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Abstrakt

Metalothionein (MT) je nizkomolekularni protein s vysokym
obsahem cysteinu, ktery se vyskytuje ve vSech organismech.
Tento protein ovliviiuje homeostdzi iontt kovi, které
se vazi do jeho struktury. Navic je zndmo, ze MT vstupuje
do oxida¢né-redukéni rovnovahy uvnitt bunék, ovliviiuje
transport iontd kovil a reguluje exprese fady vyznamnych
gend. Stanoveni mnozstvi tohoto proteinu v riiznych
biologickych vzorcich je predmétem této metodiky, a to
zejména s ohledem na riiznorodost ptipravy vzorki (dle typu
tkané). Elektrochemické stanoveni metalothioneinu pomoci
Brdic¢kovy reakce je pro tyto tcely velmi vhodné, predev$im
z diivodi vysoké citlivosti a reprodukovatelnosti.

Kli¢ova slova: metalothionein, Zivotni prostfedi, marker,
oxidativni stres, nddorové onemocnéni, elektrochemie,
chromatografie, spektrofotometrie, Brdi¢kova reakce

Abstract

Metallothionein (MT) is a low-molecular mass protein
rich in cysteine moieties. This protein is involved in heavy
metals homeostasis due to the ability to bind them in MT
structure. Moreover, it is common knowledge that MT enters
the maintaining intracellular redox homeostasis, controlling
metal ions” transport and regulation of gene expression. The
subject of this methodic is determination of this protein
in various biological samples with respect to variability in
samples preparation. Electrochemical determination of
metallothionein by Brdicka’s reaction is very suitable for this
purpose due to its high sensitivity and reproducibility.

Keywords: Metallothionein, Environment, Marker, Oxida-
tive Stress, Tumour Disease, electrochemistry, Chromatog-
raphy, Spectrometry, Brdicka’s reaction



I. Uvod

Metalothionein je nizkomolekularni protein o velikosti
6-10 kDa, ktery byl izolovan v roce 1957 Margoshesem
a Valeem z konské ledviny. Tento protein obsahuje ve své
zakladni struktufe cysteiny a naopak neobsahuje Zadné
aromatické aminokyseliny. U savcti byly nalezeny Ctyfi
hlavni isoformy MT (MT-1 az MT-4) (Miles, Hawksworth
et al. 2000). Exprese a lokalizace jednotlivych isoforem MT
je variabilni jak na intraceluldrni drovni (cytosol, bunééné
jadro, lysozomy, mitochondrie), tak na trovni jednotlivych
tkani. MT-1 a 2 jsou pfitomné zejména v tkdnich jater, stiev
a ledvin. MT-3 se nachéazi v mozku a MT-4 v kiZi (Davis and
Cousins 2000). MT-1 a MT-2 zajistuji predev$im ochranu
proti pusobeni tézkych kovu, ale udastni se i udrzovani
intraceluldrni homeostéze zinku (Davis and Cousins 2000),
(Sato and Kondoh 2002). Bylo zji§téno, Ze ztrata ochrannych
uéinkdt MT vede ke stupiiovani patogennich procesi (Yu et
al. 2001). MT ma také antioxida¢ni ucinky. Pfi intoxikaci
organismu tézkymi kovy (Cd, Hg, Pb) dokdze MT tyto kovy
vazat a tim je zneSkodnit. K detoxikaci pravdépodobné
dochazi v ledvinach. Jeho hlavni funkci v organismu je
véak zachovani oxida¢né-redukénich podminek, transport
iontd kovu a regulace exprese. V soucasné dobé je také
diskutovana jeho role pfi nddorovém onemocnéni, resp.
pfi obrané organismu pifi nadorovych onemocnénich.

1.1 Struktura MT

Sav¢i metalothioneiny jsou jedno-fetézcové nizkomoleku-
larni proteiny s po¢tem aminokyselin pohybujicim se od 61
do 68. Az tfetinu aminokyselinovych zbytka tvoii cystein,
ktery se vyskytuje v konzervativnich sekvencich, a to cys-x-
-Cys, Cys-X-y-Cys a cys-cys, kde x a y jsou jiné aminokyseliny
nezli cystein. K sulthydrylovym skupindm cysteint jsou vé-
zany ionty kovtl, které v pripadé divalentnich ionti vytvareji
tetraedrické usporadani thiolatovych klastra (Hamer 1988).
Nejvétsi afinitou disponuje MT vuci Cu* (konstanta stability
10%-10"), dale pak Cd** (10" - 10'°) a Zn** (10" - 10") a neni
schopen vazat Cu*". Celkové je zndmo 18 iontt kovtl, které
MT dokéze vazat, ale pouze Cu*, Cd*, Pb**, Hg*, Ag" a Bi*"
jsou schopny vytésnit navazany Zn*" ze struktury MT. Celko-
vé lze koordinovat az 12 monovalentnich nebo 7 divalentnich
ionttL. Jeho tercidrni struktura je rozdélena na dvé domény, a a
B, a-doména (C-termindlni) je stabilnéjsi a obsahuje 4 vazeb-
né mista pro divalentni tézké kovy, p-doména (N-terminalni)
dokaze pojmout 3 divalentni kovové ionty (Nath, Kambadur
et al. 1988).

1.2 Isoformy MT

Jsouznamy 4 sav¢iisoformy MT (MT-1 - MT-4), u ¢lovéka pak
bylo zjisténo dalsich 13 metalothioneinu podobnych proteint
(Simpkins 2000). Pro isoformu MT-1 existuje 11 gentt (MT-
1A, B, E, E G HLJ K, L aX), pro dali formy po jednom
genu (Ghoshal and Jacob 2001). Odli$nosti jednotlivych
isoforem vychdzeji zejména z posttransla¢nich uprav, malych
zmén v primarni struktufe, afinité k jednotlivim tézkym

koviim a rychlosti odbourdvéni, prestoze jsou po fyzikalné
chemické strance tyto formy podobné, plni jiné biologické
funkce (Hamer 1988). To je zajisténo jejich odli$nou lokalizaci
v bunéénych kompartmentech a jednotlivych tkanich. MT-1 a
MT-2 jsou rozsifené téméf ve véech tkanich (Masters, Quaife
et al. 1994); MT-3 je exprimovan v mozkové tkani, v srde¢ni
svaloving,ledvinachavtkanich reprodukénich organt (Moffatt
and Seguin 1998). Nejméné prozkoumand je isoforma MT-4,
ktera byla objevena v epitelidlnich buiikdch (Quaife, Findley
et al. 1994). Forma metalothioneninu bez navdzaného iontu
kovu (apo-MT) je pfitomna v bunkach, které jsou vystaveny
nedostatku Zn*". Bylo pozorovéno, ze apo-MT mize diky
vysoké afinité odebrat Zn?* z transkrip¢nich faktort (TFIIIA)
aze zinkovych prsti (Sp-1) (Zeng, Heuchel et al. 1991), (Zeng,
Vallee et al. 1991). Popsany mechanismus je pravdépodobné
jednim z mnoha protiapoptotickych a prolifera¢nich
nadorovych mechanismu (Barnas, MartelPlanche et al. 1997).

1.3  Exprese MT

Geny pro MT jsou seskupeny blizko sebe na chromozomal-
nim lokusu 16q12-22 u ¢lovéka a na chromozomu 8 u mysi
(Karin, Eddy et al. 1984). Exprese jaterniho MT je indukova-
na mnoha vlivy (Obr. 1) jako cytokininy, ionty kovt, streso-
vymi hormony a $irokou $kalou chemikalii, které aktivuji ex-
presi nepfimo skrze stresovou reakci bunky (Bremner 1991).
Mezi kovy indukujici expresi MT patii predev$im Cu, Hg, Zn,
Au, Cd a Bi. Nicméné pti fyziologickych déjich takto vystupu-
je predev$im Zn, ostatni kovy pochazeji vétsinou z vnéjsiho
prostfedi a vyvolavaji patologickou odpovéd (Cousins 1985).
Je zajimavé, ze aZ toxické mnozZstvi Cu dokaze aktivovat ex-
presi, prestoze MT vaze Cu nezvykle silnou vazbou (Munger,
Germann et al. 1985). K expresi metalothioneinu dochdzi po
vazbé transkripéniho faktoru MTF-1 (metal regulatory-tran-
scription factor — 1) na regula¢ni ¢ast genu pro MT zvanou
MRE (metal responsive element). MTF-1 je protein s velikos-
ti kolem 71-84 kDa s Sesti zinkovymi prsty, ktery se v buii-
ce nachdzi v inaktivovaném stavu s navdzanym inhibitorem
MTI (Klassen, Crenshaw et al. 2004). Iont kovu se po vstupu
do intraceluldrniho prostoru navaze na inhibitor MTI a tim
dojde k uvolnéni MTF-1, ktery je schopen indukovat expresi
MT navazanim na sekvenci nukleotidt MRE lokalizovanych
na promotoru genu pro MT-1 (Palmiter and Findley 1995). Po
transkripci a translaci maji vyznamnou roli také posttransla¢-
ni upravy. MTF-1 je dalezity i pro regulaci jinych gent; mysi
stadiu na selhdni jater (Gunes, Heuchel et al. 1998). Prestoze
transkripci MT ptes MRE dokaze zahdjit nékolik iontti kovil
(napt. Zn, Cd, Bi), pouze Zn dokéze aktivovat MTF-1 (An-
drews 2000). MRE dokaze reagovat s mnoha dal$imi protei-
ny, které se timto zptsobem podileji na regulaci exprese MT
(Tang, Westling et al. 1999), (Miles, Hawksworth et al. 2000).
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Obrazek. 1: Vlivy indukujici expresi jaterniho MT.

