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1. Uvod

Metalothioneiny (MT) byly charakterizovany jako nizko-
molekuldrni proteiny a polypeptidy s vysokym obsahem cy-
steinu a schopnosti tvorby komplexd s ionty té€zkych kovi.
Nizev metalothionein byl poprvé pouzit v roce 1957 pro
protein izolovany z konskych ledvin. Na zdkladé chemické
struktury byly MT rozdéleny do 3 tfid:

MT L tfidy — Zivocisné metalothioneiny,

61 aminokyselin, bez pfitomnosti aromatickych kyselin,

20 cysteinovych zbytki koordinuje 7 dvojvaznych nebo

12 jednovaznych iontl kovii do dvou klastri, M, 6000—

7000 (apometalothioneiny).

MT II. tiidy — polypeptidy se vzddlenou podobnosti Zivocis-
nym metalothioneiniim,

odlisné rozmisténi Cys zbytki ve srovndni s MT L. t¥idy.
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MT III. tfidy — rostlinné metalothioneiny,

4-25 aminokyselin, M, apometalothioneint 400-2500.

Metalothioneiny (MT I) izolované z Zivoc¢isnych bunék
rtznych organismt vykazuji jistou podobnost a vyskyt gene-
tickych odchylek je oznac¢ovén jako izoformy metalothionein@
L. tfidy. Metalothioneiny podobné zivoc¢isnym (MT II) byly
nalezeny u kvasinek, sinic a hub. MT I a MT II jsou genetic-
ky kodované strukturni proteiny a polypeptidy, které byly
v mnoha pripadech sekvenovany a ndsledné k nim izolovany
piislusné geny'. MT III jsou thiolové polypeptidy, vyskytujici
se v rostlinnych organismech jako sekundarni metabolity bez
primé genetické determinace. Tyto polypeptidy byly té€Z nazy-
vany kadystiny, fytochelatiny nebo y-EC peptidy. Polypeptidgf
pribuzné homoglutathionu byly nazvany homofytochelatiny”.
Rostlinné metalothioneiny se strukturou (y-Glu-Cys) —-Gly,
kde n = 2-11, jsou nazyvdny fytochelatiny (PC). Pokud je
koncova aminokyselina glycin nahrazena alaninem, serinem
nebo glutamovou kyselinou, jsou tyto fytochelatiny oznaco-
vany jako iso-PC. V pfipadé, Ze koncovd aminokyselina chybi,
je pouzivan nézev desglycyl-PC (cit.?).

Zaklady nomenklatury a klasifikace metalothioneinti byly
ddny na I. a II. konferenci o metalothioneinech v r. 1978
a 1985. V soucasné dobé je zndmo vice nez 170 aminokyseli-
novych sekvenci metalothioneint izolovanych z Zivoc¢isnych,
rostlinnych a mikrobidlnich organismii a byla provedena fada
fylogenetickych analyz. Na zdkladé novych informaci byla
navrzenana IV. konferenci o metalothioneinech v Kansas City
(1997) zména nazvoslovi a klasifikace proteinti nebo polypep-
tidd s vazbou kovu s ohledem na fylogenetické a divodné
zmény v proteinech nebo ve struktufe gend. Zakladn{ definice
metalothioneint byla zachovdna v pivodnim znéni, ale na
zdklade sekvencnich specifickych charakteristik byly vytvo-
feny nové tfidy, podle systematickych skupin Zivych orga-
nismt. Podle stanovenych kritérii s ohledem na vysledky
sekvenci metalothioneind statisticky validovanymi fylogene-
tickymi metodami byly vytvorfeny tzv. podtiidy a podskupiny
metalothioneinii’.

Savéi metalothioneiny jsou tvofeny peptidovym fetézcem
obsahujicim 61 aminokyselin, kde se molekuly cysteinu na-
chdzeji v jednotkich typu Cys-X-Cys, Cys-Cys-X-Cys-Cys
a Cys-X-Cys-Cys (X je variabilni aminokyselinovy zbytek
bazickych aminokyselin a serinu). V peptidovém fetézci Zivo-
¢iSného metalothioneinu ndlezi cysteinu 20 poloh v riznych
typech jednotek; u metalothioneint izolovanych z nékterych
kvasinek a plisni obsahujicich 25 aminokyselin byl rovnéz
potvrzen vysoky obsah cysteinu. Spolu s vysokym obsahem
cysteinu je pro metalothioneiny charakteristickd vazba iontt
kovi pomoci thioldtli a tvorba cysteinyl-thioldtovych klastra
s charakteristickym prostorovym uspofaddnim. Pro fadu sav-
¢ich metalothioneinti obsahujicich Zn(IT) a Cd(I) byla proka-
zdna tetraedrickd koordinace kovu ¢tyimi atomy siry. Prosto-
rovy model tohoto proteinu byl navrzen na zdkladé spektro-
skopickych studii a studii izotopicky znaceného MT. Sedm
vazebnych mist pro kov je umisténo ve dvou oddélenych
klastrech A, B, pricemz klastr A obsahuje Ctyfi vazebnd mista,
v klastru B jsou obsaZena tii vazebnd mista®.
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Na rozdil od zivoc¢isnych metalothioneind jsou peptidy
tvofené rostlinnymi organismy v pfitomnosti kovii homology
glutathionu. Jejich strukturu lze obecné vyjddfit vzorcem (-
-Glu-Cys), R, kde R je koncovd aminokyselina a mize ji byt
glycin, serin, alanin ¢i glutamovd kyselina. Jednotka (y-Glu-
-Cys) se v peptidovém fetézci opakuje 2—11 krat. V rostlin-
nych organismech byl zaznamendn Cast&jsi vyskyt komplexd
(y- -Glu-Cys), a (y-Glu-Cys),. Byly rovnéz izolovdny peptidy,
u kterych v fetézci nebyla potvrzena koncovd aminokyselina
(desglycyl-peptidy). Podobné jako u ZivociSnych metalothio-
neinti se pfedpoklddd i u komplext Cd(II) a Zn(II) s peptidy
(y-Glu-Cys), R tetraedrickd koordinace kovu Ctyimi atomy
siry. Tento predpoklad byl potvrzen pomoci EXAFS spektro-
skopie zatim pouze pro komplexy Cd(II) s polypeptidy (y-Glu-
-Cys), Gly (cit.”).

