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Cystein je jednou ze dvou biogennich sirnych aminokyse-
lin. Je biosyntetizovdn ze dvou aminokyselin, a to methioninu
a serinu, kde methionin je nejprve pfeménén na homocystein
pres intermediity S-adenosylmethionin a S-adenosylcystein.
Pro stanoveni urcité aminokyseliny 1ze pouzit dikazové re-
akce, které jsou specifické pro danou aminokyselinu, a to na
zakladé jejich chemickych vlastnosti a struktury. Kvalitativni
a kvantitativni aspekty zdvisi na dané metodé. Pro kvantifikaci
aminokyseliny cysteinu se pouzivd Ellmanova metoda, kterd
je zalozena na interakci thiolové skupiny aminokyseliny s Ell-
manovym c¢inidlem 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny
(DNTB).

Materidl a metody

Pfiprava vzorka byla provadéna pomoci automatické pi-
petovaci stanice epMotion 5075 (Eppendorf, Némecko). Spekt-
rofotometricka analyza pomoci Ellmanovy reakce probihala na
automatickém analyzdtoru BS-200 (Mindray, Cina).

Vysledky a diskuze

V naSem experimentu jsme sledovali tvorbu komplexu
mezi cysteinem a kademnatymi ionty ve Ctyfech ¢asovych
intervalech a to 10, 15, 30 a 60 min. Testovali jsme dale ruzné
koncentrace cysteinu (10, 25, 50 a 100 pM) a kademnatych
iontt (0,5; 1; 2,5; 5; 7,5; 10; 25; 50; 75 a 100 pM). Pifedpokladali
jsme, Ze pfi interakci thiolové skupiny cysteinu s kovem se
snizi podil volnych thiolovych skupin pro reakci s DNTB, a tak
se bude oproti kontrole snizovat zaznamendvand absorbance.
Vzhledem k tomu, Ze pfi proméfeni samotné koncentracni
fady kadmia byla zaznamenana interferujici absorbance, museli
jsme pfistoupit k normalizaci vystupnich hodnot. Odecitina
tedy byla konstanta, kterd vzesla z praimérné interference kad-
mia. Po odectu interferencni konstanty od celkového signilu
komplexu aminokyseliny s kovem v rizném case jsme ziskali
hodnotu, kterd by méla byt spolu se vzrustajici koncentraci
kovu klesajici. Pokud interakce aminokyseliny s kadmiem byla
vysokd, zaznamendvali jsme zdporné hodnoty. Pro vSechny
zavislosti zmén absorbance na zikladé zmény koncentrace kovu
a aminokyseliny pfi raznych Casech byly provedeny korelace
pomoci logaritmické spojnice trendu. Tato kfivka ukazuje velmi
nazorné prubéh vsech trendd a je charakterizovdna rovnici
Y = a.In(X) — b. Nejvyssi mira interakce byla zaznamenana pfi
50 pM aplikované koncentraci a po 60minutové interakci. V této
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préci se nam podafilo automatizovat metodu piipravy, a spolu s
automatickou metodou analyzy jsme docilili vysoké opakovatel-
nosti a pfesnosti pii analyzach tohoto typu. Na rozdil od manual-
ni pfipravy vzork(, které zahrnuje i michdni reagenci, je totiz do
zna¢né miry omezen lidsky faktor a cely postup se timto navic
zrychluje. Potvrdili jsme také, Ze metody vyuZivajici UV-VIS

spektrometrii mohou byt v nami prezentovaném uspofadani
velmi uZzite¢né pro multifaktoridlni studovani tvorby komplext.
Ziskané vysledky pfindsi nové poznatky pro fytoremediacni
a biosenzorové technologie.
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Due to the newly emerging knowledge about the role of metals
in organisms the study of metal interactions with biomolecules
is topical. Aminoacids, mainly cysteine, belong to the one of the
biomolecules groups attracting the attention. Cysteine is due to
its chemical properties parts of many metal-binding peptides,
structural proteins and enzymes. The aim of this study was to
optimize a method for monitoring interactions between metals and
aminoacids in vitro by using UV-VIS spectrometry. We investigated
the influence of several factors such as the concentration of both
components and the time for complex formation between the
aminoacid and the metal. We have managed to automate the
method of preparation, and with an automatic analysis method,
we have achieved high accuracy and repeatability of this type
measurements.
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