1.4  Metalothionein a metabolismus zinku

Zinek je po zeleze nejrozéitenéjsi kov v organismu. Je ziejmé,
ze velké mmnozstvi proteintl je zaméfeno na udrzovani
homeostdze tohoto prvku. Dobfe popsand je rodina
transportnich proteintt ZnT1-4, kterd se stard o pfijem/
vydej Zn** pres membrany bunék u savct (Palmiter 1994).
Z literatury vyplyva, ze ZnT1 a ZnT4 jsou odpovédni za
transport nadbytku zinku mimo buiiku v kontrastu s ZnT2
a ZnT3, které odpovidaji za ukladani iontt Zn do organel
v bunlkéich ledvin, varlat, stfeva a neuront (Cole, Wenzel
et al. 1999). Méné je ovéem zndmo o transportu zinku v
intraceluldrnim prostoru. Hlavnim podstatnym proteinem
je pravdépodobné pravé metalothionein. ZvySend hladina
MT byla zjisténa u proliferujicich bunék, coz mtize byt
zplisobeno zvysenou potiebou zinku (Studer, Vogt et al.
1997). Studium exprese metalothioneinu na Grovni mRNA
ukazuje na roli tohoto proteinu pfi ochrané bunky vidi
vysoké koncentraci Zn** a pii odchytu téchto iontd pro
pottebu jednotlivych bunéénych procest (Davis and Cousins
2000). MT muze korigovat aktivitu zinkovych prsta diky
kompetici o vazbu zinku. U inaktivovanych transkripénich
faktorti p69 a p88 (represory exprese gent fiz, eve a en ve
fotoreceptorovych bunkach Drosophily (Xiong and Montell
1993)) s navazanym Cd** byla jejich aktivita obnovena
pomoci vymény Cd** za Zn** zprostiedkované MT (Davis
and Cousins 2000), (Roesijadi, Bogumil et al. 1998). MT
dale slouzi jako rezervoar zinku pro zinek-dependentni
proteiny a jako zdroj Zn pro nové nesyntetizované apo-
MT, ¢ reguldtory vlastni exprese. ‘Zasobovaci” funkci
MT dokladaji také experimenty sledujici kinetiku vazby
zinku do struktury zinek-dependentnich proteint (Davis
and Cousins 2000). I pfes skute¢nost, Ze MT md velkou
afinitu k iontim zinku oproti ostatnim Zn-dependentnim

proteintim, je MT schopen Zn*" uvolnit v zavislosti na
redoxnim potencidlu, koncentraci Zn*" a pripadné dalsich
tézkych kovi. Vazbu MT-Zn je také mozno narusit
pomoci oxidace sulthydrylovych skupin. Za fyziologickych
podminek se této oxidace ucastni glutathion v oxidované
(GSSG),
bunéénych regula¢nich mechanismi (Jin, Huang et al. 2004).

formé jakozto soucast oxida¢né-redukénich

1.5 Metalothionein a oxidativni stres

Ruazné formy kyslikovych radikéla tvorenych pti intenzivni
¢innosti mitochondrii, jsou v bunkach likvidovany, aby
nedoslo k poskozeni buné¢nych struktur. Z tohoto divodu
jsou syntetizovany latky tzv. antioxidanty, které podléhaji
oxidaci misto vyznamnych bunéénych komponenti.
Obrannou funkci zastavaji také thioly, mezi které patii MT a
glutathion. Tyto latky vytvareji oxida¢né-redukéni prostiedia
za urcitych podminek jsou schopny se vzajemné oxidovat ¢i
redukovat. Metalothionein se u¢astni regulace hladiny volnych
radikdla také nepiimo a to navézanim iontt kovu, které
jsou jejich potencidlnimi producenty (napf. méd (Murray,
Granner et al. 2003)). Ochota MT reagovat se superoxidovym
radikdlem je sice relativné nizka, ale metalothionein velmi
efektivné likviduje hydroxylové radikaly, které jsou pro buflku
exprese MT regulovéna také pasobenim ox1dat1vn1ch faktoru.
Z fyzikalniho hlediska se jedna naptiklad o rentgenové, UV
a radioaktivni zateni, coz potvrdilo nékolik studii (Shiraishi,
Aono et al. 1983), (Shiraishi, Yamamoto et al. 1986). Na
mysich byl provddén pokus, kdy bylo jejich télo ozafovano
rentgenovymi paprsky. Na zdkladé pusobeni RTG byla
zjisténa zvy$end exprese mRNA MT-1 u mysi (Koropatnick,
Leibbrandt et al. 1989). Podobné pokusy s UV zafenim
ukdzaly zvyseni mRNA pro MT-1 a 2 (Fornace, Schalch et al.
1988). Predpoklada se, ze MT funguje jako zhase¢ volnych
radikdlt nebo jako donor zinku enzymutim, které se ucastni



opravnych procest. Byla také prokazana indukce exprese MT
chemickymi latkami indukujicimi kyslikové radikaly. Vliv na
zapoceti transkripce MT maji i réiznd organicka rozpoustédla
(ethanol (Waalkes, Hjelle et al. 1984), chloroform (Sas and
Bremner 1979), tetrachlormethan (Oh, Deagen et al. 1978))
a alkyla¢ni ¢inidla (bromobenzen (Kotsonis and Klaassen
1978)). Cytostaticka léc¢iva (napf. bleomycin, adriamycin,
cisplatina a jeji derivéty) jsou také dobrymi aktivatory syntézy
MT, ztejmé kvtli jejich schopnostem generovat volné radikaly
(Bachur, Gordon et al. 1978). Bylo zjiSténo, ze hepatocyty
jsou nejnachylnéjsi k poskozeni volnymi radikély vzniklymi
pusobenim fyzikalnich a chemickych induktora (Bauman,
Liu et al. 1991).

1.6 Metalothionein a nddorova onemocnéni

vvvvvv

s buné¢nou proliferaci (Nagel and Vallee 1995), kde ma zfejmé
funkci prenasece a zdsobniku Zn*". Zvysend koncentrace MT
byla pozorovana rovnéz u mnoha typt nadorovych bunék.
Prestoze pouziti MT jako nddorového markeru neni doposud
diky nejednozna¢né interpretaci prilis rozsifeno, je zndmo, ze
exprese MT je zavisld na stupni diferenciace nddoru, stadiu
onemocnéni a dal$ich charakteristikdch nadorovych bunék
(Theocharis, Margeli et al. 2004).

Je zndmo, Ze MT muze bud pfimo nebo ptes vazbu Zn**
(de)aktivovat celou fadu proteint spojenych s nadorovymi
onemocnénimi. Jako priklad lze uvést tumor-supresorovy
protein p53, jehoz aktivni konformace je zavisla na vazbé Zn*'.
Apo-MT je schopen vazby Zn?* ze struktury proteinu p53 a
tim jeho inaktivace, coZ se projevi jako snizeni afinity proteinu
p53 k DNA a znemoznéni spusténi pro-apoptotickych signala
(Meplan, Richard et al. 2000). Mimo to, ze se MT stard o
homeostézi kovt v buiice a udrzuje hladinu volnych radikala,
chrani bunku také proti cizim potencialné $kodlivym latkam.
Tato skute¢nost miize vyrazné snizit efektivitu protinddorové
lécby (Perez 1998), (Chu 1994). Vztah MT k nddorovému
bujeni doposud neni zcela objasnén a v soucasné dobé
je proto téma v centru zdjmu mnoha védeckych skupin
(Kremplova, Krejcova et al. 2012), (Sochor, Pohanka et al.
2012), (Vasatkova, Krizova et al. 2009), (Krizkova, Masarik et
al. 2010), (Krejcova, Fabrik et al. 2012), (Sochor, Hynek et al.
2012), (Namdarghanbari, Wobig et al. 2011; Takahashi 2012;
Zamirska, Matusiak et al. 2012).



II. Cil metodiky

Cile certifikované metodiky jsou zaméfeny na urceni
koncentrace metalothioneinu v biologickém vzorku.
7 hodnoty koncentrace MT a pribéhu voltamogramu
ziskaného pfi elektrochemickém stanoveni metalothioneinu
je mozno ur¢it miru kontaminace Zzivotniho prostredi a
prolifera¢ni aktivity bunék. Tato price je zaméfend na
vyzkum MT jako markeru kontaminace zivotniho prostredi
(a) a MT jako ukazatele prolifera¢ni aktivity bunék (b).

III. Vlastni popis metodiky

3.1  Priprava vzorka

Pred samotnou analyzou MT je potieba ziskané vzorky pat-
fi¢né upravit (buniky nebo tkané). Zkoumame-li buiiky, které
byly kultivovany s ionty kovt, je tfeba vzorky promyt rozto-
kem pufru. Tim budou odstranény zbytky kultiva¢niho média
a kovy adsorbované na povrch bunék. Nejéastéji je pouzivin
fostatovy pufr (NaH2P04 +Na,HPO,, 0,2 M, pH 7) nebo Tris-
-HCL. Vzorky jsou fedény pufrem v mnozstvi ekvivalentnim
desetindsobku hmotnosti tkdné. Vzorek by mél byt homo-
genizovan sonikaci ultrazvukovym pfistrojem, u celistvych
tkani nebo pletiv je lepsi pouzit mechanického rozrusovani
pomoci mixeru. K separaci metalothioneinu od ostatnich
proteintl se vyuziva jeho termostability a pro tuto operaci
sta¢i denaturace vzorku v termobloku (99 °C, 20 minut). N4-
slednou centrifugaci (4 °C, 16400 rpm, 30 min) je docileno
oddéleni bunéénych kompartmentt od cytoplazmy. Odebra-
ny supernatant miize byt potom analyzovén.

3.2  Separace a detekce metalothioneinu

Separace a detekce metalothioneinu je spojena s urcity-
mi specifiky, kterd vyplyvaji ze skute¢nosti, Ze MT neob-
sahuje aromatické aminokyseliny a v nativnim stavu ani
disulfidické vazby. Nicméné ve své struktufe md vétsinou
zakomponovény ionty tézkych kovu ¢i sulthydrylové sku-
piny, ¢ehoz se vyuzivd pro jeho elektrochemické stanoveni.

3.2.1 Chromatograficka separace
metalothioneinu

Metody separace jsou vétSinou zalozeny na chromatografic-
kych nebo elektromigra¢nich metodach. Pro separaci MT
jsou jako napln nejéastéji vyuzivany silikaty ¢i organické po-
lymery s péry o velikosti 100 - 1000 A. Pro mobilni fizi by
méla byt zvolena voda, ¢i cytosolu podobny pufr, kvili zacho-
vani nativity MT a komplexu MT-kov. K naruseni interakci
mezi staciondrni fazi a MT se vyuziva zvySené iontové sily
(Lobinski, Chassaigne et al. 1998). Analyza eluentu je nej-
Castéji provadéna s vyuzitim UV detekce (254 nm) (Ang and
Wong 1992), ICP-AES (Wolf, Rosick et al. 2000) nebo ICP-
-MS (Polec, Garcia-Arribas et al. 2000) (ionty kova v MT).
Velmi ¢asto je téz vyuzivana HPLC na reverzni fazi. Naplni
kolon jsou nejcastéji C; a C,, uhlovodiky, eluce z hydrofob-
nich fetézct je poté provadéna zvySenim polarity mobilni
faze (methanolem ¢&i acetonitrilem).

3.2.2 Kapilarni elektroforéza

Jako vhodnéjsi metody pro separaci MT se jevi elektromig-
ra¢ni metody, kde se nejvice osvéd¢ila kapilarni zénova elek-
troforéza (CZE), kterd vyuziva pti separaci rozdily v elektro-
foretické mobilité iontd v elektrickém poli. Separace probiha
v tenké kapilafe (50 - 75 um) pti aplikaci vysokého napéti (10
- 30kV). Vyhodou je téz nizky objem potfebného vzorku (de-
sitky az stovky nl). Pro CZE byly optimalizovany idealni pod-
minky separace (slozeni pufru, vhodné pH, vnitini povrch
kapildry, pritomnost detergentt). Bylo zjisténo, Ze boratovy
pufr o pH 9 je vhodnym zakladnim elektrolytem a separace
probihajici v nepokryté kiemenné kapilate za pouziti 15 kV
dosahuje dostate¢ného rozliSeni. Pomoci CZE jsou velmi
dobfe rozliditelné jednotlivé isoformy MT. Je tfeba zdiraznit
vyznam pripravy vzorku, jelikoz je CZE analyza proteint ¢as-
to komplikovéna jejich interakcemi s povrchem kapilary, je
treba dtikladné tepelné denaturovat ostatni termolabilni pro-
teiny pritomné ve vzorku. Vzorek standard MT-1 a MT-2 byl
tepelné denaturovan (99 °C, 20 min) a nasledné centrifugo-
van pro odstranéni pripadnych kontaminaci. Byly analyzova-
ny vzorky v rozsahu koncentraci 0,01-1,25 mg/ml. Davkovani
probihalo hydrodynamickym aplikovanim 3,4 kPa po dobu
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20s, ¢imz doslo k nadévkovani 1 ul vzorku. Byla pouzita spek-
trometricka detekee s vlnovou délkou 214 nm.

