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Specifickd analyza proteinii je v dnesni dobé provddéna predevsim pomoci elektromigracnich a imunochemickych metod. V omezené mive lze
vyuzit i kapalinové chromatografie s UV (i elektrochemickou detekci nebo hmotnostni spektrometrie. Pro mozné uvedeni do klinické praxe je
nicméné nutné, aby metoda byla spolehlivd, citlivd, reprodukovatelnd, levnd a v neposledni fadé nekladla vysoké ndroky na obsluhu. BohuZzel
splnéni téchto podminek je obtizné a je potiebné hledat nové cesty vyzkumu; vie nove je vitdno. Jednou z moznych variant je dnes neprdvem

ponékud opomijend elektrochemickd detekce.

Elektrochemie a analyza proteini

Z pocatku byla polarografie spojena spiSe s detekei iontl kovi.
V prvni poloviné minulého stoleti ale profesor Brdicka ucinil objev,
ktery v§e zménil.[1] Pfi analyze kobaltitych komplexd se mu naho-
dou do vzorku dostalo krevni sérum, coz mélo za nasledek zménu
pribéhu voltamogramu. Misto jednoho signalu redukce kobaltu
pozoroval Brdicka tfi signaly, z nichZ minimalné jeden byl kataly-
tické povahy.[2, 3] Reakce byla pojmenovana po svém objeviteli
a pozdégjsi vyzkum osvétlil nékteré ¢asti mechanismu reakce.[4]
Tyto poznatky sice nejsou celistvé a je potfebné dale pokracovat ve

dnes. Pii podrobnéjsi analyze biologickych vzorki bylo zjisténo, ze
daleko nejlepsi odezvou se vyznacuji molekuly s vysokym obsahem
cysteinu jako je metalothionein.

Metalothionein

Metalothioinein je termostabilni protein, ktery se svoji hmotnosti
(6-10kDa) fadi k t¢ém menSim.[5] JiZ bylo naznaceno, Ze je elektro-
chemicky aktivnf; to je umoznéno vysokym obsahem cysteinu (az
30 % hmotnosti). Jeho funkci v organismu je pfedevsim transport
a homeostaza iontl kovd. Ve fyziologickém stavu vaze nejcastéji
Zn a Cu (celkové je schopen navazat 7 dvojmocnych a 12 jedno-
mocnych ionti), pfi otravé poté i Cd, Pb ¢i Hg. Jeho antioxida¢ni
vlastnosti nejsou tak vyznamné, nicméné velmi ochotné reaguje
s hydroxylovymi radikaly. V posledni dob¢ je spojovéan i nadorovym
onemocnénim; nékteré prace jej oznacuji za potencidlni nddorovy
¢i dokonce prognosticky marker.[6] V né&kolika naSich studiich
jsme toto potvrdili, pro analyzu jsme v§ak zvolili elektrochemickych
metod zaloZenych na Brdic¢kove reakei.[7,8,9]

Material a metody

Pro detekci metalothioneinu vyuzivime automatického elektro-
chemického analyzatoru 695 Autosampler v zapojeni s 747 VA
Stand a 746 VA Trace Analyzer (Metrohm, Svycarsko), ktery je
schopen néstfiku malého objemu vzorku (fadové jednotky ul) do
méfici nddobky s elektrolytem. Po dokonceni méfeni je nddobka
omyta Mili Q vodou a data jsou odesldna do jednotky 746 VA
Trace Analyzer, kde mohou byt automaticky vyhodnocena ¢i dale
pfeposlana do PC. Cely proces je probihd samostatné bez potieby
obsluhy. Pro udrzeni konstantni teploty vzorku jsme sestrojili
chlazeny karusel pro 80 mikrozkumavek, ktery je propojen s chla-
zenim elektrolytu a métici nddobky. Pracovni elektrodou byla
visici rtufova kapkova elektroda (HMDE) s plochou kapky 0,4
mm?; referentni elektrodou byla Ag/AgCl/3M KCl a pomocnou
platinové elektroda. Zakladni elektrolyt (1 mmol/l [Co(NH,)]Cl,
a 1 mol/INH,(aq) + NH,CI, pH = 9,6) byl po kazdych 5 analyzach
vyménén. DPV parametry byly nésledujici: pocatecni potencial
—0,7 V, kone¢ny potencial —-1,75 V, modulacni ¢as 0,057 s, ¢aso-
vy interval 0,2 s, potencidlovy krok 2 mV, modula¢ni amplituda
-250mV, E , = 0 V. Za pomoci vySe popsan€ instrumentace byly
analyzovany vzorky krvi pacienti s nadorovym onemocnénim
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z oblasti hlavy a krku (n = 14), konkrétné lokalizace hrtanové
¢asti hltanu (hypofarynx). Krve byly nafedény fosfatovym pufrem
(pH 6,98), nasledné zahtaty na teplotu 99 °C (15 minut; Thermo-
mixer comfort, Eppendorf, Némecko) a centrifugovany (25 000g,
30 minut, 4 °C, Centrifuge 5417R, Eppendorf, Némecko). Méreni
byla provedena ze supernatantu a vyhodnocovan byl pik Cat2 zavisly
na koncentraci metalothioneinu (Obr. 1).

Obr. 1 — Voltamogramy Brdi¢kovy reakce metalothioneinu o kon-
centraci 6,25 pM. Mnozstvi proteinu je odeéitano z vysky Cat2
signalu
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Obr. 2 - Vysledné koncentrace MT (uM) v krvich pacientd se zhoub-
nym nadorem hypofaryngu. Cerny sloupec odpovida koncentraci MT
u kontrolni skupiny
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Vysledky a zaveér

Vysledky ukazuji, Ze hladina metalothioneinu je u pacientt s nado-
rovym onemocnénim hypofarygnu (spinocelularni karcinom) vice
nez Ctyfikrat vyssi (2,3 = 0,8 uM) nez u kontrolni skupiny dobro-
volnikd (0,5 = 0,1 uM) jak je velmi dobfe zfejmé z Obr. 2. ZvySena
hladina poukazuje na moznou prediktivni hodnotu metalothioneinu
ve vztahu k tumorovému onemocnéni. Prace zpiistuptiuje elektro-
chemickou detekci $ir§Simu pouZiti v biologii a mediciné, kde by
se mohly uplatnit prednosti téchto metod, zejména pak citlivost,
rychlost a relativni ekonomicka nendrocnost. PIn¢ automatizovana
jednotka poté neklade ani prilisné naroky na obsluhu a pfi zacho-
vani méficich podminek je mozné elektrochemicky detektor vyuzit
pro masovou analyzu vzork.

Dokonceni na dalsi strané
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Abstract:
AUTOMATED ELECTROCHEMICAL DETECTION OF PROTEINS
Summary: Specific analysis of proteins is carried out by using of electrophoretic
and/or immunochemical methods. Liquid chromatography coupled with UV,
electrochemical or mass detector can be also used for this purpose, but there
are some limitations. However, to use a technique in clinical practise it must
be sensitive, accurate, low cost and with low demands on operation. Unfor-
tunately it is difficult to fulfil all of the mentioned requirements. Therefore new
approaches and techniques are proposed and developed. One of the new and
promising techniques is rather unheeded electrochemical detection.
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