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1. ⁄vod

Metalothioneiny (MT) byly charakterizov·ny jako nÌzko-
molekul·rnÌ proteiny a polypeptidy s vysok˝m obsahem cy-
steinu a schopnostÌ tvorby komplex˘ s ionty tÏûk˝ch kov˘.
N·zev metalothionein byl poprvÈ pouûit v roce 1957 pro
protein izolovan˝ z koÚsk˝ch ledvin. Na z·kladÏ chemickÈ
struktury byly MT rozdÏleny do 3 t¯Ìd:
MT I. t¯Ìdy ñ ûivoËiönÈ metalothioneiny,

61 aminokyselin, bez p¯Ìtomnosti aromatick˝ch kyselin,
20 cysteinov˝ch zbytk˘ koordinuje 7 dvojvazn˝ch nebo
12 jednovazn˝ch iont˘ kov˘ do dvou klastr˘, Mr 6000ñ
7000 (apometalothioneiny).

MT II. t¯Ìdy ñ polypeptidy se vzd·lenou podobnostÌ ûivoËiö-
n˝m metalothionein˘m,

odliönÈ rozmÌstÏnÌ Cys zbytk˘ ve srovn·nÌ s MT I. t¯Ìdy.

MT III. t¯Ìdy ñ rostlinnÈ metalothioneiny,
4ñ25 aminokyselin, Mr apometalothionein˘ 400ñ2500.
Metalothioneiny (MT I) izolovanÈ z ûivoËiön˝ch bunÏk

r˘zn˝ch organism˘ vykazujÌ jistou podobnost a v˝skyt gene-
tick˝ch odchylek je oznaËov·n jako izoformy metalothionein˘
I. t¯Ìdy. Metalothioneiny podobnÈ ûivoËiön˝m (MT II) byly
nalezeny u kvasinek, sinic a hub. MT I a MT II jsou genetic-
ky kÛdovanÈ strukturnÌ proteiny a polypeptidy, kterÈ byly
v mnoha p¯Ìpadech sekvenov·ny a n·slednÏ k nim izolov·ny
p¯ÌsluönÈ geny1. MT III jsou thiolovÈ polypeptidy, vyskytujÌcÌ
se v rostlinn˝ch organismech jako sekund·rnÌ metabolity bez
p¯ÌmÈ genetickÈ determinace. Tyto polypeptidy byly tÈû naz˝-
v·ny kadystiny, fytochelatiny nebo γ-EC peptidy. Polypeptidy
p¯ÌbuznÈ homoglutathionu byly nazv·ny homofytochelatiny8.
RostlinnÈ metalothioneiny se strukturou (γ-Glu-Cys)nñGly,
kde n = 2ñ11, jsou naz˝v·ny fytochelatiny (PC). Pokud je
koncov· aminokyselina glycin nahrazena alaninem, serinem
nebo glutamovou kyselinou, jsou tyto fytochelatiny oznaËo-
v·ny jako iso-PC. V p¯ÌpadÏ, ûe koncov· aminokyselina chybÌ,
je pouûÌv·n n·zev desglycyl-PC (cit.2).

Z·klady nomenklatury a klasifikace metalothionein˘ byly
d·ny na I. a II. konferenci o metalothioneinech v r. 1978
a 1985. V souËasnÈ dobÏ je zn·mo vÌce neû 170 aminokyseli-
nov˝ch sekvencÌ metalothionein˘ izolovan˝ch z ûivoËiön˝ch,
rostlinn˝ch a mikrobi·lnÌch organism˘ a byla provedena ¯ada
fylogenetick˝ch anal˝z. Na z·kladÏ nov˝ch informacÌ byla
navrûena na IV. konferenci o metalothioneinech v Kansas City
(1997) zmÏna n·zvoslovÌ a klasifikace protein˘ nebo polypep-
tid˘ s vazbou kovu s ohledem na fylogenetickÈ a d˘vodnÈ
zmÏny v proteinech nebo ve struktu¯e gen˘. Z·kladnÌ definice
metalothionein˘ byla zachov·na v p˘vodnÌm znÏnÌ, ale na
z·kladÏ sekvenËnÌch specifick˝ch charakteristik byly vytvo-
¯eny novÈ t¯Ìdy, podle systematick˝ch skupin ûiv˝ch orga-
nism˘. Podle stanoven˝ch kritÈriÌ s ohledem na v˝sledky
sekvencÌ metalothionein˘ statisticky validovan˝mi fylogene-
tick˝mi metodami byly vytvo¯eny tzv. podt¯Ìdy a podskupiny
metalothionein˘3.

SavËÌ metalothioneiny jsou tvo¯eny peptidov˝m ¯etÏzcem
obsahujÌcÌm 61 aminokyselin, kde se molekuly cysteinu na-
ch·zejÌ v jednotk·ch typu Cys-X-Cys, Cys-Cys-X-Cys-Cys
a Cys-X-Cys-Cys (X je variabilnÌ aminokyselinov˝ zbytek
bazick˝ch aminokyselin a serinu). V peptidovÈm ¯etÏzci ûivo-
ËiönÈho metalothioneinu n·leûÌ cysteinu 20 poloh v r˘zn˝ch
typech jednotek; u metalothionein˘ izolovan˝ch z nÏkter˝ch
kvasinek a plÌsnÌ obsahujÌcÌch 25 aminokyselin byl rovnÏû
potvrzen vysok˝ obsah cysteinu. Spolu s vysok˝m obsahem
cysteinu je pro metalothioneiny charakteristick· vazba iont˘
kov˘ pomocÌ thiol·t˘ a tvorba cysteinyl-thiol·tov˝ch klastr˘
s charakteristick˝m prostorov˝m uspo¯·d·nÌm. Pro ¯adu sav-
ËÌch metalothionein˘ obsahujÌcÌch Zn(II) a Cd(II) byla prok·-
z·na tetraedrick· koordinace kovu Ëty¯mi atomy sÌry. Prosto-
rov˝ model tohoto proteinu byl navrûen na z·kladÏ spektro-
skopick˝ch studiÌ a studiÌ izotopicky znaËenÈho MT. Sedm
vazebn˝ch mÌst pro kov je umÌstÏno ve dvou oddÏlen˝ch
klastrech A, B, p¯iËemû klastr A obsahuje Ëty¯i vazebn· mÌsta,
v klastru B jsou obsaûena t¯i vazebn· mÌsta4.
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Na rozdÌl od ûivoËiön˝ch metalothionein˘ jsou peptidy
tvo¯enÈ rostlinn˝mi organismy v p¯Ìtomnosti kov˘ homology
glutathionu. Jejich strukturu lze obecnÏ vyj·d¯it vzorcem (γ-
-Glu-Cys)n R, kde R je koncov· aminokyselina a m˘ûe jÌ b˝t
glycin, serin, alanin Ëi glutamov· kyselina. Jednotka (γ-Glu-
-Cys) se v peptidovÈm ¯etÏzci opakuje 2ñ11 kr·t. V rostlin-
n˝ch organismech byl zaznamen·n ËastÏjöÌ v˝skyt komplex˘
(γ- -Glu-Cys)2 a (γ-Glu-Cys)3. Byly rovnÏû izolov·ny peptidy,
u kter˝ch v ¯etÏzci nebyla potvrzena koncov· aminokyselina
(desglycyl-peptidy). PodobnÏ jako u ûivoËiön˝ch metalothio-
nein˘ se p¯edpokl·d· i u komplex˘ Cd(II) a Zn(II) s peptidy
(γ-Glu-Cys)n R tetraedrick· koordinace kovu Ëty¯mi atomy
sÌry. Tento p¯edpoklad byl potvrzen pomocÌ EXAFS spektro-
skopie zatÌm pouze pro komplexy Cd(II) s polypeptidy (γ-Glu-
-Cys)n Gly (cit.5).