Bylo zjisténo, ze kazda z isoforem poskytuje signdl s jinym
migraénim ¢asem. Majoritni pik MT-1 migruje za vy$e uve-
denych podminek s migra¢nim ¢asem 6,4 minuty a majoritni
pik MT-2 s migraénim ¢asem 7,2 minuty. Jak je vidét z obraz-
ku 3, 1ze smés téchto isoforem za danych podminek separovat
s dostate¢nym rozlidenim a identifikovat podle jejich migra¢-
niho ¢asu porovnanim se standardem.

3.2.3 Imunochemické techniky

Druhd skupina detekce MT zahrnuje vyuziti protilitek proti
MT. Do této oblasti patii Western blotting, imunofluorescen-
ce, imunohistochemické techniky, radioimunoanalyza (RIA)
a ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Pouziti pro-
tilatek umoziluje jak kvalitativni tak kvantitativni stanoveni
MT, a to i na trovni jednotlivych isoforem, ptipadné i jeho
vizualizaci ve tkanich ¢i bunkéch. Nejéastéji je MT deteko-
van pomoci imunohistochemie, kde jeho vizualizace exprese
umoznuje studium variability exprese MT na trovni tkani
¢i jednotlivych bunék jako odpovéd na nejraznéjsi podnéty,
napt. pii detekci MT v ledvinach potkana (Santon, Albergoni

et al. 2004), nebo v mozkové tkani mysi (Beltramini, Zam-
benedetti et al. 2004). Variabilita exprese v nadorové tkani
umoznila subklasifikaci Hodgkinova lymfomu (Penkowa,
Srensen et al. 2009). Dal$imi ¢asto pouzivanymi technikami
jsou western-blotting (Hirauchi, Okabe et al. 1999) a ELISA,
které umoznuji kvantitativni, pfipadné semikvantitativni sta-
noveni MT ve vzorcich nejriiznéjsiho ptivodu, ELISA pro de-
tekci MT-1 isoformy v plazmé a v mo¢i (Akintola, Sampson
et al. 1995).

3.2.4 Elektrochemické stanoveni MT

Elektrochemie je analytickym nastrojem, ktery je velmi vhod-
nym pro stanoveni thiolovych latek. Tato metoda dovoluje
krom thiolovych litek také stanoveni thiolovych skupin ve
slozitych molekulach. Diky vysokému obsahu thiolovych
skupin v molekule metalothioneinu jsou elektrochemické
metody obzvlasté vhodné pro jeho stanoveni. Pro zvySeni
citlivosti elektrochemickych metod je ¢asto vyuzivana pre-
nosova adsorptivni technika (AdTs), kdy je MT akumulovan
na povrchu visici rtutové kapkové elektrody (HMDE) a takto
modifikovana elektroda je vlozena do métici nadobky s Br-
dickovym elektrolytem.
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Obrazek 3: Typické elektroferogramy (A) MT-1 0,12 mg/ml; 13 ng/injektaZz a (B) MT-2 0,12 mg/ml; 13 ng/injektaz.(C)
Typicky elektroferogram smési MT-1 a MT-2 (0,15 mg/ml; 16 ng/injektaz). (D) Kalibra¢ni kiivky MT-1 a MT-2 v rozsa-
hu 4,2 ng - 135,9 ng MT a 1 pl injektovaného vzorku. Experimentdlni podminky - zédkladni elektrolyt: 20 mM borit,
pH = 9,5, napéti: + 15 kV, kapildra: 50/57 cm, 75 mm, UV/VIS detekce: 254 nm.




3.2.4.1 Diferen¢ni pulsni voltametrie

Jde o elektroanalytickou metodu, pti niz se studuje zavislost
elektrického proudu tekouciho pracovni elektrodou pono-
fenou v analyzovaném roztoku na jejim potenciélu, ktery se
s ¢asem méni. Pfi této metodé (Obr. 4) je potencidl linedrné s
¢asem se ménici prekladdn napétovym pulsem o amplitudé 10
az 100 mV a dobé trvani fadové desitek ms. Napétovy puls je
aplikovan ke konci doby Zivota kapky, pri¢emz celkovd doba
kapky je fizena elektronicky klepatkem. Registruje se rozdil
proudi zmétenych tésné pied vlozenim pulsu a na jeho konci.
Zavislost rozdilu prouda na potencidlu prochdzi maximem,
ma tvar piku. Poloha piku na potencidlové ose je ddna kva-
litou analytu, jeho vyska zévisi na koncentraci (Barek 2005).

Vznikly amoniak zvy$uje pH a tim vytvari podminky pro
katalytickou reakci, kterd by mohla probéhnout pozdéji
s vyuzitim NH,* kationtu. Prvni redukce kobaltu z oxida¢niho
¢isla III na II vytvori polarografickou vlnu v potencidlu
priblizné Ep = - 0,3 V. Nasledna redukce nep#ili§ stabilniho
hexaaquakobaltnatého na ¢isty kobalt probihd pii potencidlu
-1,2 V. Jako vysledek redukce [Co(NH,),]Cl, vamonném pufru
tedy vzniknou dvé polarografické viny v potencidlu ptiblizné
Ep=-0,3V(Co**>Co*)aEp=-1,2V (Co*>Co" (Obr.5B).

Pokud by ale pfidana litka obsahovala sulthydrylové
skupiny, nasledné reakce by po prvni redukci probiha-
ly ndsledovné. Prvni signdl je opét signal redukce kobal-
tittho komplexu na kobaltnaty. Ale protoze —-SH skupiny
(potazmo -S-) jsou mékké baze (diky velikosti a hustoté na-
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Obrazek 4: Charakter vklddaného potencialu (A) a
registrovand polariza¢ni kiivka pfi diferen¢ni pulsni
voltametrii (B). t, je doba kapky, I doba trvani pulsu, t_
limitni proud. Pfevzato a upraveno z (Barek 2005).

3.2.4.2 Brdickova reakce

Jedna se o katalytickou reakei v Brdi¢kové roztoku. Zminény
roztok je slozen z amonného pufru (chlorid amonny a amo-
niak) a kobaltitého komplexu (chlorid hexaamminokobaltity
komplex). Dlouhou dobu pribéh reakei nebyl zndm. Dnes
miizeme alespon navrhnout ptijatelné teorie, nicméné u ka-
talytickych jevii v elektrochemii je jesté fada nejasnosti. Che-
mické jevy popsané nize se zakladaji na interakci [Co(NH,) ]
Cl, s -SH skupinou proteinu. Jako elektrolyt je pouzit jiz zmi-
nény amonny pufr s vysokym pH. Nejprve dochazi redukci
Co’* na Co** za vzniku [Co(NH,) ]** (Obr. 5A). Protoze ko-
baltity ion je zafazen mezi tzv. tvrdé kationty a amino skupina
mezi tzv. tvrdé anionty, je vznikly komplex stabilni. Po redukci
vznika kobaltnaty ion, ktery je jiz vétsi, ma mensi povrchovou
hustotu naboje a je tudiz mékky. Stabilita komplexu mékkych
a tvrdych kyselin a bazi je nizkd a produkt redukce (hexaam-
minkobaltnaty ion) je hydrolyzovan podle nasledujici reakce:

[Co(NH,) J** + 6 H,0 > [Co(H,0) ** + 6 NH,

boje), vznika stabilni komplex RS,Co (Obr. 5) podle rovnice:
[Co(H,0) J** + R(SH), > RS,Co + 6 H,O + 2 H"
Druhy signal neni tedy redukci [Co(H,0)]*, ale Co*

navazaného v komplexu thiolovych skupin. Prabéh redukce
by se dal popsat nasledovné:

RS,Co +2e > Co’+R(S),

Pfi vyssich koncentracich thiolovych chelatd miize byt pozo-
rovan i pik Col, ktery odpovida redukci [Co(H,0),]** a ktery
se nalézd v kladnéjsim potencidlu nez pik redukce RS,Co. Vo-
dikové ionty, vzniklé zdménou ligandt vody za sulthydrylové
skupiny, jsou absorbovany molekulami amoniaku za vzniku
amonnych iontd.

Po redukci Co®* na Co’ je skupina R(S), okamzité
protonovana NH,* skupinou a sloucenina je obnovena a
schopna vazat dal$i hexaquakobaltnaté jonty. Posledni dva
signaly (Catl - Ep = - 1,35 V a Cat2 - Ep = - 1,48 V) jsou po
ptidani slouceniny s -SH skupinami katalytické povahy. Cat2
je ztejmé vysledkem redukce H* iontti vzniklych z reakce mezi
R(SH), a [Co(H,0)]**. Jedna se o katalyticky jev, protoze po
zvyseni teploty byl pozorovan tbytek signalu, coz nasvédéuje
z4visly na povrchové reakci. Reakce R(SH), s [Co(H,0),]*



probthd na povrchu elektrody a R(SH), je katalyzitorem
vyvoje vodiku z elektrolytu (Fabrik 2008).

Bylo zji$téno, ze pfi pouziti Brdi¢kovy reakce je analyzovédna
hladina MT, a vyska posledniho signdlu (-1,48 V) na volta-
mogramu Brdi¢kovy reakce s redlnym vzorkem je zavisla
na jeho koncentraci (Raspor 2001).

k ni ptidano 700 U kyseliny dusi¢né (65%, w/w) a 300 1
peroxidu vodiku (30%, w/w). Lahvicky byly zaplombovany
a dany do mikrovlnné trouby k mineralizaci mikrovlnnym
rozkladem. Podminky rozkladu byly nésledujici: vykon - 50,
100, 150 a/nebo 200 W, doba mineralizace: 15 min. Maximum
teploty bylo 80 °C. 100 Wl mineralizatu bylo pfepipetovano
k 900 Ll acetatového pufru (pH 5). Kontrolni vzorek byl vzdy

ptipraven za stejnych podminek.
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Dal$im postupem pro stanoveni

20 fmol MT MT u erytrocytd byl experiment
na erytrocytech z prasat s mela-
nomem (Sus domesticus, rako-
vinové linie MeLiM), kde bylo
elektrochemicky stanoveno kromé
MT také Zelezo. Periferni krev byla
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Obrazek 5: (A) Pravdépodobné schéma katalytického vy-
lu¢ovani vodiku pti Brdickové reakei. Upraveno podle (Ra-
spor, Paic et al. 2001). (B) Voltamogram MT pro koncentra-
ci MT 20 fmol s vyse popsanymi piky (upraveno a prevzato
(Petrlova, Potesil et al. 2006)).

VI. Prakticka ¢ast

4.1  Priprava vzorki

Ptiprava vzorkd pro stanoveni MT je zévisld na slozeni ma-
trice, ve které chceme tento protein stanovit. V nésledujicim
textu jsou uvedeny pripravy ruznych typua vzorki pro elektro-
chemické stanoveni metalothioneinu.