U rostlinnych metalothioneinti jsou nejcastéji vdzanymi
kovy Cd a Cu, oproti Zivo¢iSnym metalothioneintim, u nichz
byla potvrzena nejcastéji piitomnost Cd a Zn. Méd je nejcas-
t&ji koordinovdna sirou jako Cu(l), a to jak u Zivo¢iSnych, tak
rostlinnych metalothioneinti. Koordina¢ni ¢&isla a prostoro-
vé usporadani peptidového fetézce koordinujictho méd jsou
v soucasné dobé predmétem studia. Nejnoveéjsi vysledky ro-
entgenografickych studif potvrzuji u Zivocisnych metalothio-
nein Cu-MT trigondlni koordinaci Cu(I), u Cu-desglycylpep-
tidd izolovanych z kvasinek byla nalezena vedle digondln{
koordinace rovnéz trigonalni koordinace®.

Polypeptidy izolované ze zelené tasy Chlorella byly rov-
néZ podrobeny aminokyselinové analyze. Z primdrni struktury
téchto polypeptidii je ziejma piibuznost ke glutathionu’, po-
dobné polypeptid izolovany z krdsnoocka zeleného, Euglena
gracilis, byl rovnéz charakterizovan jako homolog glutathionu
s niz§{ molekulovou hmotnosti a negativnéjsim ndbojem, nez
jemoznéidentifikovat u zZivoc¢iSnych MT, a vysokym obsahem
sulfidovych iontt®.

Pii analyze zivociSnych a rostlinnych metalothioneint se
pouzivaji podobné postupy jako pro izolaci a identifikaci
proteint. Zdkladni postup stanoveni je rdzné€ modifikovdn,
v zdsadé vsak zahrnuje pouziti vyluCovaci a iontové vyménné
chromatografie a chromatografii na reverzni fazi. Obtiznost
a délka izola¢niho postupu zdvisi pfedevsim na zdroji Zivocis-
ného ¢i rostlinného metalothioneinu a obsahu kovu, ktery je
v molekule vdzan. Na rozdil od klasické analyzy speciaci, kdy
sledované analyty jsou presné definovany, pii identifikaci
komplexti s kovy v biologickych tkdnich je situace zcela
odli$nd. Je tfeba zvolit analytickou metodu, kterd je dostate¢né
ucinnd, aby bylo dosazeno separace jednotlivych izoforem
a subizoforem metalothioneind, zvolit selektivni detekéni me-
tody pro dané kovy a dosdhnout takové citlivosti stanovent,

kterd umozZni stanovit stopova mnoZstvi metalothioneinu’.

2. Izolac¢ni postupy

Standardni izola¢ni postup Zivocisnych metalothioneint
z tkdni zahrnuje pfipravu surového extraktu a separaci gelo-
vou aiontové vyménnou chromatografii 10 Nejprve se pfipravi
tkanovy homogendt zivoc¢isného materidlu nejcastéji v Tris
HCI pufru, pH 7.4. Do pufru se pfiddvd 0,25 M roztok sacha-
rosy'! nebo 0,25 M roztok glukosy'% Dile je doporucovéna
pfitomnost antioxidantu: 2 mM roztoku dithiotreitolu (DTT)
nebo 5 mM roztoku merkaptoethanolu (ME)". K piipravé ex-

478

Referaty

traktu je zpravidla pouZivdna centrifugace homogenatu tkané
pti zatiZeni 100 000-170 000 x g. V jinych postupech je navic
zafazen krok tepelné nebo chemické denaturace a takto oSe-
tfeny homogendt je znovu centrifugovdn pfi zatizeni 10 000—
40 000 x g (cit.'*.