U rostlinn˝ch metalothionein˘ jsou nejËastÏji v·zan˝mi
kovy Cd a Cu, oproti ûivoËiön˝m metalothionein˘m, u nichû
byla potvrzena nejËastÏji p¯Ìtomnost Cd a Zn. MÏÔ je nejËas-
tÏji koordinov·na sÌrou jako Cu(I), a to jak u ûivoËiön˝ch, tak
rostlinn˝ch metalothionein˘. KoordinaËnÌ ËÌsla a prostoro-
vÈ uspo¯·d·nÌ peptidovÈho ¯etÏzce koordinujÌcÌho mÏÔ jsou
v souËasnÈ dobÏ p¯edmÏtem studia. NejnovÏjöÌ v˝sledky ro-
entgenografick˝ch studiÌ potvrzujÌ u ûivoËiön˝ch metalothio-
nein˘ Cu-MT trigon·lnÌ koordinaci Cu(I), u Cu-desglycylpep-
tid˘ izolovan˝ch z kvasinek byla nalezena vedle digon·lnÌ
koordinace rovnÏû trigon·lnÌ koordinace6.

Polypeptidy izolovanÈ ze zelenÈ ¯asy Chlorella byly rov-
nÏû podrobeny aminokyselinovÈ anal˝ze. Z prim·rnÌ struktury
tÏchto polypeptid˘ je z¯ejm· p¯Ìbuznost ke glutathionu7, po-
dobnÏ polypeptid izolovan˝ z kr·snooËka zelenÈho, Euglena
gracilis, byl rovnÏû charakterizov·n jako homolog glutathionu
s niûöÌ molekulovou hmotnostÌ a negativnÏjöÌm n·bojem, neû
je moûnÈ identifikovat u ûivoËiön˝ch MT, a vysok˝m obsahem
sulfidov˝ch iont˘8.

P¯i anal˝ze ûivoËiön˝ch a rostlinn˝ch metalothionein˘ se
pouûÌvajÌ podobnÈ postupy  jako pro izolaci a identifikaci
protein˘. Z·kladnÌ postup stanovenÌ je r˘znÏ modifikov·n,
v z·sadÏ vöak zahrnuje pouûitÌ vyluËovacÌ a iontovÏ v˝mÏnnÈ
chromatografie a chromatografii na reverznÌ f·zi. ObtÌûnost
a dÈlka izolaËnÌho postupu z·visÌ p¯edevöÌm na zdroji ûivoËiö-
nÈho Ëi rostlinnÈho metalothioneinu a obsahu kovu, kter˝ je
v molekule v·z·n. Na rozdÌl od klasickÈ anal˝zy speciacÌ, kdy
sledovanÈ analyty jsou p¯esnÏ definov·ny, p¯i identifikaci
komplex˘ s kovy v biologick˝ch tk·nÌch je situace zcela
odliön·. Je t¯eba zvolit analytickou metodu, kter· je dostateËnÏ
˙Ëinn·, aby bylo dosaûeno separace jednotliv˝ch izoforem
a subizoforem metalothionein˘, zvolit selektivnÌ detekËnÌ me-
tody pro danÈ kovy a dos·hnout takovÈ citlivosti stanovenÌ,
kter· umoûnÌ stanovit stopov· mnoûstvÌ metalothioneinu9.

2. IzolaËnÌ postupy

StandardnÌ izolaËnÌ postup ûivoËiön˝ch metalothionein˘
z tk·nÌ zahrnuje p¯Ìpravu surovÈho extraktu a separaci gelo-
vou a iontovÏ v˝mÏnnou chromatografiÌ10. Nejprve se p¯ipravÌ
tk·Úov˝ homogen·t ûivoËiönÈho materi·lu nejËastÏji v Tris
HCl pufru, pH 7,4. Do pufru se p¯id·v· 0,25 M roztok sacha-
rosy11 nebo 0,25 M roztok glukosy12. D·le je doporuËov·na
p¯Ìtomnost antioxidantu: 2 mM roztoku dithiotreitolu (DTT)
nebo 5 mM roztoku merkaptoethanolu (ME)13. K p¯ÌpravÏ ex-

traktu je zpravidla pouûÌv·na centrifugace homogen·tu tk·nÏ
p¯i zatÌûenÌ 100 000ñ170 000 ◊ g. V jin˝ch postupech je navÌc
za¯azen krok tepelnÈ nebo chemickÈ denaturace a takto oöe-
t¯en˝ homogen·t je znovu centrifugov·n p¯i zatÌûenÌ 10 000ñ
40 000 ◊ g (cit.14).