4.1.1 Priprava vzorku z plné krve

Pro elektrochemické stanoveni MT byl pouzit nasledujici
postup: 0,1 g vzorku bylo smichano s 500 Wl fosfatového
pufru (0,2 M, pH 7,0), dle rozmélnéno ultrazvukem v ledové
ldzni 3 min pfi 16400 rpm. Vzorky byly homogenizovany
v temomixéru pii 99 °C, 15 min, za stidlého michéni.
Denaturovand smés byla dale centrifugovana pfi 16400 rpm,
30 min. na 4 °C. Pro stanoveni MT byla pouzZita smés 10 [l
supernatantu a 990 U fosfitového pufru o pH 7,0. Popsané
kroky byly provedeny na EP Motionu 5075, automatické
pipetovaci stanici (Obr.6), (Hynek, Krejcova et al. 2012),
(Pohanka, Sochor et al. 2012), (Huska, Adam et al. 2011),
(Huska, Adam et al. 2010), (Adam, Fabrik et al. 2010).

Na realnych vzorcich byl vy$e popsany postup realizovan z
krve supt, supa mrchozravého (Neophron percnopterus) a supa
hnédého (Aegypius monachus)) nahodné otravenych olovem
pochazejicim z barevného natéru. U téchto vzorku byla
elektrochemicky proméfena hladina Pb**, Cd** a MT (Hynek,
Prasek et al. 2011). Pro stanoveni Pb** ve vzorcich byl postup
nasledujici: 10 Pl krve bylo dano do sklenéné lahvicky a bylo

s ethylenediamintetraoctovou ky-
selinou (EDTA), dale centrifugo-
vano z dtivodu ziskani krevni plazmy a erytrocyti. Erytrocyty
byly dvakrat promyty fyziologickym roztokem a okamzité
zmrazeny (Kremplova, Krejcova et al. 2012). Takto nachysta-
né vzorky byly nasledné po rozmrazeni opét centrifugovany
10 min pf#i 2000 rpm. Krevni plazma, ktera jesté ve vzorku za-
stala, byla nésledné odebrana. 0,1 g erytrocytt bylo pfendano
do Eppendorf zkumavek. Poté byly vzorky zmrazeny tekutym
dusikem po dobu 5 min pro poruseni bunék. Nasledné bylo
pfidano 500 pl 1mM HCl a vzorky byly sonikovany 2 min pfi
40 W. Homogenizace byla provadéna vortexovanim 10 min
pti 400 rpm a nasledné centrifugovana 30 min pfi 16400 rpm
pred dalsi analyzou. Ziskany supernatant (100 [Ll) byl pfepi-
petovan do novych Eppendorf zkumavek se 100 LU triflouroc-
tové kyseliny (20% TFA). Nafedéné vzorky byly opét centrifu-
govany 10 min pti 16400 rpm a supernatant (20 [l) byl pouzit
k elektrochemické detekci.

4.1.2 Priprava vzorku z krevni plazmy

Vzorek krevni plazmy byl centrifugovan na 16400 rpm
10 min, pfi 20 °C. Dal$i kroky pro pifipravu vzorkd na
stanoveni metalothioneinu byly provddény na automatické
pipetovaci stanici. 10 pl vzorku bylo napipetovano spole¢né
s 990 ul fosfatového pufru pH 6,9 pfi teploté 4 °C a takto
ptipraveny vzorek byl denaturovan piti 99 °C po dobu
20 min. Podrobnéjsi popis nastaveni jednotlivych kroki na
EP Motionu je nasledujici: 1) Metalothionein serum serie
A[ pozice 1-24]; 2) Poéet vzorka: Variabilni maximum -24;
3) Teplota: TEMP3 stabilni +4 °C; 4) Pfenos ¢inidla pomoci
TS_1000 990 ul multidisp, Tubs 1 to dwp 96; 5) Pfenos vzorku
pomoci TS_50 10,0 ul pipetovani do Tube 3 to dwp 96 1; 6)
Teplota TEMP1 stabilni + 99 °C; 7) Cekéni TEMP1 15min
00sec; 8) Pipetovani vzorku TS_1000 1000 pl se pipetuje
do dwp96 1 Tube 1; 9) Konec metody. Vlastni usporadani
pracovni plochy automatické pipetovaci stanice ukazuje
obrazek 6.



MT byl také elektrochemicky stanovovan v krevni plazmé
kralika, do jejichz pravého oka byla pfi anestezii zvitete
aplikovana karboplatina (0,05 mg v celkovém objemu 0,1 ml)
(Krizkova, Fabrik et al. 2010). Levé oko slouzilo jako kontrolni.
Krev byla odebrana z periferni usni zilky v 0, 6, 24,48 h, 7 a 14
dnech po aplikaci karboplatiny. Odebrana krev byla smichdna
s heparinatem amonnym, centrifugovana 10 min pti 3000 rpm
pro odstranéni krevni plazmy. Zkoumdna byla hodnota,
resp. zména hodnoty MT v zavislosti na ptsobeni cisplatiny.

4.1.3 Priprava vzorki Zivoci$nych tkani

100 mg tkané bylo smichano s 1000 pl fosfitového pufru
o pH 7. Vzorek byl rozmixovan pomoci mechanického
homogenizitoru ULTRA - TURBAX T8 (IKA - WERKE) po
dobu 5 min. a ddle homogenizovdn pomoci mechanického
homogenizitoru SCHUTT (na ledu). Smés byla nasledné
vortexovana po dobu 15 min. Vzorky se uchovavaly po
celou dobu homogenizace na ledu. Nasledné byl vzorek
centrifugovan 20 minut pti 4 °C, 16400 rpm. Po centrifugaci
bylo odebrano 10 ul vzorku, ke kterému bylo ptidino
990 ul fosfatového pufru a nésledovala 20 min denaturace
pomoci termobloku na 99 °C. Po denaturaci byl vzorek
opét centrifugovan 20 minut pti 4 °C, 16400 rpm. Pro
elektrochemické stanoveni MT byl odebran supernatant.

Vyse popsany postup byl aplikovan pti stanoveni MT
v tkani zivorodek (Poecilia reticulata). V tomto experimentu
byly Zivorodky vystaveny ptisobeni Ag" v podobé 50 mM
AgNO, (Trnkova, Fabrik et al. 2011). Zivorodky byly po 4
dnech usmrceny, umyty destilovanou vodou a 0,5 M EDTA
a nakonec byl vzorek tkdné (cca 0,2 g) zamraZen tekutym
dusikem.

Dal$im experimentem, ktery vyuzil vySe popsaného postupu
ptipravy (modifikovaného) vzorku, byl pokus, ve kterém byl
zkoumadn efekt selenu na antioxida¢ni status spermatu kanct
(Sus scrofa). 28 kancti bylo rozdélenych do 4 experimentalnich
skupin po 7 v kazdé skupiné. Zvifata v kazdé skupiné
pijimaly v potravé jednu z forem/davek selenu. Sperma bylo
zamrazeno. 0,5 ml rozmrazeného spermatu bylo doplnéno
do 2 ml tekutym dusikem a bylo pfiddno 0,5 ml fosfatového
pufru. Smés byla sonikovana ultrazvukem 2 min pfi 3000 rpm.
Po homogenizaci byl pfidan 1 ml fosfatového pufru. Takto
ptipravené vzorky byly dale homogenizovany vortexem pii
2000 rpm po dobu 15 min. Poté byly vzorky centrifugovany
(16400 rpm pii 4 °C, 20 min.) a pouzity pro elektrochemické
stanoveni MT. Pri analyze byla také definovand aktivita
glutathion peroxiddzy, glutathion reduktdzy, antioxidacni
kapacita, pomér mezi redukovanou a oxidovanou formou
glutathionu, obsah metalothioneinu a koncentrace zinku
a selenu (Horky 2012).

4.2  Spektrofotometrické stanoveni proteini

Na stanoveni mnozstvi proteint ve vzorku pomoci pyroga-
lové cervené byl pouzit automaticky spektrofotometr BS-400
(Mindray, China), ktery se sklada z kyvetového prostoru (tem-

perovany na 37 + 0,1 °C), reagenéniho prostoru s karuselem
pro reagencie a piipravu vzorkl (temperovany na 4 + 1 °C) a
optického detektoru. Zdrojem svétla je halogeno-wolframo-
va zérovka. Pfenos vzorki a reagenci zabezpecuje robotické
rameno s davkovaci jehlou. Obsah kyvet je promichan auto-
matickym michadlem ihned po pfidani ¢inidla nebo vzorku
o objemu 2 - 45 pl. Kontaminace je minimalizovana diky
proplachovani jak davkovaci jehly, tak michadla MilliQ vo-
dou. Pro detekei bylo mozné vyuzit vinovych délek: 340, 380,
412, 450, 505, 546, 570, 605, 660, 700, 740, 800 nm. Zafize-
ni je plné kontrolovano softwarem BS400 (Mindray, China).
4.2.1 Stanoveni celkovych proteini pomoci
pyrogalové cervené (Skalab test)

Stanoveni celkového mnozstvi proteinu probihd pfi vazbé
komplexu pyrogallolové cervené s molybdenem sodnym
na makromolekuly bilkovin v prostfedi jantarového pufru
(100 mmol/I kyselina jantarova, 6,94 mmol/l benzoan sodny,
0,12 mmol/l molybdenan sodny a 2,09 mmol/l §tavelan sod-
ny) o pH 2,5, pfi¢emz dochdzi k posunu absorpéniho maxima
z vlnové délky 460 nm (¢inidlo) na vlnovou délku 600 nm
(komplex ¢inidla s bilkovinou).

Prakticky stanoveni celkového mnozstvi proteinu probiha
nasledujicim zptsobem: do plastovych kyvet bylo pipetovano
150 pl smési reagencii R1+R2 v poméru 1:1 (50 mM kyselina
jantarova, 3,47 mM benzoan sodny, 0,06 mM molybdenan
sodny, 1,05 mM $tavelan sodny a 0,07 mM pyrogalova ¢erven)
pro stanoveni bilkovin pomoci pyrogalové ¢ervené. Nasledné
bylo pfidano 8 ul méteného vzorku. Po 10 min inkubace pfi
37 °C byla zméfena absorbance pfi vlnové délce A = 605 nm.
Pro vypocet bylo pouzito hodnoty absorbance samotné
reagencie a hodnoty absorbance po 10 minutové inkubaci se
vzorkem.

4.3  Izolace a charakterizace vzorka
obsahujicich MT

4.3.1 Izolace MT pomoci FPLC (fast protein

liquid chromatography)

Systém kapalinového chromatografu Biologic DuoFlow
(Biorad, USA) byl slozen ze dvou chromatografickych pump
pro dopravu elu¢nich pufrd, gelové filtraéni kolony (HiLoad
26/60, GE Healthcare, Upsala Sweden), ddvkovaciho ventilu s
2 ml dédvkovaci smyckou, UV- VIS detektoru a automatického
sbérace frakci (schéma viz obrdzek 7). Jako mobilni fize
pro separaci MT isokratickou eluci bylo pouzito 150 mM NaCl
v 10 mM Tris-HCI pufru (pH 8,6). Prutok mobilni fize byl
4 ml/min. Pfed zahdjenim separace byla kolona po dobu 60
min promyvana mobilni fazi. Pro ovéfeni spravné funkénosti
systému byl analyzovan standard proteinu BSA v koncentraci
1 mg/ml. UV detekce probihala pfi 254 nm. Frakce byly
odebirdny od 50 min v objemu 15 ml na jednu frakei a ty byly
dale analyzovany na obsah MT elektrochemicky.



