy$enou expresi MT v rtiznych
lidskych tumorovych burikach, napt. u nadort jater, ledvin, mo¢ového méchyfte, nosohltanu,
plic, prostaty, prsu, slinnych zlaz, stitné zlazy, tlustého stfeva, vajecniki a varlat. AvSak u

tumort jako jsou hepatocelularni karcinom a jaterni adenokarcinom je hladina MT snizovana.

19



Proto neni exprese MT vSeobecna pro vSechny lidské nadory, ale mize zaviset na jejich typu
a stupni proliferace spolu s dalsimi tkaniovymi faktory a genovymi mutacemi. U nékterych
tumord, jako je napf. karcinom zarodecnych bunék, exprese MT tzce souvisi se stupném
aktivity tumoru a proliferacni aktivitou. ZvySena hladina MT byla také pozorovana u méné
diferencovanych nadort. Tedy pozorovani mnozstvi MT opravdu muze byt povazovano za
prognosticky marker pro nékteré tumory. Existuje jen velmi malo zprav o vyjadieni riznych
izoforem MT, které byly analyzovany pomoci konkrétnich genovych sond. Odhaluji, ze
nekteré izoformy jsou obsazeny ve specifickych typech bunék.

Faktory, které mohou ovlivnit indukci MT v lidskych nadorech, nebyly dosud pochopeny.
Snizovani syntézy MT v jaternich nadorech muze souviset s hypermetylaci u MT-promotort
nebo s mutaci dalSich gend jako je p53 tumor-supresorovy gen. In vitro studie lidskych
nadorovych bunék naznacuji moznou roli p53 genu a estrogenovych receptord ve zvyraznéni
a indukci MT v epitelialnich nadorovych burikach. Vzhledem k tomu, ze chemorezistence
lidskych nadort je multifaktorialni jev, je obtizné dospét k zavéru, ze MT je klicovym
faktorem. Proto jsou dalsi experimentéalni udaje o MT a jeho izoformach v lidskych nadorech
potiebné k objasnéni biologickych funkci MT béhem progrese nadoru a to 1 spolu s dalSimi
nadorovymi markery. [17]

Metalothionein, vzhledem ke své afinité k Siroké Skale kovovych iontd, muze
prostfednictvim piimé interakce s anorganickymi léky ovlivnit jejich ucinnost. Mimo jiné,
reaktivita MT-1 a MT-2 s protirakovinnymi 1éky na bazi platiny, bismutovymi léky a zlato-
obsahujicimi 1éky uzivanymi u revmatoidni artritidy pfitahuji obzvlast velky z4jem. Platinové
léky jsou ucinna chemoterapeutika pro 1écbu testikularni rakoviny a jsou pouzivany v
kombinaci s terapii u celé fady dalSich nadort. Nicméné vyskyt vnitini rezistence u nékterych
nadort ziskané po zahajeni 1éCby jsou hlavni nedostatky téchto chemoterapeutik. Vysoka
reaktivita platinovych sloucenin s hlavnimi intracelularnimi thioly glutathionu (GSH) 1 MT
prokazovala také rezistenci vuci témto lékum. U protinadorové 1éCby cisplatinou je
pozorovano zvysSené mnozstvi MT v tumorovych bunkach. Predpoklada se, ze pfimé interakce

téchto 1€k s MT by mohla byt prvotni pfi¢ina odolnosti nadorovych bunék. [27]

Jisté by se dalo mluvit i o spousté dalSich interakci v organismu spojenych s pusobenim
metalothioneinti. Napfiklad souvislost MT se zanéty, kdy k jeho indukci dochazi dramaticky
pfi reakci na poSkozeni tkan€. V této souvislosti by mohla byt uvazovana reakce na LPS
injekci (lipopolysacharidu) zprostfedkovana cytokiny a uvolnénim stresového hormonu. MT

v jatrech parenchymalnich bunék se muze zvyS$it az 100krat za soucasné izolace zinku
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z plazmy a tim zvySeni toku ze zinkovych-donorovych tkani. Zavislost akumulace zinku
v jatrech na syntéze MT byla zkoumana jiz pted dvéma desetiletimi. Schopnost MT chovat se
jako antioxidant maze poskytnout vyhodu pro preziti bunék v dobé infekce a zanétu.

Dalsi zajimava oblast je sledovani funkce MT v organismu béhem téhotenstvi. Nebo také
zkoumani funkci v mozku spojenych s MT pusobenim. Zajem o akce fizené MT stoupl po

objeveni specifické izoformy MT-3 v mozku. [18]

Shrneme-li to, metalothionein je opravdu dulezity protein s redoxnimi a kovo-vazebnymi
vlastnostmi. A chceme-li poukézat na jednu jeho primarni roli, neni to mozné, vzhledem
k vSudypfitomnosti MT. Je obsazen ve vétSing, ne-li ve vSech eukaryotech a je aktivni ve

vétsiné tkani a organovych systémech vyssich zivocicha.
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3. Moznosti stanoveni metalothioneinu

Bézné pouzivanou metodou stanoveni koncentrace MT je elektroanalyza. Jde o metodu
elektrochemickou, ke které se fadi pfedevSim voltametrické a polarografické techniky.
Umoziiuji stanoveni 1 velmi nizkych koncentraci MT. Vyuzivaji se pfednostné pro svoji
Casovou nenaro¢nost a snadnou piipravu vzorkt na rozdil od tradi¢né imunohistochemickych

technik nebo chromatografickych metod separace. [2]

3.1. Piiprava vzorku

Pred samotnou elektroanalyzou MT je potieba pfipravit si vzorek. Postupy jsou razné pro
kazdy biologicky material, kterym mohou byt buiiky, pletiva nebo tkan€. Uvazujeme-li buiky
¢i jiny material, kterému ptredchazel kultivacni proces sionty kovi, je potfeba tyto vzorky
promyt pufrovanym roztokem. Takto odstranime zbytky kultivaéniho média a vyvazeme kovy
adsorbované na povrch bunék. Nejbeéznéji se pouziva fosfatovy pufr (NaH,PO4 + Na,HPOy)
nebo Tris-HCI. Pouzity pufr musi mit vlastnosti neutralniho prostfedi a optimalni iontovou
silu, aby nedo$lo k pfedcasné lyze buné€k vlivem osmotického Soku. Vzorky jsou fedény
pufrem v mnozstvi ekvivalentnim hmotnosti tkané (10krat). Aby nedoslo ke kontaminaci
ionty kovi béhem homogenizace, musime vSechny predeslé postupy presné dodrzet. Bunéény
vzorek muze byt homogenizovan sonifikaci pomoci ultrazvukovych pfistroji, u celistvych
tkani nebo pletiv je lepsi pouzit mechanického rozruSovani pomoci mixeru. Také se d& vyuzit
zmrazovani vzorklu v kapalném dusiku. Béhem homogenizace dojde k rozruseni bunécnych
stén a membran. Pfi stanovovani MT je vyhodné vyuzit jeho vlastnosti jako je odolnost proti
termokoagulaci a precipitaci v kyselém prostiedi. Jako termostabilni protein totiz nepodlehne
procesu vysrazeni béhem denaturace v termobloku (99°C, 20 minut) jako vétSina jinych
proteind, ale zdstane v nezménéné podobé v ziskaném supernatantu. Naslednou centrifugaci
(4°C, 16400rpm, 30min) docilime oddéleni bunéfnych kompartmenti od cytoplazmy.
Odebrany supernatant muze byt poté analyzovan.