Podle typu rostlinnÈho materi·lu se volÌ pro izolaci rost-
linn˝ch metalothionein˘ r˘znÈ postupy15. PrvnÌm krokem izo-
laËnÌho postupu je po p¯edchozÌ homogenizaci rostlinnÈho
materi·lu16 extrakce Tris nebo fosf·tov˝m pufrem o pH 7,2ñ
8,2 (cit.17). P¯i p¯ÌpravÏ extraktu z ¯as po p¯edchozÌ sonikaci
bunÏk18 je obvykle pouûÌv·n tÈû Tris obsahujÌcÌ kromÏ mer-
kaptoethanolu NaCl nebo KCl. V˝sledn˝ extrakt je p¯ipraven
centrifugacÌ homogen·tu p¯i r˘zn˝ch p¯etÌûenÌch zvolen˝ch
podle typu materi·lu. P¯etÌûenÌ 105 000 ◊ g po dobu 60 min
bylo pouûito p¯i centrifugaci homogen·tu z rostlinn˝ch bunÏË-
n˝ch kultur17, homogen·t z ko¯enov˝ch suspenzÌ byl centrifu-
gov·n p¯i 20 000 ◊ g po dobu 20 minut16.

3. Metody stanovenÌ nezahrnujÌcÌ separaci

3 . 1 . S a t u r a Ë n Ì m e t o d y

SaturaËnÌ metody jsou zaloûeny na vysycenÌ vazebn˝ch
mÌst v metalothioneinech kovy s vysokou afinitou k sÌ¯e. Pro
takovÈto stanovenÌ je pouûÌv·na Hg nebo Ag, byly vypraco-
v·ny rovnÏû metody vyuûÌvajÌcÌ vazby kadmia ke stanovenÌ
MT v tk·Úov˝ch homogen·tech. Specifita stanovenÌ je zajiö-
ùov·na p¯Ìdavkem hemoglobinu a n·sledn˝m oddÏlenÌm tepel-
nÏ stabilnÌho CdMT (Cd-HEM metoda19). SrovnatelnÈ para-
metry s CD-HEM metodou m· metoda Cd-CHELEX (cit.20).

3 . 2 . I m u n o c h e m i c k È m e t o d y

RIA a ELISA metody jsou rychlÈ, p¯esnÈ a citlivÈ (detek-
ËnÌ limit menöÌ neû 1 pg). Nev˝hodou tÏchto metod je vöak
obtÌûn· p¯Ìprava protil·tek, neschopnost kvantifikovat jednot-
livÈ izoformy ve smÏsi a nemoûnost zÌskat informace o p¯Ì-
tomnosti kov˘. Tyto metody byly vyuûity p¯i stanovenÌ nÌz-
k˝ch koncentracÌ MT v krvi, plazmÏ a moËi. ShodnÏ vysokou
citlivost imunologick˝ch metod pro identifikaci ûivoËiön˝ch
MT potvrzuje pr·ce21 a rostlinn˝ch MT (cit.16).

3 . 3 . E l e k t r o c h e m i c k È m e t o d y

Ke stanovenÌ celkovÈho obsahu metalothionein˘ v r˘z-
n˝ch typech tk·Úov˝ch homogen·t˘ je pouûÌv·na modifiko-
van· BrdiËkova reakce22, jejÌû v˝sledky dob¯e korelujÌ jak
s metodami saturaËnÌmi20, tak imunochemick˝mi21. Tato me-
toda byla pouûita k identifikaci SH skupin p¯Ìtomn˝ch v cya-
nobakteri·lnÌch MT (cit.23) nebo v polypeptidech izolovan˝ch
z ko¯enovÈ Ë·sti vyööÌch rostlin22. Zv˝öenÌ citlivosti dostateËnÈ
i pro stanovenÌ metalothionein˘ v tÏlnÌch tekutin·ch sk˝t·
vyuûitÌ potenciometrickÈ rozpouötÏcÌ anal˝zy24.

DalöÌ moûnosti elektrochemick˝ch metod spoËÌvajÌ v roz-
liöenÌ chov·nÌ nekomplexovan˝ch iont˘ kov˘ a iont˘ kov˘
v·zan˝ch v r˘zn˝ch typech komplex˘. Velk· pozornost byla
v tÈto oblasti vÏnov·na zejmÈna ûivoËiön˝m metalothionei-
n˘m obsahujÌcÌm Zn a Cd (cit.25) i synteticky p¯ipraven˝m MT
fragment˘m26. Z oblasti rostlinn˝ch metalothionein˘ byly po-
larografick˝mi a voltametrick˝mi metodami studov·ny fyto-
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chelatiny ñ a to izolovanÈ z Agrostis capillaris a Phaeloda-
ctylum tricornutum27 nebo synteticky p¯ipravenÈ peptidy (γ-
-Glu-Cys)2ñGly a (γ-Glu-Cys)3ñGly (cit.28). P¯i pouûitÌ rtuùovÈ
elektrody bylo pro Cd a Zn komplexy fytochelatin˘ pozoro-
v·no obdobnÈ chov·nÌ jako u metalothionein˘ ûivoËiön˝ch;
v obou p¯Ìpadech jsou voltamogramy Ëi polarogramy kompli-
kov·ny tvorbou slouËenin se rtutÌ. P¯i pouûitÌ rtuùovÈ elektrody
s filmem trifenylfosfinoxidu je tvorba tÏchto slouËenin potla-
Ëena a s pouûitÌm adsorptivnÌho nahromadÏnÌ bylo moûnÈ
stanovit CdMT aû v koncentracÌch 10ñ10 mol.lñ1 (cit.29). D·le
byly provedeny studie s r˘zn˝mi typy uhlÌkov˝ch elektrod. P¯i
pouûitÌ uhlÌkovÈ kompozitnÌ elektrody30 bylo moûnÈ selektiv-
nÌ stanovenÌ apometalothioneinu, uhlÌkov· kompozitnÌ pasto-
v· elektroda byla pouûita pro studium tvorby Cd-komplex˘
v p¯ÌpadÏ ûivoËiönÈho metalothioneinu31 a peptidu (γ-Glu-
-Cys)2ñGly (cit.32). Aplikace potenciometrickÈ rozpouötÏcÌ
anal˝zy umoûÚuje pracovat s uhlÌkovou kompozitnÌ pastovou
elektrodou ve stejnÈ oblasti koncentracÌ jako p¯i pouûitÌ rtuùo-
vÈ elektrody31.

Ke stanovenÌ celkovÈho obsahu metalothionein˘ byla d·le
navrûena metoda stanovenÌ Cu(I) komplexu, kter˝ vznik· po
p¯id·nÌ mÏÔnat˝ch iont˘ do roztoku obsahujÌcÌho metalothio-
nein v elektrochemickÈ n·dobce. S vyuûitÌm adsorptivnÌho
nahromadÏnÌ Cu(I)-komplexu na povrchu rtuùovÈ kapky bylo
pro ûivoËiönÈ metalothioneiny dosaûeno citlivosti stanove-
nÌ 10ñ10 mol.lñ1 (cit.33), pro fytochelatiny (n = 2ñ4) citlivosti
10ñ9 mol.lñ1 (cit.34).