Obrazek 6: Schéma automatické pipetovaci stanice: (A) Schéma worktable EP Motion 5075. Popis pozic: TO -Chapadlo
(nosnost <1200 g), T1...T4 - Davkovaci stroje: TS 1000, TS 300, TS 300/8, TS 50, tipl000_1 - epTTPS Motion 1000 pl,
tip300_1 - epTIPS Motion 300 pl, tip50_1 - epTIPS Motion 50 ul, Tubs_1 - Drzdk Eppendorf nadrzis 7 x 30 ml zdsobniky
(maximalni objem: 30ml, pracovni objem: 25 ml, limit detekce optického sensoru: 3000 pl), Tube_1 + Tube_2 - Stojan
Eppendorf pro 96 Test Tubes (diametr 10,9 mm and max. 75 mm délka, bez regulace teploty). (B) Simulace pracovni
plochy EP Motion 5075.




Celkova doba analyzy byla 120 min. Na obrazku 8A je chro-
matograficky zdznam extrahovaného vzorku jater krélika z
FPLC a na obrazku 8B je zdznam MT detekovaného hmot-
nostnim spektrometrem MALDI.
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Obrazek 7: Schéma usporadani instrumentace pro iontové
vyménnou kapalinovou chromatografii vyuzivajici monoli-
tickou CIM kolonu.
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Obrazek 8: A) Chromatograficky zaznam z FPLC z
extrahovaného vzorku jater kralika, ktery byl krmen Cd*".
Separace probihala pfi prutoku 4 ml/min v 10 mM Tris
(pH 8,6). VInova délka pro detekci metalothioneinu byla
nastavena na 254 nm. Metalothionein byl z kolony eluovan v
50 - 55 min. Koncentrace kadmia (80 uM) byla analyzovana
diferen¢ni pulsni voltametrii. B) Zdznam z hmotnostniho
spektrometru MALDI - koncentrace izolovaného MT
11,5 puM. Jako matrice byla pouzita kyselina kyano-4-
hydroxycinnamova (HCCA).

4.3.2 Stanoveni zakalu agregacni reakce
albuminu s hodnocenim dle inkuba¢ni doby

Bylo odebrano 19 ul krevni plazmy, ke které bylo ptiddno
500 pl citradtového pufru (25,010 g kyseliny citronové
(monohydrat) p.a. a 23,808 g citronanu sodného (dihydrat)

p-a./11ACS H,0). Poté bylo ke smési pfiddno 63 ul médnatého

¢inidla (5,2 g CuSO,-5H,0 p.a. byl rozpustén v citratovém
pufru na objem 100 ml). Smés se zahtivala na termobloku pii
37 °C po dobu 20 minut. Nasledné byl vzorek zkontrolovan,
hodnoceni bylo provedeno podle doby inkubace (plazma
zdravych lidi vytvori sediment do 50 minut, plazma téZce
nemocnych lidi vytvofi sediment az po 100 a vice minutdch,
Zakal byl méfen pomoci denzitometru DEN-1 McFarland
Densitometer. Denzitometr DEN-1 je uréen pro méfeni
zdkalu v rozsahu 0,3 — 5,0 McFarland (100x10° - 150x10’
bunky/ml). Princip je zaloZen na méfeni optické hustoty
s digitdlnim zobrazenim McFarland jednotky. Prakticky
postup méfeni denzitometrem je nasledujici: nejprve je nutné
zméfit v pristroji pti konstatni vlnové délce prochazejiciho
zéfeni (A = 565 nm) pouze sklenénou zkumavkou, v které
budou nésledné méfeny vzorky. Poté v dané zkumavce budou
proméfeny vSechny vzorky. Ziskdme tim hodnotu absorbance
proslého svétla. Jako hodnota zdkalu se uddva hodnota rozdilu
absorbance proslého svétla bez a se vzorkem. Jednotka zékalu
je AU (absorbance unit).

4.4 Imunochemické metody

4.4.1 ELISA

100 pl standard MT nebo vzorku 1000 x nafedéného v 0,05 M
uhli¢itanovém pufru (0,032 M Na,CO, a 0,068 M NaHCO,,
pH 9,6) bylo adsorbovano na povrch 96 jamkové polystyre-
nové mikrotitra¢ni desti¢ky (Schoeller, Cesk4 republika) po
dobu 1 h pti 37 °C. Po ulynuti této doby byly jamky v desticce
5-krdt promyty po dobu 5 min PBS pufrem s pridavkem
0,05% (v/v) detergentu Tween-20 (PBS-T). Volny povrch
jamek byl nasledné blokovan 1% (m/v) BSA v PBS po dobu
30 min pti 37 °C. Po opakovaném pétindsobném promyti
jamek pomoci PBS-T bylo do jamek pridano 100 pl primarni
slepi¢i protilatky v fedéni 1:500 v 0,1% BSA-PBS a desticka
byla inkubovéana po dobu 2 hod pfi 37 °C. Po promyti PBT-T
bylo do jamek pfiddno 100 pl kréli¢i protilatky proti slepi¢im
imunoglobulinim konjugované s kfenovou peroxidizou
(Sigma Aldrich, USA) v fedéni 1:30 000 v 0,1% BSA-PBS a
desti¢ka byla inkubovéna po dobu 1 hod pti 37 °C. Pied ap-
likaci chromogenniho substratu byly jamky v desti¢ce promy-
ty a inkubovany 15 min s PBS. Nasledné byl PBS odstranéno a
do jamek bylo napipetovano 100 pl substratového roztoku ob-
sahujiciho 0,001% (w/v) 3,335,5 -tetramethylbenzidin (TMB),
10 pl H,O, (30%, v/v), 0,5 ml of 2M citrat - acetdtového pu-
fru o pH 5,8 a 10 ml deionizované vody). Po dostate¢ném
vybarveni jamek (30 min pfi 37 °C) byla reakce zastavena
piidavkem 50 ul 0,5 M H,SO,. Absorbance byla méfena po
uplynuti 20 min pti 450 nm na readeru TECAN Sunrise
(Svycarsko). Méfeni vzorki bylo provedeno ve tfech parale-
lach a na kazdé destic¢e byla zahrnuta kalibra¢ni ktivka stan-
dardu MT v uhli¢itanovém pufru a referen¢ni jamky obsahu-
jici pouze uhli¢itanovy pufr.

4.4.2 Dot-blot

Pro te¢kovaci imunovazebnou analyzu byla pouzita PVDF
membrana (Bio-Rad, USA). 1 pl vzorku byl napipetovan na
membranu. Po usu$eni byla membrana blokovana v 1% roz-



toku bovinniho sérového albuminu (BSA) v PBS (137 mM
NaCl, 2,7 mM KCl, 1,4 mM NaH,PO,, 4,3 mM Na HPO,, pH
7,4) po dobu 30 min na tfepacce. Inkubace s primérni slepi¢i
protildtkou natedéné 1:500 v 0,1% BSA v PBS trvala 1 hod
pti 37 °C na trepacce. Nasledné byla membrana 3-krat 5 min
promyta v PBS-T a inkubovana 1 hod tpii 37 °C na tiepacce
v roztoku krali¢i sekunddrni protilatky proti slepi¢im imuno-
globulinim konjugované s kienovou peroxidazou (Sigma Al-
drich, USA). Po ukon¢eni inkubace byla membrana 3x5 min
promyta v PBS-T a prenesena do roztoku chromogenniho
substratu (0,4 mg/ml AEC (3-aminoethyl-9-carbazol) roz-
pusténého v 0,5 M acetatovém pufru o pH 5,5 s pridavkem
0,1% H,0,). Po vybarveni tecek (cca 10 min) byla reakce za-
stavena oplachnutim membrany destilovanou vodou.

4.4.3 Western-blot

Po elektroforetické (SDS-PAGE,

podminky, 15% gel) byly proteiny pieneseny na PVDF

separaci redukujici
membranu za pouZiti piistroje Biometra Fastblot (Biometra,
Némecko). Pfed blotovanim byla PVDF membrana aktivovana
methanolem (30 s) a ekvilibrovdna 5 min v blotovacim pufru
(12,5 mM Tris-baze, 75 mM glycin a 15 % (v/v) methanol).
Blotovaci sendvi¢ byl sestaven ze tfi vrstev filtra¢niho papiru
nasaknutého blotovacim pufrem, membrany, gelu a dalsich tt
vrstev filtra¢niho papiru. Blotovani probihalo pfi laboratorni
teploté po dobu 45 min pti konstantnim proudu 0,9 mA na
1 cm? membrany. Po pfenosu byla membrdna blokovana
pomoci 1% BSA v PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,4 mM
NaH,PO,, a 4,3 mM Na HPO,, pH 7,4) po dobu 30 min.
Inkubace s primdrni slepi¢i protildtkou fedénou 1:1000 v 0,1%
BSA v PBS probihala po dobu 12 hod pti 4°C na tfepacce. Poté
byla membrana 3x5 min oplachnuta v PBS-T a inkubovana
1 hod s krali¢i protilatkou proti slepi¢im imunoglobulinim
konjugovanou s kfenovou peroxidazou fedénou 1:6000
v 0,1% BSA v PBS. Po trojnasobném promyti v PBS-T byla
membrana inkubovéna v substratovém roztoku (0,4 mg/ml
AEC - 3-aminoethyl-9-carbazol v 0,5 M acetatovém pufru
s pridavkem 0,1% H,0,, pH 5,5), dokud nedoglo k vybarveni
bandi (cca 10 min), reakce byla poté ukoncena opldchnutim
membrany destilovanou vodou.

4.5 Optimalizace automatické
elektrochemické detekce

Meéfeni probihalo na automatizovaném elektrochemickém
analyzatoru skladajiciho se ze tfi modult: z Autosampleru
695, 747 VA Standu a 693 VA Trace Analyzeru (Metrohm,
Svycarsko). 747 VA Stand je polarograf s vestavénym poten-
ciostatem/galvanostatem se standardnim tfielektrodovym
zapojenim. Odesland data vyhodnocuje 693 VA Trace Analy-
zer, ktery je schopen plné automatické analyzy vysledku (od
vyhodnoceni kalibra¢ni kiivky az po odecteni koncentraci ze
vzorki). Vysledky mohou byt pfeposlany i do PC. 695 Auto-
sampler se stard o automatické nadavkovani vzorku do méfici
nadobky 747 VA Stand s elektrolytem. Pfistroj je jako jeden
z mala schopen nabirat velmi malé objemy vzorku (fddové
jednotky ul). O presné déavkovani se staraji davkovaci smyc¢-
ky o maximalnim objemu 100 ul pro vét$i mnozstvi vzorku a

davkovaci smy¢ky s maximéalnim objemem 10 pl pro preciz-
ni odbéry malych objemt. Kapilara urcena k odbéru vzorku
je fizena vzduchovou pumpou, ktera ji dovoluje rozpoznat
hladinu kapaliny a brani tak zbyte¢nému opotiebeni ptistro-
je. Mikrozkumavky se vzorky jsou umistény v zdsobniku na
vzorky nasi konstrukee, ktery je vybaven chladicim zafizenim
a udrzuje vzorky pti konstantni teploté (4 °C), ¢imz chrani
vzorky pred tepelnym znehodnocenim. Na chlazeni zadsob-
niku na vzorky je téZ napojeno chlazeni elektrolytu v méfici
nadobce a zasobniku pro elektrolyt (JULABO Labortechnik,
Némecko). Cerpani elektrolytu a oplachové vody (Mili Q
voda, Millipore Corp., USA, 18 MQ) ¢i nasledné jejich odvod
je zajistén automatickymi byretami Dosino 300 (Metrohm,
Svycarsko) o objemech 20 ml (elektrolyt) a 2 x 50 ml (opla-
chové voda a sbér odpadu).