MT se tak jako vétSina proteinti v organismu vyskytuje v redukovaném stavu. Musime tedy
zabranit oxidaci a degradaci vzorku pouzitim antioxidanti jako jsou ®-merkaptoethanol,
dithiothreitol (DTT) nebo tris(2-carboxyethyl)fosfin (TCEP). Také ochrana pted mikrobiélni
infekci je na misté, zvlasté pokud vzorek skladujeme del§i dobu. Pouzivame antibaktericidni
0,02% NaN3; nebo inhibitory protedz jako je napf. fenylmethansulfonylfluorid. Ovsem

v pfipadé elektrochemickych analyz se jejich pouziti nedoporucuje. Mohlo by dojit
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k vzajemnému ovliviiovani s MT a ke kompetici se studovanou latkou a povrchem elektrody.
Reduk¢ni stav proteinu 1ze tedy zachovat deareaci vzorku v atmosféie dusiku nebo argonu

(nepublikované vysledky doc. Kizeka a spol.). [2]

3.2. Elektrochemicka stanoveni MT

Uplatnéni elektrochemie metalothioneina spada prednostné do oblasti studia vazby kovu s
molekulami MT a vyvoje citlivych potenciostatickych a galvanostatickych detektora

(biosenzoru). [2]

3.3. Voltametrie (polarografie)

Jde o elektroanalytickou metodu, pii niz se studuje zavislost elektrického proudu tekouciho
pracovni elektrodou ponotfenou v analyzovaném roztoku na jejim potencialu, ktery se s Casem
meéni. Zpravidla linearn€ s ¢asem roste ¢i klesa. Neni-li v roztoku u pracovni elektrody latka,
ktera by se redukovala ¢i oxidovala, je elektroda zpolarizovana a protéka ji pouze kapacitni
(nabijeci) proud potifebny na zménu jejiho potencialu. Naopak v ptipade, kdy je v roztoku
ptitomna latka, kterd se pii urCitém potencidlu oxiduje nebo redukuje (tzv. depolarizator),
dojde k depolarizaci elektrody a teCe ji elektrolyticky (faradayicky) proud. Velikost
odpovidajiciho anodického ¢i katodického proudu uruje miru koncentrace tohoto

depolarizatoru. Sledovanymi depolarizatory jsou vétsinou stanovované latky, analyty. [19]

3.3.1. Schéma zapojeni
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Obrazek 7. Schéma zapojeni elektrochemického clanku. (prevzato z [19])
A — dvouelektrodové zapojent;
B — trielektrodové zapojeni,
C — realizace voltametrické nddobky pro méreni titelektrodového zapojeni; a - pomocnd

elektroda, r - referencni elektroda, w - pracovni elektroda.

Schéma aparatury pro voltametricka méteni je na obr.7.A, 7.B. Napéti ze zdroje vkladané
na pracovni a referencni elektrodu je méfeno voltmetrem a proud tekouci ¢lankem je méfen
ampérmetrem. Se zmeénou vlozeného napéti se méni potencial polarizovatelné pracovni
elektrody. Potencial nepolarizovatelné referencni elektrody je konstantni. V praxi se pouziva
spiSe tiielektrodového zapojeni voltametrického c¢lanku. Proud teCe mezi pomocnou a
pracovni elektrodou a skuteény potencial pracovni elektrody se méfi mezi pracovni a
referencni elektrodou za bezproudového stavu. Elektrochemické reakce, které probihaji pfi
pruchodu proudu na pomocné elektrodé€, se nesleduji. Byva to oxidace vody nebo redukce

vodikového iontu. [19]

3.3.2. Pracovni elektrody

Pracovni elektrody ve voltametrii (polarografii) byvaji rtutové nebo z tuhych materiald.
Vlastnosti téchto elektrod se vyrazné lisi. Rtut’ jako elektrodovy material méa dvé z hlediska
elektrochemické analyzy velice vyznamné prednosti oproti tuhym materialim. Jeji povrch je
homogenni a lze ho podle potfeby snadno obménovat, takze kazdou analyzu je mozno
provadét vzdy s novym reprodukovatelné obnovenym elektrodovym povrchem. Klasickou
rtutovou elektrodou je kapajici elektroda (DME - dropping mercury electrode). Voltametrie
s DME se z divodu historickych nazyva polarografii. Reprodukovatelné obnovovani jejiho
povrchu vede k tomu, ze proud tekouci DME nezéavisi na dobé elektrolyzy a polarizacni
kfivka je stejna jak pfi vzrustu, tak i poklesu potencialu. [19]

Rtutova kapkova elektroda ma pomérné Siroké moznosti analyzy potenciald. Je mozné na
ni vkladat potencial od -2,6V do +0,4V. Pfi hodnoté potencidlu vétsi nez +0,4V dochazi
k rozpousténi rtuti, pii hodnotach mensich nez -2,6V dochazi k rozkladu vody. To plati v Cisté
vodé, jinak se diive zaCne vylucovat kation z elektrolytu.

Vyhodou DME je i to, ze pfi analyze se vylucuje zanedbatelné malé mnozstvi latky nebo

se vylucuje pouze v okoli kapky. Tim padem se slozeni roztoku téméf nemeéni, pokud
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neméiime v piili§ malych objemech. Tedy vysledky méfeni jsou stejné, 1 kdyz opakujeme
analyzu nékolikrat na stejném vzorku. [20]

OvSsem DME ma i1 své dvé hlavni nevyhody. Za prvé ma neustale se ménici povrch, coz
komplikuje Sifeni difuze a vytvari plynulé proudové pozadi z nabijené dvojité vrstvy. Za
druhé jeho Casové méfitko je fizeno Zivotnosti kapky a nemize byt ménéno pohodlné mimo
rozsah 0,5-10s. Klasicka rtutova kapkova elektroda (DME) je tedy dnes vét§inou nahrazena
statickou rtutovou kapkovou elektrodou (SMDE) s obnovovanym povrchem u polarografie
nebo visici rtutovou kapkovou elektrodou (HMDE) u voltametrie.

SMDE pracuje jako automatizované zafizeni, ve kterém je pratok rtuti fizen ventilem.
Hlavou o velikosti asi 10cm protéka rtut’ skrz otvor kapilary tehdy, kdyz je ventil otevien po
reakci na elektricky signal. Kapka je vytlaCena po méné nez 100ms, pak je otvor uzavien.
Kapka ziistane na misté az do doby, nez ji solenoidem fizené klepadlo uvolni a to po obdrzeni
dalsiho elektrického signalu. SMDE muze slouzit v opakovaném rezimu jako nahrada za
DME. Vétsina soucasnych polarografickych praci je provadéna na SMDE. Stejné jako
techniky voltametrické pracuji s HMDE, ktera funguje na stejném principu. [22]

Dal§im typem rtutové elektrody je napt. tzv. rtutova filmova elektroda (MFE - mercury

film electrode). [19]

Tuhymi elektrodami jsou v podstaté vSechny elektrody jiné nez rtutové. V prubéhu
elektrolyzy se na jejich povrchu Casto vytvaii filmy latek adsorbovanych z roztoku ¢i latek
vznikajicich elektrodovymi reakcemi. Material elektrod (i platina i zlato) se muze oxidovat i
redukovat. Voltametrie stuhymi elektrodami je proto experimentalné naroCnéjsi nez
voltametrie ¢i polarografie s elektrodami rtutovymi. Nejbéznéj§imi tuhymi materialy jsou

platina, zlato a rizné formy uhliku. [19]

3.4. Pulzni metody

Pulzni voltametrie (polarografie) patii mezi moderni elektroanalytické metody.
V elektrochemii se ji Casto vyuziva 1 ke zjiStovani reverzibility elektrodového d&je a
k charakterizaci produktd elektrodové reakce. [21] V literatufe je popsano nekolik modifikaci
pulzni voltametrie, které se liS§i zpusobem a tvarem potencialovych pulzi vkladanych na
elektrodu. Pokud jsou pulzni metody pouzivany ve spojeni s DME, je vzhledem ke zptsobu

meéteni proudu doba kapky (fadové v sekundach) vzdy externé fizena. [19]
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Proudova odezva pii polarizaci elektrody (i aplikaci napétového pulzu ne elektrodu) je

slozena ze dvou slozek:
- proudu kapacitniho (nabijeciho),
- proudu faradayického (elektrolytického).