Podle typu rostlinného materidlu se voli pro izolaci rost-
linnych metalothioneint riizné postupy'>. Prvnim krokem izo-
la¢niho postupu je po predchozi homogenizaci rostlinného
materidlu'® extrakce Tris nebo fosfitovym pufrem o pH 7,2—
8,2 (cit.!”). Pfi piipravé extraktu z fas po predchozi sonikaci
bunék'® je obvykle pouzivan téz Tris obsahujici kromé mer-
kaptoethanolu NaCl nebo KCI. Vysledny extrakt je ptipraven
centrifugaci homogendtu pii rznych pfetiZenich zvolenych
podle typu materidlu. Pretizeni 105 000 x g po dobu 60 min
bylo pouzito pfi centrifugaci homogendtu z rostlinnych bunéc-
nych kultur'’, homogenit z kofenovych suspenzi byl centrifu-
govan pii 20 000 x g po dobu 20 minut'®,

3. Metody stanoveni nezahrnujici separaci
3.1. Satura¢ni metody

Saturacni metody jsou zaloZeny na vysyceni vazebnych
mist v metalothioneinech kovy s vysokou afinitou k site. Pro
takovéto stanoveni je pouzivana Hg nebo Ag, byly vypraco-
vany rovnéz metody vyuzivajici vazby kadmia ke stanoven{
MT v tkdniovych homogenatech. Specifita stanoveni je zajis-
fovdna piidavkem hemoglobinu a ndslednym oddélenim tepel-
né stabilniho CAMT (Cd-HEM metodalg). Srovnatelné para-
metry s CD-HEM metodou md metoda Cd-CHELEX (cit.?9).

3.2. Imunochemické metody

RIA a ELISA metody jsou rychlé, presné a citlivé (detek-
¢nf limit mensi nez 1 pg). Nevyhodou téchto metod je vSak
obtiznd piiprava protildtek, neschopnost kvantifikovat jednot-
livé izoformy ve smési a nemoznost ziskat informace o pii-
tomnosti kovi. Tyto metody byly vyuzity pfi stanoveni niz-
kych koncentraci MT v krvi, plazmé a moci. Shodné vysokou
citlivost imunologickych metod pro identifikaci Zivoc¢isnych
MT potvrzuje prace?! a rostlinnych MT (cit.'6).

3.3. Elektrochemické metody

Ke stanoveni celkového obsahu metalothioneinti v riiz-
nych typech tkdfiovych homogendtl je pouzivana modifiko-
vand Brdi¢kova reakce?, jejiz vysledky dobfe koreluji jak
s metodami saturaénimi, tak imunochemick}fmiﬂ. Tato me-
toda byla pouzita k identifikaci SH skupin pfitomnych v cya-
nobakteridlnich MT (cit.”*) nebo v polypeptidech izolovanych
z kotenové ¢asti vyssich rostlin™. Zvyseni citlivosti dostate¢né
i pro stanoveni metalothioneinti v télnich tekutindch skytd
vyuziti potenciometrické rozpoustsci analyzy>*.

Dalsi moznosti elektrochemickych metod spocivaji v roz-
liseni chovani nekomplexovanych ionti kovid a iontd kovi
vazanych v riznych typech komplexi. Velkd pozornost byla
v této oblasti vénovdna zejména ZivociSnym metalothionei-
niim obsahujicim Zn a Cd (cit.”) i synteticky piipravenym MT
fragmentﬁm26. Z oblasti rostlinnych metalothioneint byly po-
larografickymi a voltametrickymi metodami studovany fyto-



Chem. Listy 95, 477 — 483 (2001)

chelatiny — a to izolované z Agrostis capillaris a Phaeloda-
ctylum tricornutum®’ nebo synteticky pfipravené peptidy (y-
-Glu-Cys),~Gly a (y-Glu-Cys);—Gly (cit.”®). PFi pouziti rtufové
elektrody bylo pro Cd a Zn komplexy fytochelatini pozoro-
vano obdobné chovani jako u metalothioneind Zivoci§nych;
v obou pripadech jsou voltamogramy ¢i polarogramy kompli-
kovény tvorbou slou¢enin se rtuti. P¥i pouziti rtufové elektrody
s filmem trifenylfosfinoxidu je tvorba téchto sloucenin potla-
Cena a s pouzitim adsorptivniho nahromadéni bylo mozné
stanovit CAMT aZ v koncentracich 107" mol.I"! (cit.>”). Ddle
byly provedeny studie s riiznymi typy uhlikovych elektrod. Pi
pouziti uhlikové kompozitni elektrody® bylo mozné selektiv-
ni stanoveni apometalothioneinu, uhlikova kompozitni pasto-
vd elektroda byla pouzita pro studium tvorby Cd-komplexd
v pripadé Zivocisného metalothioneinu® a peptidu (y-Glu-
-Cys),~Gly (cit.*?). Aplikace potenciometrické rozpoustéci
analyzy umoziuje pracovat s uhlikovou kompozitni pastovou
elektrodou ve stejné oblasti koncentraci jako pfi pouZiti rtuto-
vé elektrody'.

Ke stanoveni celkového obsahu metalothioneint byla ddle
navrzena metoda stanoveni Cu(I) komplexu, ktery vznikd po
pridani médnatych iontt do roztoku obsahujictho metalothio-
nein v elektrochemické nddobce. S vyuzitim adsorptivniho
nahromadéni Cu(I)-komplexu na povrchu rtutové kapky bylo
pro zivocisné metalothioneiny dosazeno citlivosti stanove-
ni 1079 mol.I™! (cit.>?), pro fytochelatiny (n = 2—4) citlivosti
107 mol.I™" (cit.™).