4.5.1 Mérici postup

Po vynulovani nastaveni v8ech automatickych byret je na-
pustén do méfici nadobky elektrolyt (ImM [Co(NH,) ]CI, a
ImM amonny pufr NH, (aq) + NH,Cl, V = 1,995 pl). Nasle-
duje odbér vzorku pomoci 695 Autosampleru; objem vzorku
je standardné 5 pl, ale Ize pipetovat i objemy vétsi. Nejprve je
kapildra omyta vodou, poté je odebran urceny objem vzor-
ku ze zadsobniku. Po dal$im omyti je vzorek nadavkovan do
méfici nadobky. Samotné méfeni je zapocato vnesenim prou-
du argonu do elektrolytu (20 s) pro dostate¢né promichani
vzorku v zdkladnim elektrolytu. Nasleduje vytvoreni pracovni
elektrody (HMDE) a akumulace vzorku na povrchu pracovni
elektrody (E=0V, 120 s). Za¢atek zdznamu je nastaven na po-
¢ate¢ni potencidl -0,7 V, kone¢ny potencidl je -1,75 V, modu-
la¢ni ¢as 0,057 s, Casovy interval 0,2 s, potencialovy krok 2 mV,
modula¢ni amplituda -250 mV, Eads = 0 V a objem vsttiko-
vaného vzorku 5 pl. Objem Brdi¢kova roztoku pouzitého pro
stanoveni jednoho vzorku je 1995 pl. Tento méfici cyklus je
opakovan pétkrat, po patém proméfeni vzorku je objem méti-
ci nddobky odsat odpadovou byretou a nddobka promyta Mili
Q vodou (3 x 25 ml), ¢im? je elektrochemicka cela ptipravena
k dal$imu méfeni. Naméfena data byla exportovana do soft-
waru VA Database 2.2 (Metrohm, Svycarsko) a vyhodnoce-
na v programu Matlab. Kalibra¢ni k¥ivka metody je na Obr.
10. Pro stanoveni koncentrace MT ve vzorku se vyhodnocuje
vyska piku Cat2, ktery ma své maximum pii potencidlu -1,4 V.
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4.5.2 Objem nadavkovaného vzorku

Optimélni objem vzorku vlozeného do méfici nddobky s
elektrolytem je omezen na jedné strané chybou v dévkovani
ptistroje, na druhé strané pak snahou o co nejmensi objem
odebraného vzorku. Nasttik 5 ul byl zvolen jako kompromis
v8ech pozadavki na objem dévkovaného vzorku (dobré ode-
zva signdlu s co nejmensim objemem pouzitého vzorku) (Obr.
11). Chyba stanoveni je u davkovaného objemu 5 pl 4,3%.

4.5.3 Cas akumulace

Pii optimalizaci akumulace na HMDE pti nulovém poten-
cidlu byl kladen duraz na velikost signalu. Pti pétindsobném
opakovani méfeni ve stejném elektrolytu pfi zachovani dlou-
hé akumulace dochdzi k nadmérnému tniku NH, a zeslabo-
vani signalu pozdéjsich méfeni téhoz vzorku. Zvolena délka
akumulace, t = 120 s, je tedy kompromisem mezi intenzitou
signalu a co nejkrat$i dobou potfebnou ke zméfeni vzorku
v elektrolytu (Obr. 12).
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Obrazek. 11, 12: Zavislost vysky piku signalu Cat2 na dav-
kovaném objemu (modra zavislost). Zavislost vysky signélu
Cat2 na ¢ase akumulace (100 % odpovida 20 s akumulace,
Cervena zavislost).

4.5.4 Vliv teploty na vysku Cat2 piku

Protoze vyska signalu Cat2, ktera odpovidd koncentraci MT,
je zavisld na teploté, byl studovan také vliv teploty. MT (40
fmol) byl adsorbovén 120 s na povrchu HMDE, elektroda
byla nésledné omyta a elektrochemické stanoveni bylo prove-
deno za ptitomnosti Brdi¢kova roztoku pfi riznych teplotach
(5, 10, 18, 25 a 30°C). Bylo pozorovano snizeni Cat2 signalu
0 0,6% na jednotku stupné Celsia (Obr. 13). Z tohoto davodu
byla zvolena teplota 4 °C jako nejvhodnéjsi teplota pro sta-
noveni MT Brdickovou reakci (Petrlova, Potesil et al. 2006).
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Obrazek 13: Zavislost vysky signalu Cat2 na teploté; kon-
centrace MT byla 40 fmol (Petrlova, Potesil et al. 2006).

4.5.5 Vyhodnoceni naméfenych dat

Koncentrace MT byla kvantifikovana pomoci kalibra¢ni
kiivky standardu MT. MT pti elektrochemickém stanoveni
v Brdi¢kové roztoku poskytuje ¢tyfi piky pfi rtiznych poten-
cidlech. Ke stanoveni koncentrace MT byl zvolen jako nejvice
vypovidajici pik Cat2 pfi potencialu -1,4 V. Vyska tohoto piku
se méni linedrné s koncentraci MT (Obr. 10A) a proto podle
vysky tohoto piku je stanovovana koncentrace MT v nezna-
mém vzorku.

4.6  Vysledky pro vyuziti metodiky v

Zivotnim prostiedi

Metalothionein je velmi ¢asto spojovan s plisobenim streso-
vych faktor na organismus. Mezi tyto stresory patii velmi
Casto také tézké kovy. Stejné jako je ruiznd distribuce MT v or-
ganismu, tak je rizna i distribuce MT, véetné jeho isoforem.
Stanoveni MT se proto rtizni dle zvoleného zdroje vzorku: ja-
tra, ledviny, mozek, krev, krevni sérum, kosti, atd. Nésledujici
¢lenéni kapitol zohlediuje pravé zdroj vzorku pro analyzu MT.
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Obrazek 14: Schéma zatiZeni oblasti Zivotniho prostfedi
s vazbou na MT.

4.6.1 Konkrétni pristupy vyuziti metodiky
v hodnoceni zivotniho prostiedi ionty tézkych kovi

Jako modelové organismy pro studium znecisténi zivotniho
prostiedi byly zvoleny supi, kapii a netopyri.

4.6.1.1 Pristup 1: akutni intoxikace olovem u supa

Analyza krve: Pro stanoveni olovnatych a kademnatych ion-
ti a MT v krvi a vejcich supti (sup mrchozravy (Neophron
percnopterus), sup hnédy (Aegypius monachus)) nahodné
otravenych barevnymi natéry lze vyuzit elektrochemickou
metodu a pro stanoveni Ca, Mg, Fe, Zn and Cu spektrome-
trickou (Hynek, Prasek et al. 2011). V ptipadé popsaného
experimentu byly jako kontrolni sada pouzity vzorky z neo-
travenych supti (Aegypius monachus). Na zakladé ziskanych
vysledkt vyplyvd, Ze hladina iontt olova (Pb**) se u otrave-
nych supt pohybovala v rozmezi 1-5 pg/ml krve. Dale bylo
elektrochemicky stanoveno Cd a spektrometricky Ca, Mg, Fe,
Zn a Cu. Bylo potvrzeno, ze metalothionein souvisi s ochra-
nou organismi proti kovovym iontim. Vysledny obsah MT
byl 1,82 + 0,31 ng/mg proteini u otravenych supii ve srovnani
s kontrolni skupinou (0,71 + 0,19 pg /mg proteint), coz zna-
meng, Ze hladina MT byla zvy$ena o vice nez 250 %.

Analyza orgdnii: Pro stanoveni olovnato-indukovanych
komplextt (Pb*) lze pouzit embrya supii, z nichz jako
vhodné organy pro dal$i analyzu se jevi jatra, ledviny, kos-
ti, Zloutek a bilek z vajec a mozek embrya. Jako kontrol-
ni vzorky byla pouzita slepi¢i vejce. Kontrolni vzorek byl
vzdy ptipraven za stejnych podminek (Hynek, Krejcova et
al. 2012). Nejvyssi obsah olovnatych ionti byl pozorovan
v jatrech a ledvinach (cca 5 pg/g tkané). Nejvyssi obsah
MT byl stanoven v bilku (vice nez 12 pg/g), dale v zloutku

sledky ukazuji na vysoce aktivni obranu embrya proti Pb*".

4.6.1.2 Pristup 2: akutni intoxikace kadmiem u
kapra

Analyza orgdnii: Pro analyzu vlivu kadmia (v podobé CdCl,
ptiddvaného do vody) na hladinu metalothioneinu u kapra
(Cyprinus carpio) lze vyuzit postup publikovany v ¢lanku
(Kovarova, Kizek et al. 2009). Kapfi byli vystaveni ptisobeni
CdCl, v koncentracich 05 2,5; 5; 7,5; 10 a 12,5 mg/l po dobu 24,
48,72 a96 h. V obrazku 16 jsou prezentovany naméfené kon-
centrace metalothioneinu v jatrech téchto kaprii. Z vysledka
vyplyvd, Ze kovy mohou indukovat syntézu MT, coz zvysuje
vazebnou kapacitu kovu a detoxika¢ni schopnost organismu.
Vyse popsané zavisi na mnoha faktorech jako na druhu a stari
ryb, podminkéch expozice, ¢asovém obdobi a na zdroji kad-
mia. Bylo potvrzeno, Ze koncentrace buné¢nych stresovych
proteint (véetné MT) je dobrym ukazatelem znecisténi vody.
Vysledky ukazuji postupné zvySovani kadmia ve svalech s do-
bou jeho pusobeni. Hladina MT dosdhla vysoké hodnoty
(nad 130 ng/g) pti pasobeni 2,5; 5 a 7,5 mg/l a nizké hladiny



(50 ng/g) pti ptisobeni 10 a 12,5 mg/l CdCl,. Toto zjisténi pot-
vrzuje, Ze syntéza MT a vazebnd kapacita tohoto proteinu je
omezena. Z obrazku 16 je zfejmé, Ze hladina MT je nejvyssi
ve skupiné vystavené 5 mg/l a 2,5 mg/l kadmia po dobu 48 h,
u kontrolnich skupin a skupin vystavenych 12,5 mg/l Cd.
Signifikatni rozdily byly zjistény mezi kontrolni skupinou
a skupinou vystavenou 5 mg/l Cd, mezi skupinou vystavenou
5 mg/la 12,5 mg/l1 Cd po dobu 24 h, dile mezi kontrolni sku-
pinou a skupinou s 2,5 a 5 mg/l Cd (ptisobeni 48 h), mezi
5 mg/la7,5mg/l, mezi 7,5 mg/l a 12,5 mg/l (72h) a mezi kon-
trolni sadou a 5 mg/1 Cd pfi pusobeni 96 h.