4. ChromatografickÈ metody

4 . 1 . V y l u Ë o v a c Ì c h r o m a t o g r a f i e

VyluËovacÌ chromatografie (SEC) je nejËastÏji pouûÌv·na
k separaci komplex˘ s kovy podle velikosti molekul a k urËenÌ
jejich zd·nlivÈ molekulovÈ hmotnosti. Ve vyluËovacÌ chroma-
tografii se bÏûnÏ pouûÌvajÌ silikagelovÈ n·plnÏ, byl vöak u nich
zaznamen·n  tzv.  silanolov˝  efekt  zp˘sobujÌcÌ ztr·tu  kovu
v p¯Ìtomnosti mobilnÌch f·zÌ s nÌzkou iontovou silou. Proto
byly testov·ny i dalöÌ n·plnÏ na b·zi organick˝ch polymer˘,
nap¯. kopolymer styrenu a divinylbenzenu, kter˝ nevykazoval
bÏhem separace extrakt˘ v˝raznÈ interakce s kadmiem. Roz-
liöenÌ SEC je vöak obvykle nedostateËnÈ pro dÏlenÌ mal˝ch
peptid˘ odliön˝ch pouze ve sloûenÌ aminokyselin. NejËastÏji
se tato technika pouûÌv· ke stanovenÌ molekulov˝ch hmotnos-
tÌ pro separaci extrakt˘ do frakcÌ obsahujÌcÌch metalothionei-
ny35. Extrakty z rostlinn˝ch36 i ûivoËiön˝ch10 tk·nÌ byly sepa-
rov·ny vyluËovacÌ chromatografiÌ na Sephadexu G-75 nebo
na Sephadexu G-50. V jÌman˝ch frakcÌch byl stanoven obsah
tÏûk˝ch kov˘ metodou AAS nebo byly frakce analyzov·ny na
obsah aminokyselin14. U zelenÈ ¯asy Scenedesmus quadricau-
da po expozici  kadmiem  byl nÌzkomolekul·rnÌ  peptidov˝
komplex s vysok˝m obsahem Cd rovnÏû izolov·n vyluËovacÌ
chromatografiÌ na Sephadexu G-50. Byla studov·na z·vislost
zd·nlivÈ molekulovÈ hmotnosti na iontovÈ sÌle mobilnÌ f·ze37.
VybranÈ aplikace SEC jsou uvedeny v tabulce I.

4 . 2 . I o n t o v Ï v ˝ m Ï n n · c h r o m a t o g r a f i e

NegativnÏ i pozitivnÏ nabitÈ komplexy lze separovat ion-
tovÏ v˝mÏnnou chromatografiÌ. NejËastÏji se pouûÌvajÌ slabÈ

mÏniËe aniont˘ s dimethylaminoethylov˝mi funkËnÌmi skupi-
nami v kombinaci s vodn˝mi pufry a koncentraËnÌm gradien-
tem. Hunzinker a K‰gi42 pomocÌ iontovÏ v˝mÏnnÈ chromato-
grafie ve frakcÌch zÌskan˝ch vyluËovacÌ chromatografiÌ potvr-
dili heterogenitu hum·nnÌho MT v jaternÌm cytosolu. PodobnÏ
byly separov·ny iontovÏ v˝mÏnnou chromatografiÌ negativnÏ
nabitÈ izoformy metalothioneinu, izolovanÈ z r˘zn˝ch tk·Úo-
v˝ch extrakt˘. StejnÏ ˙spÏönÏ byly separov·ny rostlinnÈ me-
talothioneiny iontovÏ v˝mÏnnou chromatografiÌ na kolonÏ
DEAE Sephadex A-25 s mobilnÌ f·zÌ Tris HCl o pH 7,2ñ8. P¯i
separaci proteinov˝ch komplex˘ z rostlinn˝ch materi·l˘, kterÈ
obsahujÌ nadbytek hnÏdÈho pravdÏpodobnÏ fenoloxidasovÈho
produktu, se uk·zal b˝t uËinnÏjöÌ siln˝ mÏniË aniont˘ QAE-
-Sephadex A-25 neû DEAE Sephadex A-25. P¯Ìklady aplikacÌ
separace metalothionein˘ jsou rovnÏû uvedeny v tabulce I.

4 . 3 . A f i n i t n Ì c h r o m a t o g r a f i e

K identifikaci p¯ev·ûnÏ ûivoËiön˝ch metalothionein˘ byla
tÈû vyuûita afinitnÌ chromatografie, zaloûen· na silnÈ interakci
se specifick˝mi ligandy. Cherian44 izoloval ûivoËiönÈ MT na
Sepharose-DTNB [5,5-dithio-bis-2(nitrobenzoov· kyselina)].
AfinitnÌ chromatografii lze vhodnÏ vyuûÌt k separaci apopro-
tein˘, kterÈ jsou stabilnÌ p¯i nÌzk˝ch pH a vykazujÌ specifickou
interakci s nav·zan˝m ligandem. Jak uv·dÌ Rauser36, Ëist˝
proteinov˝ komplex  byl zÌsk·n  afinitnÌ chromatografiÌ  na
thiopropyl Sepharose-6B po p¯edchozÌ separaci vyluËovacÌ
chromatografiÌ.

4 . 4 . R e v e r z n Ì H P L C

Pro separaci a ovÏ¯enÌ Ëistoty jednotliv˝ch izoforem ûivo-
Ëiön˝ch metalothionein˘ je zpravidla poûÌv·na HPLC na re-
verznÌch f·zÌch s chemicky v·zan˝m oktylem nebo oktadecy-
lem (RPC) v kombinaci s pol·rnÌ mobilnÌ f·zÌ. ReverznÌ f·ze
se vyznaËujÌ vysokou ˙ËinnostÌ a neobsahujÌ ligandy, kterÈ by
mohly ireverzibilnÏ v·zat kovy. BÏûnÏ se pouûÌvajÌ mobilnÌ
f·ze obsahujÌcÌ 10ñ50 mM roztoky pufr˘ s organick˝mi mo-
difik·tory.

