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Novinka v analyze thiolovych
sloucenin - Automatizovany
elektrochemicky analyzator

Uvop

V klinicky zaméfenych laboratofich se s elektroche-
mickymi analyzatory téméf nepotkdme. Dtivodi
potieba kvalifikované obsluhy takového analyzatoru,
a s tim spojend naro¢nost provozu a udrzby, pricemz
trendem ve vyrobé klinickych pfistrojii je zvy$ovani
tzv. uzavienosti takovych zafizeni. Duivod je zcela
jasny: pro zaruceni spravného chodu ptistroje
garantovaného vyrobcem je nezbytné, aby ptistroj
byl oprostén veskerym vnéj$im vliviim, v¢etné toho
lidského. Je vsak také otdzkou, zdali je takovy pri-
stup vZdy ku prospéchu véci ¢i nikoliv. Vratme tedy
pozornost k elektrochemickym zafizenim a jejich
moznému vyuziti v klinické praxi.
ELEKTROCHEMIE

Elektrochemické stanoveni, v naSem pripadé je mys-
lena voltametrickd anebo amperometricka detekce, by
z Klinickych laboratoti vymizet jisté neméla. Hlavnimi
divody, pro¢ by elektrochemie méla zistat i v kli-
nickych laboratotich, jsou vyborna opakovatelnost,
nizky limit detekce, nizké naklady jak na potizeni
pristroje, tak na provoz, a u nékterych postupt je
to i selektivita stanoveni. Je potfebné upozornit, ze
elektrochemicka analyza pfind$i jeden z nejsenzi-
tivnéj$ich a nejselektivnéjsich analytickych postupt
pro analyzu thiolovych slou¢enin v redlném vzorku
télnich tekutin a tkani bez jeho ndro¢né ptipravy
a Upravy (napf. derivatizace). Diky tomu je mozné
provadét analyzy do 60 minut od pfijmuti vzorku
do laboratote. Vyhody elektrochemické detekce jako
takové lze jesté vylepsit spojenim s vhodnou separa¢ni
technikou jako napf. vysoce u¢innou kapalinovou
chromatografii nebo kapilarni elektroforézou. Takové
spojeni prinasi vyhody obou pouzitych technologii.

AUTOMATIZACE JE TAKE MOZNA

Pro nase tcely analyzy thiolovych latek v biologickych
vzorcich byl testovan elektrochemicky analyzator od
spole¢nosti Metrohm (zafizeni unikatni v oblasti
celé sttedni Evropy). Zafizeni je koncipovano jako
automat, ktery je tvoren elektrochemickym modulem
(potenciostat/galvanostat, VA Stand 747), na némz je
umisténa elektrochemicka nddobka, do niZ jsou umis-

tény tfi elektrody (pracovni, referentni, pomocna).
Dalsi soucasti zatizeni je specidlni podavac vzorka
(Autosampler 695), ktery spliiuje naro¢ny pozadavek
na minimalizaci odbéru vzorku. Vzorek je odebiran
do teflonové kapilary naplnéné hydraulickou kapa-
linou. Kapildra je napojena na vzduchovou pumpu,
kterd zabezpecuje presné davkovani vzorku. Mnozstvi
vzorku, které je mozné pomoci této technologie
davkovat, se pohybuje od 1 do 100 pl. Kapilara je
umisténa na pohyblivém rameni, které ma moznost
pohybu ve sméru x, y a z. Vzorky a pfipadné dalsi
reagencie jsou umistény ve tfech rtiznych karuse-
lech. Jednotlivé karusely zatizeni identifikuje podle
polohy magnett na jejich spodni strané. U naseho
testovaného zatizeni bylo potfebné vzorky umistit
do chlazeného prostoru. Pro tento tcel byl navrzen
anasledné v nasilaboratofi konstruovan jednoduchy
vodou chlazeny zasobnik vzork, do kterého Ize umis-
tit az 80 rtznych vzorkd. Zbylé karusely slouzi jako
zasobniky pro chemikalie, které mohou byt vyuzity
pti analyze. Otevira se tak prostor pro nepreberné
moznosti modifikace elektrochemické analyzy, diky
kterym muiizeme zajistit vyssi selektivitu stanoveni
popt. nizsi detekéni limity. Pro zabezpeceni vymény
zékladniho elektrolytu a nezbytnych oplachovych
kroki jsou k dispozici tfi ¢erpadla (700 Dosino).
Dvé z téchto cerpadel zabezpecuji dokonalé vymyti
pracovni nddobky (maximdlni objem 50ml) a tfeti
cerpa zakladni elektrolyt (maximalni objem 20 ml).
Pfistroj je fizen pomoci mikroprocesoru (746 VA
Trace Analyser). Automaticky analyzator umoziuje
davkovani mensitho mnozstvi zakladniho elektrolytu
(do 2 ml), coz u elektrochemické analyzy neni tak
béZzné. Navic nastavit a upravovat se dd témér vse, od
objemt elektrolytu, vzorku ¢i promyvaci vody, aZ po
automatické naméreni kalibra¢ni ktivky, jeji vyhod-
noceni a nasledné vyhodnoceni realnych vzork.