Faktory chemické

a fyzikalni Shir vzorkd
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Obrazek 15: Schéma vyskytu MT v Zivotnim prostfedi.

4.6.1.3 Pristup 2: akutni intoxikace selenitych ionty
u divokych kanca

Analyza sperma: Efekt selenu na antioxida¢ni status kanci
(Sus scrofa) 1ze zkoumat elektrochemickym stanovenim MT,
Se a Zn. V dané sadé bylo 28 kancti rozdéleno do 4 experi-
mentalnich skupin. Zvifata v kazdé skupiné prijimala v po-
travé jednu z forem/davek selenu. Pouzité varianty byly nasle-
dujici: organicka forma selenu (0,3 a 0,6 mg Se/kg potravy) a
anorganicka (0,3 a 0,6 mg Se/kg potravy). Od kazdého kance
byly v daném ¢asovém tseku odebrany 3 vzorky spermatu.
Kontrolni odbér byl odebran pred zahajenim podavani Se v
krmivu. Ve vzorcich byl sledovdn obsah metalothioneinu a
koncentrace zinku a selenu (Horky 2012). Ziskané vysledky
jsou prezentovany na obrazku 17. Zde je prezentovan efekt
selenu na mnozstvi zinku a MT ve spermatu kanci: skupina
1 - 0,3 mg Se/kg potravy (organicka forma); skupina 2 - 0,3
mg Se/kg (anorganicka forma); skupina 3 - 0,6 mg Se/kg (an-
organickd forma). Zavérem lze fici, Ze skupina kanctl, jejichz
krmivo bylo obohaceno o 0,3 mg Se/kg krmiva v anorganické
formé, prokazuje snizeni produkce spermii. Zvirata, jeZ méla
krmivo obohaceno o 0,6 mg Se/kg krmiva organické formé,
maji vyssi droven Se v ejakultu. Nebyla zjiténa zadna kore-
lace mezi MT a Zn.

Kontrola Zivotniho
prostiedi

4.6.1.4 Pristup 4: akutni intoxikace netopyru ionty
tézkych kovu

Analyza orgént: Ucelem této studie (Pikula, Zukal et al. 2010)
bylo kvantifikovat koncentrace tézkych kovti (Pb a Cd) v led-
vinach, jatrech a prsnich svalech ve vztahu k MT v krvi. Bylo
zkoumdno celkem 106 netopyrt z 11 evropskych druha (tj.,
Myotis myotis, Myotis daubentonii, Myotis brandtii, Myotis
nattereri, Myotis emarginatus, Myotis mystacinus, Pipistrellus
pipistrellus, Pipistrellus nathusii, Pipistrellus pygmaeus, Nycta-
lus noctulla, Eptesicus serotinus). Nejvy$si hladiny MT byly
nalezeny v Pipistrellus pipistrellus. Vysoké hladiny MT byly
také zjistény u juvenilnich netopyrti a netopyru, kteti se zivi
vodnim hmyzem. Kadmium bylo zji$téno pouze v ja-
trech a ledvinach Myotis myotis, s vyjimkou jednoho
nélezu Pipistrellus pipistrellus. Mladata Myotis myotis
méla signifikantné vy$s$i hladinu Zn v jatrech a ledvi-
nach nez dospéli. Zajimavé je, ze koncentrace Pb v ja-
trech byla ptiblizné dvakrat vy$si u samic nez u samctt
druhu Myotis myotis. Stejny rozdil mezi pohlavimi byl
nalezen v pripadé koncentrace Zn v ledvinach Pipistre-
llus pipistrellus. Tato studie potvrzuje expozici netopy-
rd toxickymi tézkymi kovy (Pb, Cd) v Ceské republice
a poskytuje udaje o obsahu MT v tkanich netopyra.

4.6.1.5 Pristup 5: akutni kontaminace
laboratornich potkant deoxynivalenolem

Analyza organt: Cilem této studie (Sobrova, Vasatkova
et al. 2012) bylo zjistit vliv deoxynivalenolu (DON, lidského
mytotoxinu) kontaminujiciho zaplisnéné obili na zdravotni
stav potkanu a jejich schopnost odolévat oxida¢nimu stre-
su. Potkani byli krmeni krmivem obsahujicim DON spolu s
organickou a anorganickou formou Zn** a vitaminy po dobu
28 dni. Studie se zaméfuje zejména na zkoumani ochrannych
mechanismii pfed nepfiznivymi u¢inky xenobiotik, drov-
né redukovaného glutathionu a MT. Nejvys$si mnozZstvi bylo
obsazeno v jatrech (6,7 ug/l) aledvinach (6,1 pg/ml) jakozto
organech zabezpecujici detoxifikaci xenobiotik. Jejich mnoz-
stvi bylo az dvojndsobné oproti ostatnim orgdntim. Zvyse-
nou hladinu taktéz vykazovala plazma (4,9 pg/ml) a slezina
(4,2 pg/ml). Podobnd hladina je nejspise dana funkei sleziny
jako rezervodaru krve. Slezina se téZe podili na imunitni obra-
né organismu, a v ni detekovana zvy$ena hladina MT muize
byt odezvou na imunosupresivni vlastnosti DONu. Hladiny
MT obsazeny ve zbyvajicich organech se uz prili§ nelisily a
pohybovaly se v rozmezi 3,0 £ 0,1 pg/ml. Koncentrace MT v
mozku se pohybovala okolo 3,1 pg/ml. Tato hladina odpovi-
dé pouze isoformé MT-3, ktera se jedina vyskytuje v mozku.
Hodnota MT srde¢niho svalu (bez krve) je blizkd hodnoté
MT ve svalu z davodi jejich podobné fyziologické funkce
¢innosti svalové tkané. Dal$im testovanym parametrem byl
vliv zine¢natych iont na mnozstvi MT. Skupiny, jejichZ krm-
néd davka byla obohacena zinkem, mély vy$si hladinu MT u
zinku podavaného v organické formé oproti formé anorganic-
ké. Je znamo, Ze zinek indukuje tvorbu MT, avsak u skupin, u
nichz byl podavan DON, se toto mnozstvi sniZovalo. To mtze
byt nasledkem mozné interakce mezi zinkem a DONem, pii-
padné interakcemi mezi zinkem a biomolekulami, které chra-
ni buriku pred toxickym ptlisobenim mykotoxinu. Zavérem
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Obrazek 17 (dole): Zavislost koncentrace MT a Zn na
poddvaném mnozstvi Se v krmivu kanci.(A) Skupina
1-0,3 mg Se/kg v organické formé; (B) Skupina 2 -0,3
mg Se/kg v anorganické formé; (C) Skupina 3 -0,6 mg
Se/kg v organické formé; (D) Skupina 4 -0,6 mg Se/kg v
organické formé.

Obrazek. 16 (nahore): Zavislost zji§téné koncentrace MT v
jatrech kaprti na mnozstvi podavaného chloridu kademna-
tého a délce piisobeni kadmia na kapry.
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Ize tici, Ze MT hraje dulezitou roli pfi detoxikaci mykotoxi-
nt. I kdyz jeho role neni zcela zndma, MT je rozhodujici pro
prerozdéleni ionti dulezitych pro transkripéni faktory a jejich
interakce s volnymi kyslikovymi radikaly, tvofenymi ptsobe-
nim mykotoxint.

4.7  Stanoveni MT jako proliferacniho
markeru

Metalothionein je studovan jako nadorovy marker. Jeho
hodnota se odviji od stddia rakovinového bujeni a velikosti
nadoru. Stanovit MT Ize opét mimo krev i z dalsich orgdnt
jako napt. z mozku, kosti, jater, atd. Nasledujici ¢lenéni kapitol
zohlednuje pravé zdroj vzorku pro analyzu MT.
4.7.1 Konkrétni pristupy vyuziti metodiky
v hodnoceni MT jako prolifera¢niho
markeru

Jako modelové organismy pro studium MT jako prolifera¢ni-
ho markeru byli pouziti potkani kmene Wistar Albino, mysia
prasata linie MeLiM.

4.7.1.1 Pristup 1: studium MT pri obohaceni stravy
selenem na laboratornich potkanech

Analyza organii: Studium selenu a jeho dopad na metabolické
procesy a vybrané antioxidanty lze zkoumat na laboratornich
potkanech. Zkoumana skupina byla tvofena 80 samci bezpa-
togenniho chovu kmene Wistar Albino, ktefi byli rozdéle-
ni po 16 do 5 skupin. Prvni skupina byla kontrolni, nebylo
ji podévéno krmeni se selenem. Testované skupiné nazvané
»anorganicky 50% bylo podavano krmivo se Se v podobé se-
lenitu sodného (0,078 mg Se na kg krmiva). Dalsi skupiné,
oznacené ,organicky 50%“ byl do krmiva ptidavan Se v po-
dobé selenomethioninu. Ctvrtou skupinou jsou potkani, ktef
byly krmeny krmivem obsahujicim selenit sodny - 1,5 mg
na kg krmiva, oznacené jako ,anorganicky 1000%“. Krmeni
v posledni skupiné bylo obohaceno 1,5 mg selenomethioninu
na kg krmiva -,organicky 1000%“. Z kazdé skupiny byla dvé
zvifata usmrcena po 1, 4, 7, 10, 13, 16, 19 a 22 dni krmeni
danym krmivem. Byly odebrany a déle zkoumdny tyto ¢asti
z potkanich tél: stehenni sval, jatra, mozek a ledviny. Superna-
tant pfipraveny podle postupu popsaného v kapitole 4.1.3 byl
pouzit pro elektrochemické stanoveni MT pomoci Brdi¢kova
roztoku (Sochor, Pohanka et al. 2012). Na obrazku 19 jsou
prezentovany zavislosti obsahu metalothioneinu na formé
podéavaného selenu. Z obrazku vyplyvaji nasledujici zavéry:
MT kleséa s délkou pusobeni Se v jatrech, ledvinach a svalech.
Hladina MT klesne ve srovnani s hodnotami na podatku ex-
perimentu o 20 %. MT v mozku klesl ve srovnani s ostatni-
mi organy pouze v prvni ¢asti experimentu. U zvifat, jejichz
strava byla obohacena o anorganickou i organickou formu Se
- 50 % a anorganickou formu Se -1000 %, byla hodnota MT
ke konci pokusu na stejné hodnoté jako na zacatku pokusu.
Oproti tomu v ptipadé Se -1000 % v organické formé hod-
nota MT klesla o 30% pri méfeni MT v mozku. Oproti tomu
v ostatnich organech hladina MT s priibéhem experimentu
Kklesla a to pro vSechny zkoumané varianty Se. Vysledky uve-

dené v ¢lanku potvrzuji predpoklad, Ze se snizujici se hodno-
tou MT je redukovan oxida¢ni stres vyvolany pisobenim Se.