Proudu kapacitniho je tfeba k nabiti elektrody na zvoleny potencidl a tim k vytvoreni
elektrické dvojvrstvy na jejim povrchu. Tato dvojvrstva se sklada z vrstvy naboji v kovovém
povrchu kapky a z vrstvy iontd nabitych opacné, ktera je v bezprostiedni blizkosti kapkové
elektrody. Dostaneme tim vlastné kondenzator. K nabiti kapky na dany potencial je tedy
nutno dodat proud, ktery nabiji tento kondenzator. Protoze tento proud nesouvisi
s elektrolytickym d€jem a souvisi s ur¢itou kapacitou, fika se mu kapacitni. [20], [21]

Proud faradayicky je vysledkem redukcéniho nebo oxidacniho déje na elektrodé (pfenos
elektrontl). Jeho velikost je dana velikosti naboje vymeénovaného mezi polarizovanou
elektrodou a roztokem za jednotku casu. Tento proud je oproti kapacitnimu proudu jesté
zavisly na poctu elektront vyméniovanych v elektrodové reakci, na koncentraci depolarizatoru
a na rychlosti jeho transportu z roztoku na povrch elektrody. [21]

Kapacitni proud je u elektrod s konstantnim povrchem mens$i nez u elektrod kapajicich,
jejiz obnovovany povrch je tfeba vzdy znovu nabit na potencial elektrody. Pfi stanoveni
stopovych koncentraci depolarizatori na rtutové kapkové elektrodé (DME) byva hodnota
kapacitniho proudu vétsi nez hodnota proudu faradayického, a proto vznikla snaha kapacitni
proud eliminovat. Jednu z moznosti eliminace kapacitniho proudu nabizi pulzni metoda.
Hlavni myS$lenkou pouziti pulzni techniky je to, ze kapacitni proud, ktery je odezvou pulzu,
klesa exponencialné s Casem, zatimco pokles proudu faradayického je mnohem pomalejsi.
Pak proud mize byt méfen za urCitou dobu po vlozeni pulzu, za kterou kapacitni proud

poklesne téméf na nulu a faradayicky proud ma jesté dostatecnou velikost. Viz obr.8. [21]
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Obrazek 8. Schematické zndzornéni vioZeného napétového signdlu a odpovidajici proudové
odezvy (proud méren v dobé poslednich 20ms, tedy ke konci doby pulzu).
(prrevzato z [21])

Rozdilna aplikace napétového pulzu a rozdilnad registrace proudové odezvy rozdélila
pulzni voltametrii na dva typy: (a) normalni pulzni voltametrie, (b) diferencni pulzni

voltametrie. [21]

34.1. Normalni pulzni voltametrie (NPV)

V normalni pulzni voltametrii (NPV) jsou na elektrodu vkladany pulzy o Sifce fadoveé
desitek ms a o postupné rostouci amplitudé. Proud se vzorkuje na konci vlozeného pulzu po
dobu tadove jednotek az desitek ms. Pfi pouziti DME je na kazdou kapku vlozen jeden puls
tésné pred koncem jeji doby zivota (viz obr.9.A, 9.B). Tato metoda je vhodna pro praci
s tuhymi elektrodami, protoze elektroda je po velkou cast doby analyzy na pocateCnim
potencialu, ktery mize byt zvolen takovy, aby pii ném nedochazelo k adsorpci latek a tvorbé
filmu, které praci s tuhymi elektrodami komplikuji. Pfesto vSak jsou pulzni metody analyticky

mnohem Uspésnéjsi na rtutovych elektrodach nez na elektrodach pevnych. [19]
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Obrazek 9. Charakter vkladaného potencidlu na elektrodu pri NPV (A) a odpovidajici
polarizacni krivka (B). I na svislé ose znaci proud a E na ose vodorovné je

potencidl. (prevzato a upraveno z [21])
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3.4.2. Diferencni pulzni voltametrie (DPV)

Z pulznich metod ma pro elektroanalytickou chemii nejvetsi vyznam diferenéni pulzni
polarografie (DPP) a voltametrie (DPV). Pii této metodé je potencial linearné s Casem se
meénici prekladan napétovym pulsem o amplitudé 10 az 100mV a dobé trvani fadovée desitek
ms. Napétovy pulz je aplikovan ke konci doby zivota kapky, pficemz celkova doba kapky je
fizena elektronicky klepatkem. Registruje se rozdil proudid zmeéfenych tésné pred vlozenim
pulzu a na jeho konci. Zavislost rozdilu proudtu na potencialu prochazi maximem, ma tvar
piku. Poloha piku na potencidlové ose je dana kvalitou analytu, jeho vySka zavisi na

koncentraci (viz obr.10.A, 10.B). [19]
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Obrazek 10. Charakter vklddaného potencidlu (A) a registrovana polarizacni kifivka pri DPV
(B). T na obr.A znaci dobu kapky, t, je doba trvani pulzu. I, na obr.B je limitni

proud. (prevzato a upraveno z [23])

3.5. Katalytické reakce proteinit na rtut’'ové elektrodé

Ve tficatych letech minulého stoleti bylo zjisténo, ze proteiny poskytuji na rtutoveé

elektrodé dva typy katalytickych signalti, Brdickovu reakci a prenatriovou vinu. [2]

3.5.1. Brdic¢kova reakce

Metoda polarografického stanoveni proteint, které obsahuji —SH skupiny, na rtutové
elektrodé byla poprvé popsana R. Brdickou. Brdickova reakce byla Siroce pouzivana pro
analyzu proteind, aCkoli jeji mechanismus jesté nebyl zcela objasnén. [25] Postup byl

pivodné navrzen pro analyzu sirnych latek, jako jsou organické thioslouceniny,

28



aminokyseliny a proteiny. Jde o katalytické reakce proteinti v Brdickové roztoku, ktery se
sklada z amoniakalniho pufru NH,OH+NH4Cl a kobaltitého komplexu [Co(NH3)]Cl;. Bylo
zjisténo, ze za katalyticky signal proteinu v Brdi¢kové roztoku jsou odpovédny limitni
proudy. Moznosti stanoveni publikoval pan R. Olafson. Popisuje ireverzibilni redukci
amonného komplexu Co™* podle reakce

[Co(NHs3)s]™ +e ™ — [Co(NH3)o]™". (6)
Reduk¢ni proces na povrchu rtutové elektrody je katalyzovan vylu€ovanim vodiku. V ptipadée
samotné redukce komplexti kobaltu se predpoklada difuzi fizeny proces. Reakéni
mechanismus je ovlivnén pfitomnosti —SH skupin proteinu. Pfi stanoveni MT Brdi¢kovou
reakci se nejCastéji vyuziva metody DPP ¢i DPV. Brdic¢kova reakce byla pouzita ke studiu

fyziologickych koncentraci MT u celé fady organismu. [2]

3.5.2. Prenatriova vina a pik H

K prvnim lidem zkoumajicim novou polarografickou metodu patfili panové F. Herles a A.
Vancura, ktefi testovali rizné télni tekutiny. Zjistili, ze vSechny pouzité kapaliny - krevni
sérum, transsudaty, vypotky, moc¢ a zluc, po piidani do fyziologického roztoku (elektrolytu)
zpusobily na polarografické kiivce zietelné snizeni viny asi o 0,3V pozitivnéji pred vinou
sodnych iontt. Proto ji nazvali ,,prenatriova vina“. Popsané pokusy opakovali J. Heyrovsky a
J. Babicka, ktefi zjistili, Ze vina je zpisobena pfitomnosti bilkovin. Pfidanim amonnych soli
do roztoku bilkoviny nastava také vzestup proudu - pied vyluCovanim amonného iontu.
Zavislost vysky proteinové viny na koncentraci amonnych iont vedla autory k zavéru, ze jde
o vlnu sodiku katalyzovanou bilkovinami. [24] Za katalytickou reakci jsou pravdépodobné
odpoveédné —SH a —-NH, skupiny proteinu.