Apoizoformy jsou nejËastÏji separov·ny gradientovou
elucÌ v 0,1% TFA (cit.14). RovnÏû jednotlivÈ formy rostlinn˝ch
apometalothionein˘ lze separovat v kyselÈm prost¯edÌ v˝öe
uvedenou metodou45. RozliöenÌ jednotliv˝ch izoforem z·visÌ
na pH.

V RPC se nejËastÏji pouûÌv· UV detekce, je vöak m·lo
selektivnÌ a vzhledem k nÌzk˝m koncentracÌm metalothionei-
n˘ v biologick˝ch vzorcÌch je m·lo citliv·. éivoËiönÈ, jim
podobnÈ metalothioneiny a rostlinnÈ metalothioneiny neobsa-
hujÌ aromatickÈ kyseliny, a nevykazujÌ tudÌû absorbanci p¯i
280 nm. Proto se Ëasto k identifikaci SH skupin vyuûÌv·
p¯edkolonov· nebo postkolonov· derivatizace Elmannov˝m
Ëinidlem [DTNB ñ (5,5-dithiobis-2-nitrobenzoovou kyseli-
nou] a v˝sledn˝ produkt je detegov·n p¯i 410 nm (cit.46).
Obdobn˝ postup, pouze s odliön˝m sloûenÌm mobilnÌ f·ze, byl
pouûit k identifikaci sedmi izoforem metalothioneinu izolova-
nÈho ze sinice Synechococcus TX-20 (cit.23). RovnÏû rostlinnÈ
metalothioneiny byly separov·ny na kolon·ch s reverznÌ f·zÌ
C-18 s gradientovou elucÌ v acetonitrilu a trifluoroctovÈ kyse-
linÏ45 nebo kyselinÏ fosforeËnÈ37.

Fluorimetrick· a elektrochemick· detekce jsou ve srovn·-
nÌ s UV spektrofotometrickou detekcÌ mnohem selektivnÏjöÌ
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Tabulka I
VybranÈ metody pro separaci metalothionein˘

Materi·l Extrakce MobilnÌ f·ze Metoda Detekce Lit.

ÿasa 10 mmol.lñ1 Tris, pH 7,4, 50 mmol.lñ1 Tris HCl, SEC, UV detekce 38
Dunaliella 10 mmol.lñ1 KCl, 1,5 mmol.lñ1 pH 7,8 Sephadex G-50
tertiolecta MgCl2, 50 mmol.lñ1 ME
ÿasa 10 mmol.lñ1 Tris HCl, pH 7,8, 10 mmol.lñ1 Tris HCl, SEC, UV detekce 7
Scenedesmus 100 mmol.lñ1 NaCl pH 7,8, 100 mmol.lñ1 NaCl Sephadex G-50
subspicatus
ÿasa 10 mmol.lñ1 Tris, pH 8,5 10 mmol.lñ1 Tris, pH 8,5, SEC, UV detekce 39
Chlamydomonas 0,02% NaN3 Sephadex G-75
reinhardtii
ÿasa 10 mmol.lñ1 Tris HCl, pH 8,5 20 mmol.lñ1 Tris HCl, pH 8, SEC, UV detekce 40

100 mmol.lñ1 KCl Sephadex G-50
ÿasa CHCl3/CH3OH/H2O, 1% SDS 10 mmol.lñ1 Bicin +1% SDS SEC, UV detekce 41
Chlorella vulgaris Sephadex G-75
ÿasa 50 mmol.lñ1 Na2HPO4, pH 8, 50 mmol.lñ1 Na2HPO4, pH 8 IEC, DEAE- UV detekce 43
Scenedesmus 10 mmol.lñ1 ME 10 mmol.lñ1 ME, 500 mmol.lñ1 -cellulose, SEC,
quadricauda NaCl, 5 mmol.lñ1 Tris, pH 8, Sephadex G-50

1 mol.lñ1 KCl
ÿasa 25 mmol.lñ1 Na2HPO4, pH 6, 15 mmol.lñ1 octan sodn˝, RPC, fluorescenËnÌ detekce 57
Chlorogonium +25 mmol.lñ1 DTT, izokratick· eluce C18 Beckman ex. 340 nm, em. 420 nm,
elongatum 100 mmol.lñ1 Tris, pH 8,5, Ultrasphere (5 µm) derivatizace OPA

+2% SSA, pH 7,
ÿasa 10 mmol.lñ1 42 mmol.lñ1 kyselina octov·, RPC C18, fluorescenËnÌ detekce, 58
Dunaliella methansulfonov· kyselina, pH 4, 0,64 mmol.lñ1 octan Adsorbosphere derivatizace
tertiolecta DTT sodn˝, tetraoktylamonium monobromobimanem

bromid, 18% acetonitril
BunÏËn· kultura 100 mmol.lñ1 Tris HCl, pH 8 gradientov· eluce, RPC, detekce p¯i 412 nm, 45

kyselina fosforeËn·, Nukleosil C18 postkolonov·
acetonitril derivatizace DNTB

BunÏËn· kultura 5-sulfosalicylov· kyselina 0,1% TFA, acetonitril RPC, detekce p¯i 412 nm, 59
Ultrasphere C18 postkolonov·

derivatizace DNTB
Tab·kov· kultura 10 mmol.lñ1 Tris, 5 mmol.lñ1 0,1% TFA, acetonitril RPC, Waters C18 detekce p¯i 412 nm, 6

NaCl, pH 8, ME postkolonov·
derivatizace DNTB

VyööÌ rostliny 50 mmol.lñ1 Tris, gradientov· eluce RPC, ICP MS detekce, detekce 69
10 mmol.lñ1 DTT, pH 8 0,05% TFA, methanol Hypersil C18 p¯i 412 nm, post-

kolonov· derivatizace,
DNTB, MS-MS

Ko¯enov· kultura, 50 mmol.lñ1 HEPES, gradientov· eluce 0,1% TFA, RPC, MS-MS, derivatizace TNB 70
kvasinky 50 mmol.lñ1 Tris, 1 mmol.lñ1 acetonitril Nucleosil C18

PMSF, 1% Tween, pH 8,6
Ko¯eny rostlin Tris tricinov˝ pufr 100 mmol.lñ1 Tris tricinov˝ CGE UV detekce 64

pufr, pH 8,3
Eukaryota 10 mmol.lñ1 Tris, pH 9 elektrolyt 50 mmol.lñ1 Tris CZE UV detekce 65