4. Chromatografické metody
4.1. Vylucovaci chromatografie

Vylucovaci chromatografie (SEC) je nejcastéji pouzivdna
k separaci komplexa s kovy podle velikosti molekul a k uréen{
jejich zdanlivé molekulové hmotnosti. Ve vylucovaci chroma-
tografii se béZné pouzivaji silikagelové ndplné, byl v§ak u nich
zaznamendn tzv. silanolovy efekt zplsobujici ztratu kovu
v pritomnosti mobilnich fazi s nizkou iontovou silou. Proto
byly testovdny i dal$i ndplné na bdzi organickych polymert,
napf. kopolymer styrenu a divinylbenzenu, ktery nevykazoval
béhem separace extraktd vyrazné interakce s kadmiem. Roz-
lisSeni SEC je vSak obvykle nedostate¢né pro déleni malych
peptidi odlisnych pouze ve sloZeni aminokyselin. Nejéastéji
se tato technika pouziva ke stanoveni molekulovych hmotnos-
ti pro separaci extraktl do frakei obsahujicich metalothionei-
ny35. Extrakty z rostlinn)?ch36i 2ivoéi§n}7ch10 tkani byly sepa-
rovdny vylucovaci chromatografii na Sephadexu G-75 nebo
na Sephadexu G-50. V jimanych frakcich byl stanoven obsah
tézkych kovli metodou AAS nebo byly frakce analyzovédny na
obsah aminokyselin'*. U zelené fasy Scenedesmus quadricau-
da po expozici kadmiem byl nizkomolekuldrni peptidovy
komplex s vysokym obsahem Cd rovnéz izolovan vylu¢ovaci
chromatografii na Sephadexu G-50. Byla studovana zdvislost
zdanlivé molekulové hmotnosti na iontové sile mobilni fize®’.
Vybrané aplikace SEC jsou uvedeny v tabulce I.

4.2. ITontové vyménnd chromatografie

Negativné i pozitivn€ nabité komplexy Ize separovat ion-
tové vyménnou chromatografii. Nejcastéji se pouzivaji slabé
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ménice aniontl s dimethylaminoethylovymi funkénimi skupi-
nami v kombinaci s vodnymi pufry a koncentra¢nim gradien-
tem. Hunzinker a Kéigi42 pomoci iontové vyménné chromato-
grafie ve frakcich ziskanych vylu¢ovaci chromatografii potvr-
dili heterogenitu humanniho MT v jaternim cytosolu. Podobné
byly separovdny iontové vyménnou chromatografif negativné
nabité izoformy metalothioneinu, izolované z riiznych tkdino-
vych extraktl. Stejné tspésné byly separovdny rostlinné me-
talothioneiny iontové vyménnou chromatografii na koloné
DEAE Sephadex A-25 s mobilni fazi Tris HCl o pH 7,2-8. Pii
separaci proteinovych komplext z rostlinnych materidlt, které
obsahuji nadbytek hnédého pravdépodobné fenoloxidasového
-Sephadex A-25 nez DEAE Sephadex A-25. Priklady aplikaci
separace metalothioneinti jsou rovnéz uvedeny v tabulce 1.

4.3. Afinitnf chromatografie

K identifikaci pfevazné zivocisnych metalothioneinii byla
téZ vyuzita afinitni chromatografie, zaloZend na silné interakci
se specifickymi ligandy. Cherian* izoloval Zivo¢isné MT na
Sepharose-DTNB [5,5-dithio-bis-2(nitrobenzoovd kyselina)].
Afinitni chromatografii 1ze vhodné vyuzit k separaci apopro-
teind, které jsou stabilni pfi nizkych pH a vykazuji specifickou
interakci s navdzanym ligandem. Jak uvadi Rauser®®, &isty
proteinovy komplex byl ziskan afinitni chromatografii na
thiopropyl Sepharose-6B po piedchozi separaci vylu¢ovaci
chromatografii.

4.4. Reverzni HPLC

Pro separaci a ovéfeni Cistoty jednotlivych izoforem Zivo-
¢iSnych metalothioneinti je zpravidla pozivana HPLC na re-
verznich fazich s chemicky vdzanym oktylem nebo oktadecy-
lem (RPC) v kombinaci s poldrni mobilni fazi. Reverzni faze
se vyznacuji vysokou t¢innosti a neobsahuji ligandy, které by
mohly ireverzibilné vazat kovy. Bézné se pouzivaji mobiln{
fdze obsahujici 10-50 mM roztoky pufrti s organickymi mo-
difikdtory.

Apoizoformy jsou nejCastéji separovdny gradientovou
eluci v 0,1% TFA (cit."*). Rovn&z jednotlivé formy rostlinnych
apometalothioneintl 1ze separovat v kyselém prostiedi vySe
uvedenou metodou®. Rozlideni jednotlivych izoforem zavisi
na pH.