Prenatriova vilna je tedy katodicka odezva proteini zaznamenana na rtutové elektrode pfi
negativnich potencialech predchazejicich redukci sodnych ionti zakladniho elektrolytu. Této
viny bylo pozdéji vyuzito pro stanoveni vasopresinu a angiotensinu. M¢éfilo se metodou
derivacni chronopotenciometrie s konstantnim proudem (CPSA). U galvanostatické metody
CPSA se vychazi z derivace napéti podle Gasu (dE/dt)". Elektrochemicky zaznam obsahuje
zavislost této derivace na polarizacnim potencialu. Chronopotenciometricky signal
ekvivalentni polarografické prenatriové viné byl pracovné oznacen jako ,pik H*. Piku H
muze byt pouzito ke stanoveni MT v prostiedi pufru. Bylo zjisténo, ze vyska i poloha piku H
jsou zavislé na pH zéakladniho elektrolytu, coz ma pravdépodobné souvislost s izoelektrickou

pohyblivosti (pl) proteinu. Hodnoty pl se u riznych MT lisi a jsou zaznamenany v tabulce 1.
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Metodou CPSA v kombinaci s adsorpcni prenosovou rozpoustéci technikou (Adsorptive
Transfer Stripping Technique - AdTS) je mozné detekovat az femtomolarni mnozstvi MT ve
velmi malych (5ul) objemech vzorku. Princip techniky AdTS spociva v adsorbovani
studovaného analytu pfi otevieném potencialu na povrch elektrody (HMDE). Po adsorpci je
elektroda vyjmuta z roztoku a omyta v deionizované vodé. Adsorbovany analyt je nasledné
analyzovan v prostiedi zakladniho elektrolytu.
MT se podili na katalytickém vylu¢ovani vodiku. Proces vylucovani vodiku na rtutové
elektrodé je charakteristicky a je popsan Heyrovského reakci
(7
Vzhledem ke slozitosti katalytického procesu, ktery zasahuje do vylucovani vodiku, je kromé
katalyzujiciho proteinu velmi dilezita jeho koncentrace, slozeni, pH a teplota zakladniho

elektrolytu. [2]
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4. Zakladni experiment

Pro ovéfeni metody diferencni pulzni voltametrie jsem provedla zakladni experiment.
Analyzovanou latkou bylo krevni sérum pacienta s rakovinou. V tomto séru byl detekovan

metalothionein.

4.1. Priprava vzorku pro detekci MT

Ze ziskanych vzorki krevnich sér bylo odebrano 10ul, smichano s 990ul fosfatového pufru
o pH 7 a umisténo na 20 minut pii 99°C do termobloku (Eppendorf 5430, USA) pro
denaturaci termolabilnich proteind. Smés byla poté ochlazena na 4°C a metalothionein jako
termostabilni protein byl nasledné odd¢€len centrifugaci pii 4°C, 16400rpm trvajici po dobu 30
minut (Eppendorf 5402, USA). Takto pfipravené vzorky byly 100krat zfedény a analyzovany
pomoci adsorptivni prenosové techniky (AdTS) s diferencni pulzni voltametrii (DPV).

Mnozstvi analyzovaného vzorku bylo Sul.

4.2. Metoda méreni

Stanoveni koncentrace metalothioneinu bylo provedeno pomoci adsorptivni pienosové
techniky (AdTS) s diferencni pulzni voltametrii (DPV). K analyze bylo odebrano 5pl
analyzovaného supernatantu, smichano spole¢né s 1995ul Brdickova ¢inidla v mémé nadobce
a nasledné¢ bylo provedeno samotné elektrochemické stanoveni. Bylo pouzito klasické
tfielektrodové zapojeni. Pracovni elektrodou byla visici rtutova kapkova elektroda (HMDE)
s plochou kapky 0,4mm?, referenéni elektrodou byla Ag/AgCl/3M KCl a pomocnou platinova
elektroda. Zakladni elektrolyt (lmmol-l'1 [Co(NH3)6]Cl5 a Imol-I"! amonny pufr; NHs(aq) +
NH4Cl, pH 9,6) byl pro kazdy métfeny vzorek vyménén. Parametry DPV byly nasledujici:
pocatecni potencial -0,7V, konecny potencial -1,75V, probublavani 5s, ¢as depozice 240s,
modulacni ¢as 0,05s, intervalovy c¢as 0,25s, potencialovy krok 0,00105V, rychlost scanu
0,0042V/s, modulaéni amplituda 0,02505V. M¢efeni bylo provedeno na méficim zafizeni
skladajicim se z potenciostatu pAutolab Typelll a méfici jednotky 663 VA Stand (Metrohm
CH). Elektrolyt byl mezi jednotlivymi méfenimi uchovavan v ledu. Jako fidici program byl
pouzit GPES 4.9, ve kterém byly zadany parametry méteni 1 vyhodnoceny jednotlivé ziskané

voltamogramy.
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4.3. Vysledky a jejich zpracovdni

Co%* — Co°

Obrazek 11. Voltamogram.

] ' — 2.5635e-007

Obrdzek 12. Voltamogram - vypocet vysky piku.
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Vysledky hodnotime z tzv. voltamogramt znazoriujicich zavislost proudu protékajiciho
soustavou na vlozeném napéti (viz obr.11). Pozice pika charakterizuji jednotlivé latky ci
sloudeniny v méfeném roztoku. Nejvyssi pik zna&i pritomnost kobaltu (Co**—>Co”). Mensi
piky zleva i zprava od kobaltnatého piku sveéd¢i o pfitomnosti kobaltnatych komplexi
vznikajicich béhem voltametrického méfeni pii pouziti Brdickova roztoku (Cat 1, RS2Co).
Pik oznaCeny jako ,Cat 2 na pozici pfiblizné od -1,75V do -1,4V na ose x mizeme
povazovat za metalothionein pifitomny v méfeném roztoku. Koncentraci MT zjistime
vypoctenim vysky piku, coz je naznaceno na obr.12. Tato vySka odpovida hodnoté 256,35nA.

Vysledna koncentrace MT v krevnim séru je potom vypoctena pomoci kalibracni kiivky.
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5. Méreni a zpracovani vysledkii

Cilem mé prace bylo detekovat metalothionein metodou diferen¢ni pulzni voltametrie a
vyhodnotit vysledné voltamogramy. K méfeni jsem pouzila izoformy MT-1 a MT-2 pro
vytvoreni kalibracnich kiivek. Tyto kiivky popisuji zavislost koncentrace MT na vySce Cat 2
(MT) piku. Z tabulek hodnot naméfenych pro dané izoformy, ze kterych byly vytvoreny
kalibra¢ni kfivky, jsem nasledné porovnala pozice a vySky piki Cat 2 (MT). Dale jsem
zkoumala zavislost doby akumulace analytu na rtutovou kapku na vysce Cat 2 (MT) piku.
Oboji meéfeni jsem zopakovala 1 sizoformami apo-MT-1 a apo-MT-2. Nasledné jsem

porovnala voltamogramy izoforem MT a apo-MT.