JAK TO TEDY CELE FUNGUJE?

Po vybéru vhodné metody, kterd je zadana do fidiciho
modulu, dochazi nejdiive k napusténi zakladniho
elektrolytu do elektrochemické nadobky. V nasem
usporadani byla mnozstvi pouzitych roztoki vyraz-
né minimalizovdna. Maximélni objem potfebny
pro analyzu neptekrocil 2 ml. Davkovaci rameno je
inicializovano, nasleduje promyti davkovaci jehly
a nacteni objemu vzorku pro odbér. Poté déavkovaci
rameno nalezne urcenou pozici se vzorkem a nasaje
jej. Nasleduje krok omyti davkovaci jehly a pohyb
ramena do elektrochemické nadobky. Po davkovani
vzorku do nadobky je zahdjena elektrochemicka ana-
lyza. V nasem pripadé je doba od promyti nadobky
do aplikace vzorku asi 5 minut, ale jist¢ by se tento
interval mohl vice zkratit, zalezi predev$im na povaze
analytu a metodice detekce.

QD
o
=/
o
=
=
(&)
<]
-
c
-
o
.
©
| W
o
o
(o]




QL
o
L=/
o
—
e
O
D
)
c
| -
o
)
©
| .
o
R
©

Uspotdddni automatického elektrochemického analyzdtoru

CO JE MOZNE ANALYZOVAT?

Odpovéd na otazku v nadpisu této kapitoly je velmi
prozaicka, teoreticky lze analyzovat vse, co je moz-
né oxidovat nebo redukovat na povrchu pracovni
elektrody. Od relativné jednoduchych analyz vzorka
peptidt, az po tolik dnes diskutovanou analyzu
proteind. Jelikoz ma kazdy ion charakteristickou
hodnotu elektrického potencialu, ve kterém se
redukuje (¢i oxiduje), 1ze pomoci velikosti proudu
pii daném potencidlu ion nejen identifikovat, ale
také kvantifikovat. Navic, velké mnozstvi moZznosti
kterak modifikovat elektrochemické analyzatory
zna¢né rozsifuje pole latek vhodnych pro analyzu.
Trendy v dne$ni organické elektrochemii mluvi
zejména o elektropolymerizaci, tedy vyvoji elektrod
s tenkou vrstvou polymeru anebo vyvoji nanocastic.
Pro analyzu proteinti vychazime z postupu profe-
sora Rudolfa Brdicky, Ze proteiny s —SH skupinami
mohou v kombinaci s komplexem kovu rozpus-
ténym v elektrolytu (pufru) a rtutovou kapkou
vytvaret katalytické odezvy. Jako komplexni slouce-
niny je pouzivano trojmocného komplexu kobaltu
[Co(NH3)6]Cl3, nicméné podobné vlastnosti
v katalytické elektrochemii, jak se zdd, maji i jiné