V RPC se nejcastéji pouzivd UV detekce, je vSak madlo
selektivni a vzhledem k nizkym koncentracim metalothionei-
ni v biologickych vzorcich je mdlo citlivd. Zivo&isné, jim
podobné metalothioneiny a rostlinné metalothioneiny neobsa-
huji aromatické kyseliny, a nevykazuji tudiz absorbanci pfi
280 nm. Proto se Casto k identifikaci SH skupin vyuzivd
predkolonova nebo postkolonovad derivatizace Elmannovym
¢inidlem [DTNB - (5,5-dithiobis-2-nitrobenzoovou kyseli-
nou] a vysledny produkt je detegovdn pii 410 nm (cit.*).
Obdobny postup, pouze s odlisnym slozZenim mobilni faze, byl
pouzit k identifikaci sedmi izoforem metalothioneinu izolova-
ného ze sinice Synechococcus TX-20 (cit.?}). Rovnéz rostlinné
metalothioneiny byly separovdny na kolondch s reverzni fazi
C-18 s gradientovou eluci v acetonitrilu a trifluoroctové kyse-
1in&* nebo kyseling fosforecné®’.

Fluorimetrickd a elektrochemicka detekce jsou ve srovna-
ni s UV spektrofotometrickou detekci mnohem selektivngjsi
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Tabulka I

Vybrané metody pro separaci metalothioneinil
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Material Extrakce Mobilni faze Metoda Detekce Lit.
Rasa 10 mmol.I™! Tris, pH 7.4, 50 mmol.I"" Tris HCl, SEC, UV detekce 38
Dunaliella 10 mmol.I™! K(Cl, 1,5 mmol.lf1 pH 7.8 Sephadex G-50
tertiolecta MgClp, 50 mmol.I”' ME
Rasa 10 mmol.1"! Tris HCL pH 7.8, 10 mmol.1"! Tris HCl, SEC, UV detekce 7
Scenedesmus 100 mmol.I™! NaCl pH 7.8, 100 mmol.I™! NaCl Sephadex G-50
subspicatus
Rasa 10 mmol.1™! Tris, pH 8,5 10 mmol.I™" Tris, pH 8,5, SEC, UV detekce 39
Chlamydomonas 0,02% NaN3 Sephadex G-75
reinhardtii
Rasa 10 mmol.I"' Tris HCL, pH 8,5 20 mmol.I"' Tris HCI, pHS8,  SEC, UV detekee 40
100 mmol.I”' KCI Sephadex G-50
Rasa CHCI3/CH30H/H20, 1% SDS 10 mmol.l’1 Bicin +1% SDS SEC, UV detekce 41
Chlorella vulgaris Sephadex G-75
Rasa 50 mmol.I™" NaHPOg4, pH 8, 50 mmol.I”! NaHPOy4, pH 8 1IEC, DEAE- UV detekce 43
Scenedesmus 10 mmol.I”' ME 10 mmol.F1 ME, 500 mmol.F1 -cellulose, SEC,
quadricauda NaCl, 5 mmol.1”! Tris, pH 8, Sephadex G-50
1 molI™' KCl
Rasa 25 mmol.I™! NazHPOy4, pH 6, 15 mmol.I"" octan sodny, RPC, fluorescen¢ni detekce 57
Chlorogonium +25 mmolL.I™! DTT, izokratickd eluce Cig Beckman ex. 340 nm, em. 420 nm,
elongatum 100 mmol.I™! Tris, pH 8,5, Ultrasphere (5 um)  derivatizace OPA
3 +2% SSA, PH 7, |
Rasa 10 mmol.I” 42 mmol.I" kyselina octova, RPC C18, fluorescenéni detekce, 58
Dunaliella methansulfonova kyselina, pH 4, 0,64 mmol.I"! octan Adsorbosphere derivatizace
tertiolecta DTT sodny, tetraoktylamonium monobromobimanem
bromid, 18% acetonitril
Bunéc¢nd kultura 100 mmol.I™! Tris HCI, pH 8 gradientovd eluce, RPC, detekce pii 412 nm, 45
kyselina fosfore¢na, Nukleosil C18 postkolonova
acetonitril derivatizace DNTB
Bunécéna kultura 5-sulfosalicylova kyselina 0,1% TFA, acetonitril RPC, detekce pii 412 nm, 59
Ultrasphere C18 postkolonova
derivatizace DNTB
Tabakovd kultura 10 mmol.I”! Tris, 5 mmol.I”! 0,1% TFA, acetonitril RPC, Waters C18 detekce pii 412 nm, 6
NaCl, pH 8, ME postkolonova
derivatizace DNTB
Vyssi rostliny 50 mmol.I™! Tris, gradientova eluce RPC, ICP MS detekce, detekce 69
10 mmol.I”' DTT, pH 8 0,05% TFA, methanol Hypersil C18 pfi 412 nm, post-
kolonova derivatizace,
DNTB, MS-MS
Kofenova kultura, 50 mmol.I™! HEPES, gradientova eluce 0,1% TFA, RPC, MS-MS, derivatizace TNB 70
kvasinky 50 mmol.I™" Tris, 1 mmol.1”! acetonitril Nucleosil C18
PMSF, 1% Tween, pH 8,6
Kofteny rostlin Tris tricinovy pufr 100 mmol.I™! Tris tricinovy CGE UV detekce 64
pufr, pH 8,3
Eukaryota 10 mmol.I”! Tris, pH9 elektrolyt 50 mmol.I"! Tris CZE UV detekce 65
HCI, pH 9,1
Kofenovd kultura 1 mol.I™" NaOH, 0,1% NaBH4 100 mmol.I”! bordtovy CZE detekce pii 380 nm, 66
pufr, pH 8,5 derivatizace ABD-F
Rasa 10 mmol.I™! fosfatovy 0,1% TFA, acetonitril RPC, detekce pii 412 nm, 71
Chlamydomonas  pufr, pH 7 Econosphere C18 postkolonova
reinhardtii derivatizace DNTB
Sinice 10 mmol.I”' Tris, pH 8, 50 mmol.I”! Tris, 200 mmol1”'  SEC, Ashipak ICP MS detekce 72
I mmoLI”' DTT (NH4)2S04, 0,1 mmol.I™! GFA-30F
EDTA, pH 7
Zivotisny MT 20 mmol.I”' Tris HCI, pH8, 120 mmol.I"' Tris, pH 7.5 SEC, Superose 12 ICP MS detekce 10
sacharosa
Bunécéna kultura 10 mmol.I™! Tris, 10 mmol.I”! 10 mmol.I™! Tris, 0,9% NaCl, SEC, Asahipak MS detekce, ESI MS 73
KCl, 1,5 mmol.I”' MgCla, pH7 1,5 mmol.I"' MgClo, pH 7 GSICP, 520HQ
Bunéc¢nd kultura 20 mmol.1™! Tris, 10 mmol.l™ 10 mmol.1"! octan amonny, SEC, Eurogel GFC  ICP MS detekce, ESIMS, 74