5.1. PouZité materialy

Pouzitymi materialy byla izoforma MT-1 a MT-2 separovana z krali€ich jater s obsahem
7% kadmia. Pro vytvoreni kalibra¢nich fad byla pouzita ACS voda. Apo-MT izoformy jsem
ziskala smichanim MT izoforem s kyselinou ethylendiamintetraoctovou (EDTA), diky které
se vyvazalo kadmium z proteinu. Méfeni katalytickych signali poskytovanych proteiny
probihalo v Brdi¢kové roztoku - smési amoniakalniho pufru NH,OH+NH4CI a kobaltitého
kompexu [Co(NH3)s]Cls. Pro omyvani elektrod mezi jednotlivymi méfenimi jsem potiebovala

miliQ vodu.

Tabulka 4. Pouzité materialy

Material Vyrobni Cislo Firma

MT-1 M5267-5MG, 014K7053 Sigma - Aldrich, s.r.o.

MT-2 M5392-5MG, 052K7002 Sigma - Aldrich , s.r.o.

ACS voda Lot: §43109-287, Cat: 32007-2  Sigma - Aldrich, s.r.o.

miliQ voda Millipore, s.r.o.

EDTA Lot: 042K0087 Sigma - Aldrich, s.r.o.

Brdickiv roztok vyrobeno viastnorucné; chemikdlie

od Sigma - Aldrich, s.r.o.

5.2. Metoda méreni

Pro vSechna méfeni byla pouzita metoda diferen¢ni pulzni voltametrie. Podminky méfeni

pro vytvoreni kalibranich kiivek byly nasledujici: pocatecni potencial -0,7V, konecny
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potencial -1,75V, probublavani 5s, cas depozice 240s, modulacni Cas 0,05s, intervalovy cas
0,25s, potencidlovy krok 0,00105V, rychlost scanu 0,0042V/s, modula¢ni amplituda
0,02505V. Pii sledovani zmény MT piku v zavislosti na zméné doby akumulace jsem meénila
Cas depozice postupné od 10s do 300s s krokem 30s, ostatni parametry zustaly stejné. Méfeni
bylo provedeno na méficim zafizeni skladajicim se z potenciostatu pAutolab Typelll a méfici
jednotky 663 VA Stand (Metrohm CH). Jako fidici program byl pouzit GPES 4.9, ve kterém
byly zadany parametry méfeni 1 vyhodnoceny jednotlivé ziskané voltamogramy.

Pracovni elektrodou byla visici rtutova kapkova elektroda (HMDE) s plochou kapky
0,4mm” (Metrohm 6.1246.020), referencni elektrodou byla Ag/AgCl/3M KCl a pomocnou
platinova elektroda. Zakladni elektrolyt (lmmol-l'1 [Co(NH3)6]Cl3 a Imol-I"! amonny pufr;
NHs(aq) + NH4Cl, pH 9,6) byl pro kazdy meétfeny vzorek vyménén. Elektrolyt byl mezi

jednotlivymi méfenimi uchovavan v ledu.

5.3. Vysledky

Vysledky byly zpracovavany pomoci programt GPES 4.9 a Excel.

5.3.1. Kalibracni krivky

Vzorovy voltamogram je na obr.11. Pro kazdou koncentraci z kalibra¢ni fady (od 5 do
1000 nM), byl ziskan jeden voltamogram. Z kfivky byla ru¢né¢ pomoci funkci v programu
GPES 4.9 vypoctena vyska Cat 2 (MT) piku, coz je znazornéné na obr.12. Hodnoty vysek Cat
2 (MT) pikt a pozic Cat 2 (MT) pikt u raznych koncentraci byly zaznamenavany do tabulek.
Postup byl stejny pro vSechny izoformy = MT-1, MT-2, apo-MT-1 i apo-MT-2. Ze ziskanych
dat byly vytvotreny grafy zavislosti vySek pikti na koncentraci - tedy kalibra¢ni kiivky. Pro
kazdou izoformu bylo méfeni tfikrat opakovano. Pro vytvoreni grafu byly pouzity primérné

hodnoty vysek piki a také byla vypoctena jejich smérodatna odchylka od pramérné hodnoty.
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Tabulka 5. Hodnoty namérené u izoformy MT-1

1. méfeni 2. méfeni 3. méreni
koncentrace  pozice piku  vySka piku  pozice piku  vySka piku  pozice piku  vy3ka piku
[nM] [V] [nA] [V] [nA] [V] [nA]

5 -1,446 0,300 -1,470 4,242 -1,474 2,081
25 -1,477 0,844 -1,476 1,662 -1,442 0,273
50 -1,552 3,180 -1,437 0,681 -1,503 0,059
75 -1,480 9,940 -1,474 7,781 -1,462 2,646
100 -1,483 19,800 -1,478 23,960 -1,484 8,863
125 -1,481 25,300 -1,483 24,660 -1,486 10,140
250 -1,477 119,000 -1,465 55,330 -1,482 47,200
375 -1,480 113,000 -1,477 122,800 -1,482 74,310
500 -1,479 171,000 -1,478 123,600 -1,476 107,900

1000 -1,479 288,000 -1,478 268,000 -1,474 224,100

Tabulka 6. Priumeér a smérodatnd odchylka vySek a pozic Cat 2 (MT) piku k tabulce 5

pramér vysky piku

sm. odch. vysky piku

primér pozice piku

sm. odch. pozice piku

[nA] [nA] [V [V
2,208 1,396 -1,463 0,012
0,926 0,494 -1,465 0,016
1,306 1,168 -1,497 0,047
6,789 2,649 -1,472 0,007
17,541 5514 -1,482 0,003

20,033 6,063 -1,483 0,002
73,843 27,802 -1,475 0,007
103,370 18,130 -1,480 0,002
134,167 23,229 -1,478 0,001
260,033 23,113 -1,477 0,002
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Kalibraéni krivka MT-1
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Obrazek 13. Kalibracni kiiivka izoformy MT-1.
Tabulka 7. Hodnoty namérené u izoformy MT-2
1. méfeni 2. méfeni 3. méreni
koncentrace  pozice piku  vySka piku  pozice piku  vySka piku  pozice piku  vy3ka piku
[nM] [V] [nA] [V] [nA] [V] [nA]
5 -1,562 1,44 -1,396 0,021 -1,453 0,574
25 -1,457 1,35 -1,419 0,217 -1,497 0,563
50 -1,473 3,75 -1,470 39,070 -1,461 2,803
75 -1,447 1,21 -1,480 6,989 -1,485 3,428
100 -1,437 4,03 -1,472 12,400 -1,401 0,024
125 -1,482 21,60 -1,472 15,120 -1,455 0,068
250 -1,478 45,70 -1,465 34,330 -1,448 0,038
375 -1,470 72,20 -1,478 86,290 -1,458 46,230
500 -1,479 71,30 -1,462 71,450 -1,480 134,500
1000 -1,477 84,40 -1,481 247,100 -1,481 276,400
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Tabulka 8. Primér a smérodatnd odchylka vysek a pozic Cat2 (MT) piku k tabulce 7

pramér vysky piku sm. odch. vysky piku primér pozice piku  sm. odch. pozice piku
[nA] [nA] [V] [V]
0,678 0,506 -1,470 0,069
0,710 0,411 -1,458 0,032
15,208 14,616 -1,468 0,005
3,876 2,061 -1,471 0,017
5,485 4,465 -1,437 0,029
12,263 7,811 -1,470 0,011
26,689 16,808 -1,464 0,012
68,240 14,369 -1,469 0,008
92,417 25,771 -1,474 0,008
202,633 73,140 -1,480 0,002
300 - Kalibracni krfivka MT-2
250 -
200 + b g
<
L.
=2
‘s 150 4
(0]
o
B
100 -
50 y = 0,2058x - 8,7334
R?=0,9828
0 *99 T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

koncentrace MT [nM]