HCl, pH 9,1
Ko¯enov· kultura 1 mol.lñ1 NaOH, 0,1% NaBH4 100 mmol.lñ1 bor·tov˝ CZE detekce p¯i 380 nm, 66

pufr, pH 8,5 derivatizace ABD-F
ÿasa 10 mmol.lñ1 fosf·tov˝ 0,1% TFA, acetonitril RPC, detekce p¯i 412 nm, 71
Chlamydomonas pufr, pH 7 Econosphere C18 postkolonov·
reinhardtii derivatizace DNTB
Sinice 10 mmol.lñ1 Tris, pH 8, 50 mmol.lñ1 Tris, 200 mmol.lñ1 SEC, Ashipak ICP MS detekce 72

1 mmol.lñ1 DTT (NH4)2SO4, 0,1 mmol.lñ1 GFA-30F
EDTA, pH 7

éivoËiön˝ MT 20 mmol.lñ1 Tris HCl, pH 8, 120 mmol.lñ1 Tris, pH 7,5 SEC, Superose 12 ICP MS detekce 10
sacharosa

BunÏËn· kultura 10 mmol.lñ1 Tris, 10 mmol.lñ1 10 mmol.lñ1 Tris, 0,9% NaCl, SEC, Asahipak MS detekce, ESI MS 73
KCl, 1,5 mmol.lñ1 MgCl2, pH 7 1,5 mmol.lñ1 MgCl2, pH 7 GSICP, 520HQ

BunÏËn· kultura 20 mmol.lñ1 Tris, 10 mmol.lñ1 10 mmol.lñ1 octan amonn˝, SEC, Eurogel GFC ICP MS detekce, ESI MS, 74
ME, pH 8,6 pH 7 detekce p¯i 412 nm,

postkolonov· derivatizace
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Tabulka I ñ pokraËov·nÌ

Materi·l Extrakce MobilnÌ f·ze Metoda Detekce Lit.

Tab·kov· kultura 10 mmol.lñ1 Tris, 10 mmol.lñ1 50 mmol.lñ1 Tris, 150 mmol.lñ1 SEC, Spherogel off line ñ 18
KCl, 1,5 mmol.lñ1 MgCl2, NaCl, pH 7 TSK 3 000 SW radiochemick· detekce
pH 7,4, ME

a citlivÏjöÌ. V˝voj derivatizaËnÌch metod s fluorescenËnÌ detek-
cÌ byl smÏ¯ov·n k rychlÈ anal˝ze a moûnosti stanovit stopov·
mnoûstvÌ  vzork˘. Pro anal˝zu  aminokyselin47 a stanovenÌ
glutathionu48 iontovÏ v˝mÏnnou chromatografiÌ byla zpoË·t-
ku pouûÌv·na derivatizaËnÌ Ëinidla jako o-ftaldehyd (OPA)
a fenylisothiokyan·t (PITC) (cit.49). P¯edkolonovÈ derivati-
zace s 9-fluorenylmethyl chlormravenËanem (FMOC-Cl), v˝-
öe uveden· derivatizaËnÌ Ëinidla a dansyl (dabsyl) chloridy
byly rovnÏû pouûity ke stanovenÌ aminokyselin iontovÏ v˝-
mÏnnou chromatografiÌ ve spojenÌ s fluorescenËnÌ detekcÌ50.

V poslednÌ dobÏ byla vyvinuta nov· metoda RPC pro
anal˝zu aminokyselin47, polyamin˘51 a nehydrolyzovan˝ch
peptid˘52, zaloûen· na derivatizaci prim·rnÌch a sekund·rnÌch
aminoskupin s 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidylkar-
bam·tem (AQC). K identifikaci glutathionu a dalöÌch peptid˘
obsahujÌcÌch sirnÈ aminokyseliny fluorimetrickou detekcÌ by-
lo vyuûito p¯edkolonovÈ derivatizace s 7-fluorbenzo-2-oxa-
-1,3-diazol-4-sulfon·tem amonn˝m (SBD-F) (cit.53) nebo mo-
nobromobimanem54.

ElektrochemickÈ detekce bylo pouûito k anal˝ze peptid˘
obsahujÌcÌch cystein a charakterizaci jejich chromatografickÈ-
ho chov·nÌ na reverznÌ f·zi55. Glutathion, cystein a jejich
oxidovanÈ formy byly stanoveny RPC s elektrochemickou
detekcÌ jak v ûivoËiön˝ch tk·nÌch, tak i v rostlinn˝ch vzorcÌch.
NÌzk˝ch detekËnÌch limit˘ p¯i stanovenÌ obou forem cysteinu
a glutathionu bylo rovnÏû dosaûeno RPC s elektrochemickou
detekcÌ na modifikovan˝ch elektrod·ch. Elektrochemick· de-
tekce peptid˘ byla testov·na HPLC na kapil·rnÌch kolon·ch.
Po derivatizaci biuretov˝m Ëinidlem byly peptidy detegov·ny
na uhlÌkovÈ elektrodÏ56.

5. ElektroforetickÈ metody

ElektroforÈza v polyakrylamidovÈm gelu s dodecylsulf·-
tem sodn˝m (SDS-PAGE) je velmi pouûÌvan· separaËnÌ me-
toda pro identifikaci protein˘ a k urËenÌ jejich molekulov˝ch
hmotnostÌ. Po p¯edchozÌ karboxymethylaci metalothionein˘
a n·slednÈm barvenÌ st¯Ìbrem nebo Coomasovou mod¯Ì CB-
-250 se analyty zpravidla detegujÌ denzitometricky p¯i 570 nm.
Obdobn˝ zp˘sob barvenÌ gelu p¯i separaci rostlinnÈho meta-
lothioneinu pouûili Roesijadi a spol.60. Zpravidla se pouûÌv·
18ñ20 % polyakrylamidov˝ gel v pufrovacÌm systÈmu. Ana-
logick˝m postupem byl v tk·ÚovÈm cytosolu stanoven ûivo-
Ëiön˝ metalothionein spolu s glutathionem. U zelenÈ ¯asy
Scenedesmus quadricauda byl metodou SDS-PAGE identifi-
kov·n protein s Mr 8100 a rovnÏû byla touto metodou zazna-
men·na zmÏna indukce protein˘ u vodnÌch rostlin vystave-
n˝ch z·tÏûi Hg a Pb.