latky. Vznikly voltamogram je sloZen ze signalt,
z nichZz posledni (Cat2) katalytického charakteru
(signdl redukce vodiku) je vyuzivan k odeéitdni
koncentrace proteinu. Nage analyza thiolovych
sloudenin je zaméfena na protein metalothionein.
Dulezité je, Ze tato bilkovina obsahuje cysteiny a je
tedy idedlni pro tento typ elektrochemické detekce.
Metalothionein je intraceluldrni protein zastavajici
zejména metal-transportni a antioxida¢ni funkce.
Bunky jsou nicméné schopny jej exkretovat i do
extraceluldrniho prostoru. My se zabyvame analyzou
zejména krve, séra a plazmy. Vzorek je nejprve nare-
dén ve vhodném poméru fosfatovym pufrem (pH
6,98), poté nasleduje zahtati na 99 °C. Metalothio-
nein je termostabilni a zmény sekundarni struktury
jsou velmi malé. VEtsi proteiny jsou denaturovany
a ze vzorku odstranény centrifugaci. Analyza poté
probihd ze supernatantu, kdy pro samotnou analyzu
dostacuje 10 pl. Pomoci tohoto postupu byly ana-
lyzovany stovky klinickych vzorkd. Soustfedujeme
se zejména na detekci u pacientii s nddorovym one-
mocnénim s riznou lokalizaci. Vysledky nejenom
potvrzuji pouzitelnost elektrochemie klinické praxi,
ale i potvrzuji roli metalothioneinu jako markeru
zhoubnych nadort.
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Voltametricky zdznam krve pacienta se zhoubnym
nddorem v oblasti laryngu. Cat2 pik je pfimo timérny
koncentraci metalothioneinu.

ZAVER

Elektroanalytické metody jsou velmi senzitivni,
ale pro jejich nasazeni v klinické chemii je nékolik
zéavaznych prekazek, mezi které patti zvy$ené naro-
ky na obsluhu a nedostate¢nd automatizace. Tuto
mezeru by snad mohlo zaplnit zafizeni pfedstavené
v tomto prispévku.

Podékovani: zatizeni, které jsme mohli testovat,
bylo poskytnuto za laskavé podpory Vyzkumného
ustavu pletarského.

Literatura

[1] V. Adam, M. Beklova, J. Pikula, J. Hubalek, L.
Trnkova and R. Kizek Shapes of differential pul-
se voltammograms and level of metallothionein
at different animal species, Sensors 7 (2007)
2419-2429.

V. Adam, S. Krizkova, O. Zitka, L. Trnkova, J.
Petrlova, M. Beklova and R. Kizek Determina-
tion of apo-metallothionein using adsorptive
transfer stripping technique in connection with
differential pulse voltammetry, Electroanalysis
19 (2007) 339-347.

[2

—

[3] S. Krizkova, O. Zitka, V. Adam, M. Beklova, A.
Horna, Z. Svobodova, B. Sures, L. Trnkova, L.
Zeman and R. Kizek Possibilities of electroche-
mical techniques in metallothionein and lead
detection in fish tissues, Czech J. Anim. Sci. 52
(2007) 143-148.

[4] J. Kukacka, D. Vajtr, D. Huska, R. Prusa, L.
Houstava, F. Samal, V. Diopan, K. Kotaska and
R. Kizek Blood metallothionein, neuron speci-
fic enolase, and protein S100B in patients with
traumatic brain injury, Neuroendocrinol. Lett.
27 (2006) 116-120.

[5] J. Petrlova, D. Potesil, R. Mikelova, O. Blastik, V.

Adam, L. Trnkova, F. Jelen, R. Prusa, J. Kukacka

and R. Kizek Attomole voltammetric determi-

nation of metallothionein, Electrochim. Acta 51

(2006) 5112-5119.

R. Prusa, O. Blastik, D. Potesil, L. Trnkova, J.

Zehnalek, V. Adam, J. Petrlova, E Jelen and R.

Kizek Analytic method for determination of

metallothioneins as tumor markers, Clinical

Chemistry 51 (2005) A56-A56.

R. Prusa, R. Kizek, L. Trnkova, J. Vacek and J.

Zehnalek Study of relationship between metal-

lothionein and heavy metals by CPSA method,

Clinical Chemistry 50 (2004) A28-A29.

R. Prusa, J. Petrlova, J. Kukacka, V. Adam,

B. Sures, M. Beklova and R. Kizek Study of

interaction of glutathiones and metallothionein

with cytostatics, Clinical Chemistry 52 (2006)

A175-A175.

R. Prusa, M. Svoboda, O. Blastik, V. Adam, O.

Zitka, M. Beklova, T. Eckschlager and R. Kizek

Increase in content of metallothionein as mar-

ker of resistence to cisplatin treatment, Clinical

Chemistry 52 (2006) A174-A175.

[6

[7

—

[8

[9

QD
o
=/
o
=
=
O
D
-
=
j -
o
-
©
| W
o
o
(o]