Obrazek 14. Kalibracni kiiivka izoformy MT-2.
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Tabulka 9. Hodnoty namérené u izoformy apo-MT-1

1. méfeni 2. méfeni 3. méreni
koncentrace  pozice piku  vySka piku  pozice piku  vySka piku  pozice piku  vy3ka piku
[nM] [V] [nA] [V] [nA] [V] [nA]

5 -1,486 1,018 -1,493 3,411 -1,504 4,410
25 -1,465 0,873 -1,447 0,120 -1,449 0,854
50 -1,486 4,055 -1,496 2,439 -1,472 1,958
75 -1,483 10,790 -1,493 5,240 -1,496 2,168
100 -1,495 27,620 -1,480 2,539 -1,493 19,780
125 -1,484 61,430 -1,478 12,760 -1,511 1,030
250 -1,489 104,100 -1,494 36,600 -1,490 34,710
375 -1,497 172,100 -1,490 30,960 -1,488 41,600
500 -1,505 158,600 -1,492 96,800 -1,484 130,100

1000 -1,495 311,300 -1,520 296,200 -1,504 253,900

Tabulka 10. Priimér a smérodatnd odchylka vySek a pozic Cat 2 (MT) piku k tabulce 9

pramér vysky piku

sm. odch. vysky piku

primér pozice piku

sm. odch. pozice piku

[nA] [nA] [V [V
2,946 1,233 -1,494 0,007
0,616 0,304 -1,454 0,008
2,817 0,777 -1,485 0,010
6,066 3,090 -1,491 0,006
16,646 9,073 -1,489 0,007
25,073 22,647 -1,491 0,014
58,470 27,951 -1,491 0,002
81,553 55,576 -1,492 0,004

128,500 21,872 -1,494 0,009
287,133 21,040 -1,506 0,010
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Kalibraéni krfivka apo-MT-1

350 +
300 +
250 -
<
£.200 -
=2
a
< 150
N 7
B
100
50 y =0,2898x - 11,617
R2=0,9923
0 T T T 1
0 200 400 600 800 1000
koncentrace MT [nM]
Obrazek 15. Kalibracni kiivka izoformy apo-MT-1.
Tabulka 11. Hodnoty namérené u izoformy apo-MT-2
1. méfeni 2. méfeni 3. méreni
koncentrace  pozice piku  vySka piku  pozice piku  vySka piku  pozice piku  vy3ka piku
[nM] [V] [nA] [V] [nA] [V] [nA]
5 -1,497 0,009 -1,479 0,433 -1,465 1,400
25 -1,484 0,915 -1,505 0,317 -1,481 4,060
50 -1,469 1,044 -1,452 1,413 -1,488 2,310
75 -1,488 4,925 -1,478 4177 -1,474 1,260
100 -1,500 14,740 -1,496 8,868 -1,440 0,921
125 -1,487 11,920 -1,489 9,591 -1,443 5,850
250 -1,500 36,240 -1,489 30,120 -1,461 5,460
375 -1,478 53,700 -1,497 83,770 -1,479 45,800
500 -1,492 82,000 -1,489 104,900 -1,460 27,200
1000 -1,515 261,600 -1,503 222,900 -1,490 174,000
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Tabulka 12. Priimér a smérodatna odchylka vysek a pozic Cat 2 (MT) piku k tabulce 11

pramér vysky piku

sm. odch. vysky piku

primér pozice piku

sm. odch. pozice piku

[nA] [nA] [V [V
0,614 0,504 -1,480 0,013
1,764 1,422 -1,490 0,011
1,589 0,460 -1,470 0,015
3,454 1,369 -1,480 0,006
8,176 4,904 -1,479 0,027
9,120 2,165 -1,473 0,021
23,940 11,522 -1,483 0,016
61,090 14,167 -1,485 0,009
71,367 28,232 -1,480 0,014

219,500 31,041 -1,503 0,010

vySka piku [nA]

300

250

200

—
(6]
o

100

50

Kalibraéni krfivka apo-MT-2

y =0,2164x - 14,134
R? = 0,9654

400 600
koncentrace MT [nM]

800

Obrazek 16. Kalibracni kiiivka izoformy apo-MT-2.
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-1,490

-1,485

-1,480

-1,475

-1,470

-1,465

pozice piku[V]

-1,460

-1,455

-1,450

-1,479V

oMT1 EMT2

3
série méfeni

Obrazek 17. Graf rozdili pozic Cat 2 (MT) pikit u izoforem MT-1 a MT-2.

-1,500
-1,495
-1,490
-1,485
-1,480
-1,475

-1,470

pozice piku [V]

-1,465
-1,460
-1,455

-1,450

OapoMT1
EapoMT2

3
série méfeni

Obrazek 18. Graf rozdili pozic Cat 2 (MT) pikit u izoforem apo-MT-1 a apo-MT-2.
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pozice piku [V]

pozice piku [V]

-1,500 - BMT1

EapoMT1
-1,495 -
-1,490 -
-1,485 -
-1,480 -

-1,475 -

-1,470 -

-1,465 -
AT
série méreni

Obrdzek 19.Srovndni pozic Cat 2 (MT) pikit u MT-1 a apo-MT-1 izoforem.

-1,490 - EMT2
®apoMT2

-1,485 -

-1,480 -

-1,475 -

1,470 -

-1,465 -

-1,460 -

-1,455 -

AT
série méreni

Obrdzek 20.Srovndni pozic Cat 2 (MT) pikii u MT-2 a apo-MT-2 izoforem.
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5.3.2. Pozorovani vysky Cat 2 (MT) piku v zavislosti na zméné doby
akumulace

Toto meéteni bylo provedeno pro optimalizaci metody - pro stanoveni nejvhodnéjsi doby
akumulace analytu na rtutovou kapku. Déle bylo zkouméano, jak se méni vyska kobaltnatého

piku a MT piku se zvySujici se dobou akumulace.

Tabulka 13. Hodnoty namérené pri riizné dobé akumulace u izoformy MT-1

pik Co* - Co° pik Cat 1 pik Cat 2 (MT)
doba pozice piku  vySka piku pozice piku  vySka piku  pozice piku  vy3ka piku
akumulace [s] [V] [nA] [V] [nA] [V] [nA]
10 -1,196 1800 -1,316 333.,6 -1,479 293,9
30 -1,207 1711 -1,321 330,8 -1,482 321,3
60 -1,206 1562 -1,320 314,1 -1,482 308,6
90 -1,213 1394 -1,329 281,7 -1,486 303,7
120 -1,218 1721 -1,331 2419 -1,488 261,6
150 -1,215 1690 -1,324 246.5 -1,482 332,8
180 -1,214 1588 -1,328 301,7 -1,485 311,4
210 -1,207 1589 -1,329 308,3 -1,487 354,0
240 -1,208 1468 -1,327 2953 -1,487 314,1
270 -1,213 1720 -1,323 2373 -1,486 210,2
300 -1,203 1191 -1,332 334,8 -1,490 322,9

-2,50E-06 - MT-1 akumulace

-2,00E-06 -

-1,50E-06 -

-1,00E-06 -

H[A]

-5,00E-07 -

0,00E+00 \

5,00E-07 -

-1,7 -1,5 -1.3 -1,1 -0,9 -0,7
E V]