ME, pH 8.6

pH7

detekce pii 412 nm,
postkolonova derivatizace
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Tabulka I — pokracovani

Material Extrakce Mobilni faze Metoda Detekce Lit.
Tabdkova kultura 10 mmol.I™" Tris, 10 mmolI™" 50 mmol.I™! Tris, 150 mmol.I™! SEC, Spherogel off line — 18
K(Cl, 1,5 mmol.1”! MgCla, NaCl, pH 7 TSK 3 000 SW radiochemickad detekce
pH 7.4, ME
acitlivéjsi. Vyvoj derivatizacnich metod s fluorescen¢ni detek- nejprogresivnéjsi analytickou metodou. Je to ddno jejimi vy-

ci byl sméfovan k rychlé analyze a moznosti stanovit stopova hodami, mezi néz patii zejména vysokd separacni dcinnost,
mnozstvi vzorkid. Pro analyzu aminokyselin47 a stanoveni rychlost a jednoduchost provedeni, rychly vyvoj analytické

glutathionu*® iontové vyménnou chromatografii byla zpo&at- metody a minimdlni spotieba vzorku a chemikalii. V kapildrn{
ku pouzivdna derivatizacni Cinidla jako o-ftaldehyd (OPA) zonové elektroforéze (CZE) se latky separuji v elektrickém
a fenylisothiokyanat (PITC) (cit.*). Piedkolonové derivati- poli podle velikosti poméru ndboje ku hmotnosti. I neutrdlni

zace s 9-fluorenylmethyl chlormravenc¢anem (FMOC-CI), vy- latky lze separovat v CE, pfidame-li do zdkladniho elektroly-
Se uvedend derivatizacni Cinidla a dansyl (dabsyl) chloridy tu nabité micely (miceldrn{ elektrokineticka chromatografie,
byly rovnéz pouzity ke stanoveni aminokyselin iontové ng- MEKC). Vyznamné aplikace CE zahrnuji analyzy proteint
ménnou chromatografii ve spojeni s fluorescenéni detekei®’. a biologickych peptidi. Vysokd dic¢innost CE umoziuje nejen

V posledni dobé b;/la vyvinuta novd metoda RPC pro separaci izoforem MT, ale umoziuje i dal$i rozdéleni do
analyzu aminokyselin?’, polyamini®' a nehydrolyzovanych podskupin. Vyuzivaji se rizné pufry jako zdkladni elektrolyty,
peptidﬁSz, zaloZend na derivatizaci primdrnich a sekunddrnich napf. fosfat, borat, Tris, Tris borat atd. Zdkladnimi pozadavky