Kapil·rnÌ elektroforÈza  (CE) se stala  v poslednÌ dobÏ

nejprogresivnÏjöÌ analytickou metodou. Je to d·no jejÌmi v˝-
hodami, mezi nÏû pat¯Ì zejmÈna vysok· separaËnÌ ˙Ëinnost,
rychlost a jednoduchost provedenÌ, rychl˝ v˝voj analytickÈ
metody a minim·lnÌ spot¯eba vzorku a chemik·liÌ. V kapil·rnÌ
zÛnovÈ elektroforÈze (CZE) se l·tky separujÌ v elektrickÈm
poli podle velikosti pomÏru n·boje ku hmotnosti. I neutr·lnÌ
l·tky lze separovat v CE, p¯id·me-li do z·kladnÌho elektroly-
tu nabitÈ micely (micel·rnÌ elektrokinetick· chromatografie,
MEKC). V˝znamnÈ aplikace CE zahrnujÌ anal˝zy protein˘
a biologick˝ch peptid˘. Vysok· ˙Ëinnost CE umoûÚuje nejen
separaci izoforem MT, ale umoûÚuje i dalöÌ rozdÏlenÌ do
podskupin. VyuûÌvajÌ se r˘znÈ pufry jako z·kladnÌ elektrolyty,
nap¯. fosf·t, bor·t, Tris, Tris bor·t atd. Z·kladnÌmi poûadavky
na pouûitÈ pufry jsou nÌzk· elektrolytick· vodivost a nÌzk·
absorbance v UV oblasti. P¯i separacÌch  se pouûÌvajÌ jak
nemodifikovanÈ k¯emennÈ kapil·ry, tak kapil·ry s modifiko-
van˝m vnit¯nÌm povrchem, u nichû je potlaËena sorpce protei-
n˘. UV detekce p¯i 214 nm, bÏûnÏ pouûÌvan· v HPLC a v CE,
je vöak obvykle m·lo citliv· a m·lo selektivnÌ. Derivatizace
ñSH skupin s ABD-F Ëinidlem (4-aminosulfonyl-2,1,3-ben-
zoxadiazol) dovoluje selektivnÌ detekci p¯i 380 nm (cit.61).

CE byla vyuûita hlavnÏ u ûivoËiön˝ch MT (cit.62). Tris
tricinov˝ pufr, pH 7,5 v kombinaci s detektorem s diodov˝m
polem byl pouûit k charakterizaci izoforem ûivoËiön˝ch MT.
Vliv pH, teploty, sloûenÌ a koncentrace pufru na CZE separaci
ûivoËiön˝ch MT byl studov·n v pr·ci63.

CE anal˝za rostlinn˝ch MT je mnohem komplikovanÏjöÌ,
neboù jejich UV absorpce i stabilita jsou niûöÌ a standardnÌ
l·tky nejsou k dispozici. Vysokou ˙Ëinnost CE p¯i separaci
rostlinn˝ch MT dokumentuje pr·ce64, kde MT o molekulovÈ
hmotnosti 10 000, identifikovan˝ jako chemickÈ individuum
SDS-PAGE metodou, se v CE rozötÏpil na nÏkolik dalöÌch l·tek.

6. P¯ÌmÈ spojenÌ HPLC a CE s dalöÌmi
detekËnÌmi metodami

6 . 1 . A A S d e t e k c e

Klasick˝ postup p¯i identifikaci metalothionein˘ spoËÌv·
v separaci extrakt˘ na jednotlivÈ frakce, v nichû se stanovÌ
obsah kov˘ off-line metodou. Daleko v˝hodnÏjöÌ je p¯ÌmÈ
spojenÌ chromatografickÈ separace se specifick˝m detekto-
rem, mezi nÏû pat¯Ì atomov· absorpËnÌ spektrometrie (AAS),
atomov· emisnÌ spektrometrie s indukËnÏ v·zan˝m plazma-
tem (ICP AES), hmotnostnÌ spektrometrie s indukËnÏ v·za-
n˝m plazmatem (ICP MS) a hmotnostnÌ spektrometrie s ioni-
zacÌ za atmosfÈrickÈho tlaku (ESI MS (/MS)).

Kovy, kterÈ se p¯ednostnÏ v·ûÌ do MT (Cd, Cu, Zn), pat¯Ì
mezi prvky, kterÈ d·vajÌ nejcitlivÏjöÌ odezvu v AAS (cit.12).
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Plamenov· AAS je kompatibilnÌ s pr˘tokem a s mobilnÌmi
f·zemi pouûÌvan˝mi v HPLC (cit.35). Z·kladnÌ interface je
velmi jednoduch˝. V˝stup z UV detektoru je zapojen ke
zmlûovaËi atomovÈho absorpËnÌho spektrometru a Cd, Cu
a Zn jsou stanovov·ny p¯i 228,8 nm (Cd), 324,8 nm (Cu)
a 213,8 nm (Zn). KromÏ tohoto typu interface byla pouûita
r˘znÏ modifovan· spojenÌ HPLC s AAS, kter· umoûnila do-
saûenÌ niûöÌch detekËnÌch limit˘ (ng) ve vodn˝ch i methano-
lov˝ch f·zÌch. MikroatomizaËnÌ interface s k¯emennou trubicÌ
plnÏnou vodÌkem umoûÚuje pracovat pouze s vodn˝mi f·ze-
mi, avöak ve srovn·nÌ s p¯edchozÌmi technikami je citlivÏjöÌ.
Vzhledem k tomu, ûe HPLC-AAS nenÌ multielement·rnÌ tech-
nika, je vyuûÌv·na p¯edevöÌm k identifikaci izoforem metalo-
thionein˘ po p¯edchozÌ saturaci kovem35. V˝hodou HPLC-
-AAS techniky je p¯edevöÌm jednoduchost spojenÌ, kompati-
bilita  s mobilnÌmi  f·zemi  pouûÌvan˝mi v HPLC a öirok·
pouûitelnost.