Obrazek 21. Vzorovy voltamogram izoformy MT-1 pri dobé akumulace 30s.
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Tabulka 14. Hodnoty namérené pri riizné dobé akumulace u izoformy MT-2

pik Co* - Co° pik Cat 1 pik Cat 2 (MT)
doba pozice piku  vySka piku pozice piku  vySka piku  pozice piku  vy3ka piku
akumulace [s] V] [nA] V] [nA] V] [nA]
10 -1,225 2036 -1,328 189,3 -1,487 271,5
30 -1,221 2261 -1,328 2152 -1,488 311,2
60 -1,221 2002 -1,329 228,7 -1,487 313,4
90 -1,216 1623 -1,336 317.5 -1,486 318,4
120 -1,201 1544 -1,314 341,8 -1,477 283,7
150 -1,218 1470 -1,332 321,3 -1,486 312,1
180 -1,216 1570 -1,328 306,2 -1,485 295,9
210 -1,203 1171 -1,324 359,3 -1,483 284,5
240 -1,200 1280 -1,324 392,2 -1,485 270,3
270 -1,203 1232 -1,322 419,5 -1,484 320,1
300 -1,201 1066 -1,324 384,2 -1,477 326,2
-3,00E-06 - MT-2 akumulace
-2,50E-06 -
-2,00E-06 -
-1,50E-06 -
< -1,00E-06 -
-5,00E-07 -
0,00E+00 \\/ T T T T i
5,00E-07 -
-1,7 -1,5 -1,3 -1,1 -0,9 -0,7

E[V]

Obrazek 22. Vzorovy voltamogram izoformy MT-2 pri dobé akumulace 30s.
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Tabulka 15. Hodnoty namérené pri riizné dobé akumulace u izoformy apo-MT-1

pik Co* - Co° pik Cat 1 pik Cat 2 (MT)
doba pozice piku  vySka piku pozice piku  vySka piku  pozice piku  vy3ka piku
akumulace [s] V] [nA] V] [nA] V] [nA]
10 -1,223 996,3 -1,326 216,7 -1,498 221,9
30 -1,219 831,6 -1,331 2224 -1,498 268,5
60 -1,222 913,5 -1,328 185,7 -1,495 212,5
90 -1,230 903,0 -1,317 125,6 -1,493 168,8
120 -1,223 859,1 -1,337 217.,8 -1,500 274,2
150 -1,212 688,7 -1,341 255,2 -1,507 245,8
180 -1,213 723,9 -1,331 231,7 -1,494 261,2
210 -1,221 864,6 -1,322 185,2 -1,493 174,3
240 -1,205 573,2 -1,336 275,3 -1,492 232,0
270 -1,206 776,4 -1,326 241,0 -1,493 203,9
300 -1,219 678,6 -1,328 218,7 -1,493 278,0
1.20E-06 apo-MT-1 akumulace
-1,00E-06 -
-8,00E-07 -
-6,00E-07 -
-4,00E-07 -
< -2,00E-07 \\
0,00E+00 . . . . !
2,00E-07 - \/
4,00E-07 -
-1,7 -1,5 -1,3 -1,1 -0,9 -0,7

E[V]

Obrazek 23. Vzorovy voltamogram izoformy apo-MT-1 pri dobé akumulace 30s.
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Tabulka 16. Hodnoty namérené pri riizné dobé akumulace u izoformy apo-MT-2

pik Co* - Co° pik Cat 1 pik Cat 2 (MT)
doba pozice piku  vySka piku pozice piku  vySka piku  pozice piku  vy3ka piku
akumulace [s] V] [nA] V] [nA] V] [nA]
10 -1,202 829 -1,315 245 -1,481 212
30 -1,220 730 -1,331 205 -1,493 254
60 -1,201 316 -1,315 197 -1,488 261
90 -1,176 166 -1,330 236 -1,487 259
120 -1,181 207 -1,319 170 -1,480 234
150 -1,196 221 -1,315 198 -1,470 201
180 -1,156 155 -1,312 243 -1,473 244
210 -1,188 201 -1,307 194 -1,478 250
240 -1,175 150 -1,323 208 -1,484 245
270 -1,176 162 -1,323 217 -1,487 256
300 -1,161 120 -1,333 235 -1,487 253
1 40E-06 - apo-MT-2 akumulace
-1,20E-06 -
-1,00E-06 -
-8,00E-07 -
-6,00E-07 -
__ -4,00E-07 -
<
"~ -2,00E-07 -
0,00E+00 \\/ T T T T 7
2,00E-07 -
4,00E-07 -
-1,7 -1,5 -1,3 -1,1 -0,9 -0,7

E[V]

Obrazek 24. Vzorovy voltamogram izoformy apo-MT-2 pri dobé akumulace 30s.
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Zavislost vysky Cat 2 (MT) piku na dobé akumulace

340 1 y = 0,1002x + 293,03
R2 = 0,9996
i y = 0,1856x + 267,55
320 R2 = 0,9742
— 300 -
<é [ ] y = 0,1084x + 221,96
o Rz = 0,981
X
s 280 -
2 *MT-1
:t/)
= 260 -
BMT-2
240 -
apo-MT-1
220 - ' - - ' ' - @ apo-MT-2
0 50 100 150 200 250 300

doba akumulace [s]

Obrazek 25. Graf zavislosti vysky Cat 2 (MT) piku na dobé akumulace analytu na rtutovou

kapku u vSech izoforem.

Zavislost rozdilt vysek kobaltnatého piku a Cat 2 (MT) piku na
dobé akumulace

2500 -
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a
£ 1500 - ° .
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S 1000 - .
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O oo OT'.\I— m
é = " R2=0,4169
\;\ t
= 0 .
s P
o R? = 0,696
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doba akumulace [s]

Obrazek 26. Graf zavislosti rozdilii vySek kobaltmatého piku a Cat 2 (MT) piku pro jednotlivé

doby akumulace pro vSechny izoformy.
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5.4. Diskuse

Z kalibracnich kfivek je vidét, ze se zvySujici se koncentraci MT roste vyska Cat 2 (MT)
piku. Je tomu tak u vSech izoforem. U izoforem MT-1 a apo-MT-1 maji kalibracni kiivky
strm¢;jsi prubeh. Kalibracni kiivka MT-1 je strméjsi o 0,0661 jednotek nez MT-2 kiivka. Apo-
MT-1 kiivka je strmé&jsi o 0,0734 jednotek nez apo-MT-2 kiivka. Hodnoty vysek pik( u
nejvyssi koncentrace se pohybuji okolo 260nA u MT-1 a 280nA u apo-MT-1 na rozdil od
hodnot 200nA u MT-2 a 220nA u apo-MT-2. Srovnéni se nabizi stejné 1 u nizSich
koncentraci. Takto se tedy izoformy daji od sebe nepatrné odlisit.

Rozptyl chybovych tsecek u kalibracnich kiivek je u nékterych hodnot pomérné velky, coz
muze byt zpusobeno chybou méfeni. Méfeni bylo opakovano celkem tiikrat, vzdy v jiny den.
Vzorek musel byt pfed danym méfenim rozmrazen. VSechna méfeni byla provedena na
stejném pristroji, ale tento pfistroj byl velmi asto pouzivan i pro jina mefeni.

Predpokladem pro pouziti apo-MT izoforem bylo zjisténi, jaky vliv ma iont kovu navazany
ve struktufe MT. Tedy zdali se naméfené voltamogramy u apo-MT izoforem a MT izoforem

néjak lisi.