aminoskupin s 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidylkar- na pouZité pufry jsou nizkd elektrolytickd vodivost a nizkd
bamdtem (AQC). K identifikaci glutathionu a dalSich peptidd absorbance v UV oblasti. Pfi separacich se pouzivaji jak
obsahujicich sirné aminokyseliny fluorimetrickou detekci by- nemodifikované kiemenné kapildry, tak kapildry s modifiko-
lo vyuzito predkolonové derivatizace s 7-fluorbenzo-2-oxa- vanym vnitinim povrchem, u nichz je potlacena sorpce protei-
-1,3-diazol-4-sulfondtem amonnym (SBD-F) (cit.>®) nebo mo- nd. UV detekce pii 214 nm, bézné pouzivand v HPLC a v CE,
nobromobimanem®*. je vsak obvykle malo citlivd a mdlo selektivni. Derivatizace
Elektrochemické detekce bylo pouzito k analyze peptidd —SH skupin s ABD-F ¢inidlem (4-aminosulfonyl-2,1,3-ben-
obsahujicich cystein a charakterizaci jejich chromatografické- zoxadiazol) dovoluje selektivni detekci pii 380 nm (cit.®").
ho chovéni na reverzni fazi*>. Glutathion, cystein a jejich CE byla vyuzita hlavng u zivogisnych MT (cit.®?). Tris
oxidované formy byly stanoveny RPC s elektrochemickou tricinovy pufr, pH 7,5 v kombinaci s detektorem s diodovym
detekei jak v zivocisnych tkdnich, tak i v rostlinnych vzorcich. polem byl pouzit k charakterizaci izoforem zivoc¢isnych MT.
Nizkych detekénich limitd pii stanoveni obou forem cysteinu Vliv pH, teploty, sloZeni a koncentrace pufru na CZE separaci
a glutathionu bylo rovnéz dosazeno RPC s elektrochemickou zivo¢isnych MT byl studovén v praci®.
detekci na modifikovanych elektrodach. Elektrochemicka de- CE analyza rostlinnych MT je mnohem komplikovanéjsi,
tekce peptidl byla testovana HPLC na kapildrnich kolonéch. nebot jejich UV absorpce i stabilita jsou nizsi a standardn{
Po derivatizaci biuretovym ¢inidlem byly peptidy detegovdny latky nejsou k dispozici. Vysokou tcinnost CE pii separaci
na uhlikové elektrod&®. rostlinnych MT dokumentuje préce64, kde MT o molekulové

hmotnosti 10 000, identifikovany jako chemické individuum
SDS-PAGE metodou, se v CE rozstépil na nékolik dalsich latek.
5. Elektroforetické metody

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfd- 6. PFimé spojeni HPLC a CE s dalSimi
tem sodnym (SDS-PAGE) je velmi pouzivand separacni me- detek¢énimi metodami
toda pro identifikaci proteinti a k urenf jejich molekulovych
hmotnosti. Po ptfedchozi karboxymethylaci metalothioneind 6.1. AAS detekce
a nasledném barveni stiibrem nebo Coomasovou modii CB-

-250 se analyty zpravidla deteguji denzitometricky pfi 570 nm. Klasicky postup pfi identifikaci metalothioneinti spociva
Obdobny zptisob barveni gelu pfi separaci rostlinného meta- v separaci extraktd na jednotlivé frakce, v nichz se stanov{
lothioneinu pouzili Roesijadi a spol.*’. Zpravidla se pouziva obsah kovl off-line metodou. Daleko vyhodnéjsi je piimé
18-20 % polyakrylamidovy gel v pufrovacim systému. Ana- spojeni chromatografické separace se specifickym detekto-
logickym postupem byl v tkdnovém cytosolu stanoven Zivo- rem, mezi né€Z patif atomovd absorpcni spektrometrie (AAS),
¢iSny metalothionein spolu s glutathionem. U zelené fasy atomova emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazma-
Scenedesmus quadricauda byl metodou SDS-PAGE identifi- tem (ICP AES), hmotnostni spektrometrie s indukéné vdza-
kovén protein s M, 8100 a rovnéZ byla touto metodou zazna- nym plazmatem (ICP MS) a hmotnostni spektrometrie s ioni-
mendna zména indukce proteinti u vodnich rostlin vystave- zaci za atmosférického tlaku (ESI MS (/MS)).

nych zatézi Hg a Pb. Kovy, které se prednostné vazi do MT (Cd, Cu, Zn), patii

Kapildrni elektroforéza (CE) se stala v posledni dobé mezi prvky, které ddvaji nejcitlivéjii odezvu v AAS (cit.'?).
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Plamenovd AAS je kompatibilni s }S)rﬁtokem a s mobilnimi
fizemi pouzivanymi v HPLC (cit.””). Zakladni interface je
velmi jednoduchy. Vystup z UV detektoru je zapojen ke
zmlZovaci atomového absorpéniho spektrometru a Cd, Cu
a Zn jsou stanovovany pii 228,8 nm (Cd), 324,8 nm (Cu)
a 213,8 nm (Zn). Kromé tohoto typu interface byla pouZzita
rizné modifovand spojeni HPLC s AAS, kterd umoznila do-
sazen{ niz$ich detek¢nich limitd (ng) ve vodnych i methano-
lovych fazich. Mikroatomizacni interface s kiemennou trubici
plnénou vodikem umoziiuje pracovat pouze s vodnymi faze-
mi, av8ak ve srovndni s pfedchozimi technikami je citlivéjsi.
Vzhledem k tomu, ze HPLC-AAS neni multielementdrni tech-
nika, je vyuzivdna pfedevsim k identifikaci izoforem metalo-
thioneinii po predchozi saturaci kovem®. Vyhodou HPLC-
-AAS techniky je pfedevsim jednoduchost spojeni, kompati-
bilita s mobilnimi fidzemi pouZivanymi v HPLC a S§irokd
pouzitelnost.