6 . 2 . I C P A E S a I C P M S d e t e k c e

ICP AES je velmi citliv· a selektivnÌ metoda ke stanovenÌ
prvk˘. PomocÌ tÈto metody lze zÌskat informace nejen o cel-
kovÈm obsahu kovu, ale souËasnÏ s kovy je moûnÈ monitoro-
vat i sÌru. ProblÈmem ICP AES detekce je nÌzk· tolerance
k organick˝m rozpouötÏdl˘m i p¯Ìtomn˝m solÌm. Maxim·lnÏ
je tolerov·no 10 % organickÈho modifik·toru v mobilnÌ f·zi
a 50 mM roztoky pufr˘67. PodobnÏ je tomu u ICP MS, kter·
vöak m· ve srovn·nÌ s ICP AES tu v˝hodu, ûe umoûÚuje
souËasnÏ stanovit vÌce kov˘ i jejich izotop˘ a s vyööÌ citlivostÌ.
Nev˝hodou je vysok· cena p¯Ìstroje a vysokÈ provoznÌ n·kla-
dy. Bylo pops·no nÏkolik typ˘ interface. V p¯ÌpadÏ klasickÈho
spojenÌ, p¯ÌmÈho zavedenÌ v˝stupu z kolony do zmlûovaËe
(pneumatick· nebulizace), zhoröujÌ organick· rozpouötÏdla
stabilitu plazmy a zp˘sobujÌ depozici uhlÌku. Vysok· koncen-
trace solÌ blokuje zmlûovaË a d·vkovaË. DalöÌ typ interface
(DIN ñ direct injection nebulizer), kdy doch·zÌ k p¯ÌmÈmu n·-
st¯iku kapalnÈho vzorku do centr·lnÌho kan·lu kuûele plazmy,
se vÏtöinou pouûÌv· pro mÈnÏ stabilnÌ vzorky komplex˘ se rtu-
tÌ. P¯i nÌzk˝ch pr˘tocÌch methanolick˝ch mobilnÌch f·zÌ je vhod-
n˝ hydraulick˝ vysokotlak˝ nebulizÈr (HHPN), kter˝ je mÈnÏ
citliv˝ na obsah solÌ v mobilnÌ f·zi s niûöÌ depozicÌ uhlÌku35.

Bylo rovnÏû pops·no nÏkolik typ˘ spojenÌ kapil·rnÌ elek-
troforÈzy s ICP MS. HlavnÌ problÈmy v tÈto technice zp˘sobujÌ
malÈ objemy vzork˘ (10ñ100 µl), kterÈ vyûadujÌ vysokou
citlivost detekce a velmi nÌzkÈ pr˘toky (1ñ5 µl.minñ1), coû
omezuje volbu zmlûovaËe. NÏkter· spojenÌ byla testov·na pro
charakterizaci izoforem metalothionein˘38.

6 . 3 . H P L C - E S I M S ( / M S ) d e t e k c e

Metodou ESI MS lze zÌskat nÏkolikan·sobnÏ nabitÈ sta-
bilnÌ ionty  i pro velkÈ molekuly, jako jsou proteiny, bez
p¯edchozÌ fragmentace. Ze z·znam˘ ESI spektra lze tak zÌskat
p¯esnÈ informace o molekulov˝ch hmotnostech analyzova-
n˝ch l·tek. ESI MS metodou lze urËit, jakÈ kovy a v jakÈm
mnoûstvÌ jsou v·z·ny v MT, urËit mol·rnÌ distribuci a relativnÌ
zastoupenÌ r˘zn˝ch komplex˘. V MS/MS technik·ch se data
zÌsk·vajÌ po disociaci nabit˝ch iont˘ p¯i kolizi s neutr·lnÌm
plynem. Hodnoty m/z produkt˘ disociace se pak mÏ¯Ì v dalöÌm
hmotnostnÌm analyz·toru68. P¯i pouûitÌ ESI techniky je moû-
nost zv˝öit fragmentaci aû na jednotlivÈ ionty.

V souËasnÈ dobÏ je metoda ESI MS testov·na pro charak-
terizaci izoforem ûivoËiön˝ch metalothionein˘ a jejich kom-
plex˘ s kovy35. Ve vzorku ûivoËiönÈho MT-2 byla potvrzena
p¯Ìtomnost dvou izoforem, kterÈ se odliöujÌ 30 hmotnostnÌmi
jednotkami, a charakteristick· spektra apoproteinu a kovem
saturovanÈho proteinu v kyselÈm a alkalickÈm prost¯edÌ po-
skytla informace o mnoûstvÌ a totoûnosti kov˘ v·zan˝ch v pro-
teinu. Metoda ESI MS ve spojenÌ s HPLC byla pouûita k cha-
rakterizaci jak ûivoËiön˝ch, tak rostlinn˝ch metalothionein˘.

SpojenÌ CE s ESI MS je teoreticky pomÏrnÏ jednoduchÈ,
protoûe pr˘tokovÈ rychlosti v CE a v ESI MS jsou obdobnÈ
(1ñ10 ml.minñ1). Jedn· se o velmi citlivÈ za¯ÌzenÌ.

7. Z·vÏr

Studium komplex˘ s kovy je d˘leûitÈ pro pochopenÌ jejich
funkcÌ. K objasnÏnÌ vöech funkcÌ metalothionein˘ vede izola-
ce tÏchto polypeptid˘ a jejich charakterizace vhodnÏ zvolen˝-
mi analytick˝mi metodami.

Interpretace ˙daj˘ o metalothioneinech z·visÌ na konkrÈt-
nÌch experiment·lnÌch podmÌnk·ch. Indukce metalothionein˘
z·visÌ na koncentraci kovov˝ch iont˘ v ûivnÈm mÈdiu, zp˘so-
bu kultivace a dÈlce expozice rostlinnÈho materi·lu. Zp˘sob
zpracov·nÌ biologickÈho materi·lu spolu s pouûit˝mi analy-
tick˝mi metodami hraje v˝znamnou roli p¯i v˝slednÈ charak-
terizaci rostlinn˝ch metalothionein˘. Charakterizace vyûaduje
vysoko˙ËinnÈ separaËnÌ metody (metoda SEC, RPC, CE).
Tyto metody je t¯eba kombinovat se selektivnÌmi detekcemi
(AAS, ICP MS, ESI MS). Vedle separaËnÌch metod jsou velmi
˙ËinnÈ elektrochemickÈ metody.

Tato publikace je  souË·stÌ  ¯eöenÌ v˝zkumnÈho  z·mÏru
MSM 113  100002 a projektu GA»R 204/97/K0 84, MéP
VaV/340/2/97/ a Oxford Colleges Hospitality Scheme 1999.
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The review deals with analytical methods for determina-
tion of plant metallothioneins. Special attention is given to
chromatographic and electrophoretic methods and their com-
bination with selected detection techniques (AAS, MS, ICP
MS). Very useful in the characterization of metallothioneins
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