Prvni sledovanou veli¢inou byla pozice Cat 2 (MT) piku. Tato pozice se u jednotlivych
izoforem metalothioneinu lisila. Rozdily jsou znazornény v grafech na obr.17 a obr.18. Grafy
byly ziskany z vybérovych priméri (se smérodatnou odchylkou < 0,01V) pozic MT pika u
izoforem MT-1 a MT-2 a u izoforem apo-MT-1 a apo-MT-2. Na obr.17 vidime, ze MT pik se
nachéazel u izoformy MT-1 vzdy na niz$i pozici (mensi hodnota [V]) nez u izoformy MT-2.
Primérna hodnota pozice MT piku u izoformy MT-1 je -1,479V, u izoformy MT-2 je to -
1,472V. Podobné vysledky vidime na obr.18. MT pik se nachazel u izoformy apo-MT-1 vzdy
na niz$i pozici nez u izoformy apo-MT-2. Prumérné hodnoty pozic MT pika jsou -1,491V u
apo-MT-1 a -1,478V u apo-MT-2. Z vysledki je patrné, ze jednotlivé izoformy se od sebe
daji odlisit, ale rozdily v hodnotach potencialli jsou mezi nimi velmi malé. Prezentovana
metoda - diferencni pulzni voltametrie za vyuziti BrdiCkovy reakce - je tedy schopna odlisit
izoformy MT, ale pro praktické stanoveni bude pravdépodobné vhodnéjsi pouzit jinou
analytickou metodu s vét§i mirou rozliSeni jednotlivych izoforem MT, napf. elektroforézu.

Srovname-li izoformy MT a apo-MT z hlediska polohy piku, ve vétsiné ptipadu se MT pik
nachézel u izoforem MT na niz$i pozici (mensi hodnota ve [V]) nez u izoforem apo-MT (viz
obr.19. a obr.20). Rozdil mezi MT-1 a apo-MT-1 predstavuje hodnota 0,0112V. Hodnota
rozdilu mezi MT-2 a apo-MT-2 je 0,0052V.
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Meéfieni bylo opakovano z ¢asovych divodu pouze tiikrat pro kazdou izoformu, proto se
pro zpracovani dat nenabizi jako vhodné pouziti dalsi statistické metody. Naméfena data byla
porovnana s vysledky z jinych praci, kde byly nalezeny shody. Méfeni lze proto povazovat za

spravné a vysledné kalibracni kiivky je mozné pouzit pro stanoveni koncentraci MT.

Dalsi sledovanou veli¢inou byla doba akumulace analytu na rtutovou kapku a jeji vliv na
ziskané voltamogramy. Méfeni vlivu doby akumulace probihalo v intervalu 10-300s.

Metenim bylo dokazano, ze vysky jednotlivych pikd se méni se zménou doby akumulace.
Vyska redukéniho piku Co** - Co° (kobaltnaty pik) se sniZzuje se zvySujici se dobou
akumulace. Tento pokles byl pozorovan u vSech izoforem. Naproti tomu vyska piku Cat 2
(MT) se zvySujici se dobou akumulace roste, coz muzeme vidét z grafu na obr.25. Tato
zavislost byla vytvofena ze tfi hodnot doby akumulace - nejnizs§i (10s), stfedni (180s) a
nejvyssi (300s). Vypocteme-li rozdily vysek kobaltnatého piku a piku Cat 2 (MT) pro
jednotlivé doby akumulace, dostaneme klesajici zavislost. Hodnoty rozdilt vysek téchto dvou
pikt se snizuji se zvySujici se dobou akumulace (viz obr.26).

S dobou akumulace se také meéni poloha nékterych pikti. Poloha kobaltnatého piku se méni
smérem k vys$Sim hodnotam potenciala a to se zvysujici se dobou akumulace. Pik Cat 2 (MT)
nevykazuje u zadné z izoforem zmeénu polohy s rostouci dobou akumulace. U izoformy MT-1
i MT-2 je primérma hodnota pozice Cat 2 (MT) piku -1,485V se smérodatnou odchylkou
0,001V. U izoformy apo-MT-1 je tato hodnota rovna -1,496V a smérodatna odchylka 0,001V.
U posledni izoformy apo-MT-2 je poloha piku Cat 2 (MT) -1,482V se smérodatnou
odchylkou 0,002V.

Ze ziskanych vysledkt vyplyva, Ze doba akumulace 240s je pro elektrochemické stanoveni
metalothioneinu optimalni, protoze za tuto dobu se jiz analyt dostatecné navaze na rtutovou

kapku a pfitom doba jednoho méfeni neni pfili§ dlouha (vzhledem k velkému poctu vzorka).
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6. Zavér

Ve své praci popisuji strukturu, vlastnosti a funkce proteinu s ndzvem metalothionein. Jsou
zde uvedeny funkce tohoto proteinu v organismu a jeho vztah k nadorovému onemocnéni.
Soucasné stémito poznatky jsou publikovany také metody detekce tohoto proteinu.
Provedenim zéakladniho experimentu jsem ovéfila, ze diferencni pulzni voltametrie za vyuziti
Brdic¢kovy reakce je vhodnou analytickou metodou k detekci metalothioneinu. Tuto metodu
se mi podarilo optimalizovat pomoci nasledujicich kroku

- stanoveni vhodné doby akumulace analytu na rtutovou kapku

- sestaveni kalibracnich kiivek, ze kterych je mozné odecist hodnotu koncentrace
MT ve stanovovaném vzorku

- nalezeni rozdild v elektrochemické detekci mezi izoformami MT-1, MT-2 a apo-
MT-1, apo-MT-2

Nejvyznamnéj§i oblasti diskutovanou v moji praci je elektrochemicka detekce
metalothioneinu za uUcelem zjisténi jeho mnozstvi ve stanovovaném vzorku a pripadna
korelace naméfenych dat s rakovinnym onemocnénim. Je nutné zdiraznit, ze v budoucnu je
potteba déale provadét vyzkum zavislosti mnozstvi MT na lokalizaci tumoru, stadiu
onemocnéni, veku pacienta €i stravovacich navycich, abychom 1épe pochopili, jak
koncentrace MT souvisi s témito onemocnénimi. Dosavadni vysledky pfitomnosti MT
v krevnim séru u pacientll s rakovinou dokazuji, ze by tento protein mohl byt vhodnym

markerem u nékterych typua takovychto onemocnéni.
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7. Seznam zKkratek a symboli

S'UTR
AdTS

Ala
apo-MT
ARE
Cd
CPSA

Cu
Cys
DME
DNA
DPP
DPV
DTT
GIF
Glu
Gly
GRE
GSH
GSSG
HMDE
LPS
Lys
MFE
MRE
mRNA
MT
MTF-1

MTI

netranslatovana oblast na 5' konci sekvence DNA

adsorptive transfer stripping technique - adsorpcni pfenosova rozpousteci
technika

alanin

metalothionein bez navazaného kadmia ve struktufe proteinu
antioxidant response element - antioxidacni-responzivni element
kadmium

chrono-potentiometric stripping analysis - derivacni chronopotenciometrie
s konstantnim proudem

med

cystein

dropping mercury electrode - rtutova kapkova elektroda
deoxyribonukleova kyselina

diferen¢ni pulzni polarografie

diferen¢ni pulzni voltametrie

dithiothreitol

growth inhibitory factor - ristovy inhibi¢ni faktor

kyselina glutamova

glycin

glucocorticoid response element - glukokortikoido-responzivni element
glutathion

molekula oxidovaného glutationu

hanging mercury drop electrode - visici rtutova kapkova elektroda
lipopolysacharid

lysin

mercury film electrode - rtutova filmova elektroda

metal response element; usek DNA zodpovédny za transkripci MT
mediatorova (informacni) ribonukleova kyselina

metalothionein

metal-regulatory transcription factor-1 - metalo-regulacni transkripcni faktor 1;
druha slozka komplexu, na ktery se vaze zinek

inhibitor; prvni slozka aktivaéniho komplexu, na kterou se vaze zinek
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NMR nuklearni magneticka rezonance

NPV normalni pulzni voltametrie

Pb olovo

PC fytochelatiny

pl izoelektricka pohyblivost proteinu
Pt platina

Ser serin

SMDE static mercury drop electrode - staticka rtutova kapkova elektroda
TCEP tris(2-carboxyethyl)fosfin
Tris-HCl tris(hydroxylmethyl)aminomethan
uv ultrafialové (zafeni)

Zn zinek
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