6.2. ICP AES a ICP MS detekce

ICP AES je velmi citlivd a selektivni metoda ke stanoven{
prvkt. Pomoci této metody lze ziskat informace nejen o cel-
kovém obsahu kovu, ale soucasné s kovy je mozné monitoro-
vat i siru. Problémem ICP AES detekce je nizkd tolerance
k organickym rozpoustédlim i pfitomnym solim. Maximdlné
je tolerovdno 10 % organického modifikdtoru v mobilni f4zi
a 50 mM roztoky pufra®’. Podobng je tomu u ICP MS, kterd
vSak md ve srovndni s ICP AES tu vyhodu, Ze umoziuje
soucasné stanovit vice kovi i jejich izotopt a s vySsi citlivosti.
Nevyhodou je vysokd cena pfistroje a vysoké provozni nakla-
dy. Bylo popsano nékolik typt interface. V piipadé klasického
spojeni, pitimého zavedeni vystupu z kolony do zmlzovace
(pneumatickd nebulizace), zhorSuji organickd rozpoustédla
stabilitu plazmy a zptisobuji depozici uhliku. Vysokd koncen-
trace soli blokuje zmlZovac¢ a ddvkovac. Dalsi typ interface
(DIN - direct injection nebulizer), kdy dochdzi k pfimému na-
stfiku kapalného vzorku do centrdlniho kandlu kuzele plazmy,
se vétSinou pouzivd pro méné stabilni vzorky komplext se rtu-
ti. Pfi nizkych pritocich methanolickych mobilnich fazi je vhod-
ny hydraulicky vysokotlaky nebulizér (HHPN), ktery je méné
citlivy na obsah soli v mobilni fazi s nizii depozici uhliku®.

Bylo rovnéz popsano nékolik typd spojeni kapilarni elek-
troforézy s ICP MS. Hlavni problémy v této technice zptisobuji
malé objemy vzorkd (10-100 ul), které vyzaduji vysokou
citlivost detekce a velmi nizké pritoky (1-5 ul.min™'), coz
omezuje volbu zmlzovace. Nékterd spojeni byla testovana pro
charakterizaci izoforem metalothioneint®®.

6.3. HPLC-ESI MS (/MS) detekce

Metodou ESI MS Ize ziskat nékolikandsobné nabité sta-
bilni ionty i pro velké molekuly, jako jsou proteiny, bez
predchozi fragmentace. Ze zdznami ESI spektra Ize tak ziskat
presné informace o molekulovych hmotnostech analyzova-
nych latek. ESI MS metodou 1ze urdit, jaké kovy a v jakém
mnozstvi jsou vazany v MT, ur¢it moldrni distribuci a relativni
zastoupeni rdznych komplexid. V MS/MS technikdch se data
ziskdvaji po disociaci nabitych iontl pfi kolizi s neutrdlnim
plynem. Hodnoty m/z produkti disociace se pak méfi v dal§im
hmotnostnim analyzatoru®®. P¥i pouziti ESI techniky je moz-
nost zvysit fragmentaci az na jednotlivé ionty.
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V soucasné dobé je metoda ESI MS testovdna pro charak-
terizaci izoforem zZivocisnych metalothioneint a jejich kom-
plext s kovy35. Ve vzorku Zivoc¢isSného MT-2 byla potvrzena
pritomnost dvou izoforem, které se odlisuji 30 hmotnostnimi
jednotkami, a charakteristickd spektra apoproteinu a kovem
saturovaného proteinu v kyselém a alkalickém prostiedi po-
skytla informace o mnoZzstvi a totoznosti kovli vdzanych v pro-
teinu. Metoda ESI MS ve spojeni s HPLC byla pouzita k cha-
rakterizaci jak ZivociSnych, tak rostlinnych metalothioneind.

Spojeni CE s ESI MS je teoreticky pomérné jednoduché,
protoze pritokové rychlosti v CE a v ESI MS jsou obdobné
(1-10 ml.min™"). Jednd se o velmi citlivé zafizeni.

7. Zavér

Studium komplexi s kovy je diileZité pro pochopenti jejich
funkci. K objasnéni vSech funkci metalothioneinti vede izola-
ce téchto polypeptidi a jejich charakterizace vhodné zvoleny-
mi analytickymi metodami.

Interpretace tidajii o metalothioneinech zdvisi na konkrét-
nich experimentdlnich podminkéch. Indukce metalothioneint
zavisi na koncentraci kovovych iontd v zivném médiu, zptiso-
bu kultivace a délce expozice rostlinného materidlu. Zptsob
zpracovani biologického materidlu spolu s pouZitymi analy-
tickymi metodami hraje vyznamnou roli pfi vysledné charak-
terizaci rostlinnych metalothioneinti. Charakterizace vyzaduje
vysokouc¢inné separa¢ni metody (metoda SEC, RPC, CE).
Tyto metody je tfeba kombinovat se selektivnimi detekcemi
(AAS, ICP MS, ESIMS). Vedle separa¢nich metod jsou velmi
ucinné elektrochemické metody.

Tato publikace je soucdsti FeSeni vyzkumného zdméru
MSM 113 100002 a projektu GACR 204/97/K0 84, MZP
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
are voltammetric methods. Isolation procedures are also dis-
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