4.7.1.2 Pristup 2: studium MT pfi obohaceni stravy
o vitaminy a houby na laboratornich
potkanech

Analyza orgint: Metalothionein byl stanoven v mozkové
tkani 28 dennich laboratornich potkani Wistar albino (sam-
ctt), ktefi byli 28 dni Ziveni krmivem obohacenym o rtzny
obsah vitamind, pfirozené plesnivou moukou nebo plisnémi.
Tkan z mozku potkant byla odebrdna na analyzu pomoci di-
feren¢ni pulsni voltametrie a Brdi¢kova elektrolytu byl elek-
trochemicky stanoven MT (Vasatkova, Krizova et al. 2009).
Bylo zjisténo, ze hladina MT v mozku potkant byla vyssi pti
podévéni standartni krmné smési nez smési doplnéné vita-
miny. Dale byl studovan vliv ptirozené plesnivé psenice. Byla
v ni detekovana pritomnost nasledujicich druht plisni: Mucor
spp, Absidia spp, Penicillium spp. Navic byly také identifikova-
ny a kvantifikovany nasledujici mytotoxiny: deoxynivalenol,
zearalenon, T2-toxin a aﬂatoxiny. Urovetin MT stanovena na
potkanech krmenych 33% nebo 66% plesnivé psenice byla
vyrazné niz$i ve srovnani s kontrolami. Na druhé strané u
potkanti krmenych 100% plesnivou psenici byla hladina MT
niz§i. U potkant, ktefi byli Ziveni plesnivou pSenici oboha-
cenou o vitaminy, byl zji§tén neptiznivy efekt ve srovnani s
potkany zivenymi jen plesnivou p$enici bez vitaminti. Myko-
toxiny a vitaminy maji vyznamny vliv na hladinu MT v moz-
kové tkani.

4.7.1.3. Pfistup 3: studium MT pfi piisobeni
cytostatik na kraliky

Analyza orgdnt: Vliv cytostatik lze zkoumat pfimo na Zzivo-
¢isich, jak je popsano ve studii autort (Krizkova, Fabrik et al.
2010), kde byla u kralika provedena jednostranna intravitre-
aln{ aplikace cisplatiny (0,05 mg v celkovém objemu 0,1 ml).
Zkoumdna byla hodnota, resp. zména hodnoty MT v zavis-
losti na ptisobeni cisplatiny. Byl studovan vliv délky ptsobeni
karboplatiny na hodnotu MT. MT (0,4 mg/ml) byl vyuZit pro
studium interakee s cisplatinou a karboplatinou. Ze ziskanych
vysledkd vyplyva, ze katalyticky signal Cat2 klesd s rostouci
interakei ¢asu. Po 20 minutach signal Cat2 poklesl o vice nez
60% v ptipadé obou cytostatik. U obou 1é¢iv byly ziskany po-
dobné vysledky, ale pokles signélu byl rychlejsi u cisplatiny,
kde po 15 min interakce nebylo pozorovano zadné dalsi sni-
zeni signélu. Pro karboplatinu pokles signdlu byl pomalejsi a
snizeni signdlu byl kompletni po 20 minutové interakci. Byly
zjistény tyto skute¢nosti: na zacatku byla irovent MT asi 3,5 uM
u zdravych kralikd, po aplikaci cisplatiny doslo k vyraznému
zvy$eni hladiny MT u vSech pokusnych zvirat a to na hodno-
tu vy$$i nez 5 uM. ZvySend hladina MT byla zaregistrovana
nésledujicich 7 dni u vSech pokusnych zvirat. Mirny pokles v
urovni MT byl pozorovan po 14 dnech od aplikace cisplatiny.
Timto experimentem byla potvrzena hypotéza, Ze se hladina
MT vyrazné zvys$i po aplikaci Pt-cytostatik, coz naznacuje
moznouroli MT v odpovédi na terapii platinovymi cytostatiky.
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Obrazek 18: Vyskyt MT a jeho signaliza¢ni draha v orga-

nismu.
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Obrazek 19: Hladina MT ve zkoumanych orgédnech: Hladina byla porovnana
vuci kontrole. Chybové tsecky oznacuji smérodatnou odchylku ze t¥i méfeni.
Metalothionein byl stanoven pomoci diferenéni pulsni voltametrie v Brdickové
roztoku. Vysledky MT byly vztazené ke kontrolni skupiné a prepocteny v
procentech. Kontrolni skupina méla hodnotu 100 % z hodnot ziskanych pro
3,7 UM - jétra, 0,1 uM - mozek, 2,7 uM - ledviny, 0,3 uM - svaly.




4.7.1.4 Pristup 4: monitorovani ionti Zeleza
jako doplnék k pochopeni zhoubného
onemocnéni

Analyza krve: U erytrocyti z  prasat s melanomem
(rakovinova linie MeLiM) bylo elektrochemicky stanoveno
zelezo. Periferni krev byla odebrana u 8 prasat s melanomem
a 8 kontrolnich. (Kremplova, Krejcova et al. 2012). Dany
experiment byl provddén na stacionarnim elektrochemickém
analyzitoru. Obecné tyto analyzitory maji spoustu vyhod,
napifklad v podobé nizkych nakladu, vysoké citlivosti
a opakovatelnosti. Na druhé strané neautomatizované
vstiikovani ~ vzorkdh  patfi mezi hlavni nevyhody
elektrochemickych technik. Vzhledem k této skute¢nosti jsme
se zaméfili na testovani nového elektrochemického systému,
coz nam umoznilo aplikovat jednotky vzorku v ul a pti tom
chladit vzorek

systému byla méfena koncentrace Zeleza

v zasobniku. Pro otestovdni navrzeného
v krevnich
vzorcich prasat MeLiM. Nejprve byl optimalizovdn vhodny
elektrolyt (0,1 M KBrO, + 0,3 M NaOH + 0,01 M TEA, pH
11) a depozi¢ni potencidl 0 V. Také ptiprava erytrocytd byla
optimalizovana. Byly zkoumdny zmény v obsahu Zeleza u
kontrolni skupiny (10 pg Fe/ml) a skupiny zvifat trpicich
melanomem (3,5 pg Fe/l) a jejich vzédjemny vztah s MT.
Obsah MT vzrostl u skupiny s melanomem o 43,4 % oproti
kontrolni skupiné. Touto studii byl potvrzen vztah mezi ionty
zeleza a rakovinovym markerem. Lze fici, Ze monitorovani
iontt zeleza predstavuje doplilujici informaci pro pochopeni
zhoubného onemocnéni.

4.8  Stanoveni MT jako proliferacniho
markeru u lidskych pacientii

Na MT se Ize divat také jako na prolifera¢ni marker u lidskych
pacientd. Tato oblast je podrobné studovéna a prvni publikace
ukazuji na souvislost mezi nddorovym onemocnénim a hod-
notou MT. (Krizkova, Masarik et al. 2010) studovali
krevni vzorky détskych pacientii a potvrdili vhodnost
MT jako nadorového markeru pro véasnou diagnos-
tiku a nastaveni nejvhodnéjsi 1é¢by. (Krejcova, Fabrik
et al. 2012) provadéli vyzkum na pacientech s nado-
rovymi onemocnénimi hlavy a krku. V této studii
byla zjisténa souvislost mezi hodnotou MT a loka-
lizaci nadoru. (Sochor, Hynek et al. 2012) pokracovali ve
studiu hladiny MT u pacientt s nddorem krku a hlavy. Zjistili,
ze hodnota MT souvisi s velikosti/rozsahem nddoru.

V. Srovnani novosti postupi

Postupy popsané v této metodice vedouci ke stanoveni me-
talothioneinu jako biochemického indikitoru zneci$téni Zzi-
votniho prostfedi a bunééného proliferaéniho markeru jsou
origindlni a nelze je jako celek srovnévat s zddnou jinou me-
todikou, protoze podobnd metodika nebyla dosud vydéna u
nds ani v zahrani¢i. Pfedstavovand metodika ptindsi prehled
metod pro separaci a detekci metalothioneinu jako chroma-
tografickd separace, kapilarni elektroforéza, imunologické
techniky a elektrochemické stanoveni MT. Podrobné je také
popsana priprava vzorka z riznych biologickych materialii na
stanoveni MT elektrochemickymi metodami a dale detailné

popsan postup méfeni MT diferen¢ni pulzni metodou. Data
naméfend na veterinarnich vzorcich byla v této metodice oko-
mentovana a pribézné publikovana.

VI. Popis uplatnéni metodiky

Navrzend metodika je ur¢ena pro zemédélské podniky, cho-
vatele hospodarskych zvifat a veterindfe. Stanoveni meta-
lothioneinu je mozné pouzit pti ekotoxikologickém moni-
toringu Zivotniho prostfedi. Zvy$ena hladina MT je jednim
z markert diagnostiky akutni intoxikace zvifat a proliferace
bunék u nddorovych onemocnéni. Metodiku také vyuziji od-
borni poradci, ktefi jsou zaméfeni na chov hospodarskych
zvifat ¢i se vénuji oblasti veterindrniho lékafstvi.

VII. Ekonomické aspekty

Monitoring zdravotniho stavu hospoddiskych zvirat je
nedilnou soudasti ¢innosti kazdého chovatele. Ziskané
informace mohou vyrazné zlepsit efektivitu prace a tim
samoztejméifinanéni efektivitu takového podnikani. Moznost
ziskani zakladni informace o zdravotnim stavu jednotlivych
zvifat pomoci stanoveni jednoho parametru je tak velmi
pfinosnym néstrojem. Ukdzalo se, Ze metalothionein, jehoz
stanovenim se tato metodika zabyvd, je pro tyto ucely velmi
vhodny. Tento protein souvisi s akutni intoxikaci organismu
ionty tézkych kovii a poptipadé s prolifera¢ni aktivitou bunék
vorganismu. Poskytuje tak cennou primarni informaci o stavu
chovanych zvifat, kdy namisto stanoveni mnoha parametrt
je mozné stanovit pouze hladinu MT (coz pfindsi vyrazny
ekonomicky efekt). Samotné stanoveni hladiny MT neni,
diky mozné automatizaci a pomérné jednoduchému principu
elektrochemické detekce, nijak finan¢né néro¢né. K tomuto
zavéru prispiva i to, Ze izolace MT ze vzorku krve (ale i jinych)
je pomérné jednoduchd diky termostabilité tohoto proteinu.
Zavedeni postupt popsanych v metodice je mozné v rdmci
spotfebniho materidlu vy¢islit sumou 50 tis. K& V této
sumé neni zahrnuta cena vlastni instrumentace. Naklady na
analyzu jednoho vzorku (v¢etné ptipravy) byly vypocteny na
500 K¢. Ziskané vysledky mohou pfispét ke zvy$eni efektivity
chovu hospodarskych zvirat a zlepsit tak nakladovou stranku
takového podnikani. V pripadé pravidelného monitorovani
zdravotniho stavu zvirat z hlediska intoxikace tézkymi kovy
se naklady na oSetfeni zvifat (pfi 100 kusech) pohybuji kolem
25 tis./rok. S ohledem na hodnoceni celkového zdravotniho
stavu a zasobenim esencidlnimi prvky lze naklady spojené
s uhynem zvifat, pripadné lé¢ebnymi naroky kalkulovat
v fadech 100 tis./rok. Pfi monitorovani Zivotniho prostredi
vyuzitim bioindikatorovych organismu lze v kratké dobé
zhodnotit zatéZ prostredi a v pribéhu procesu usettit naklady
na nakladné rekultiva¢ni a dal$i analyzy ve stovkach tis. K¢.
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