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Souhrn: Nadorova onemocnéni predstavuji velmi zavazna onemocnéni postihujici kazdého tetiho az patého
Clovéka v populaci. Nedavno bylo zjisténo, Ze hladiny metalothioneinu (MT) je moZné vyuZit jako markeru
pribéhu nddorovych onemocnéni. Je zndmo, Ze MT je nizkomolekulérni intraceluldrni protein, jehoZ primar-
ni funkci je udrzeni homeostizy t€zkych kovii v Zivych organismech. Metody: Pro analyzu MT jsme pouzili
(vlastni) nami navrZeny elektroanalyticky postup vyuZivajici adsorptivni pfenosovou techniku. Elektroanaly-
za probihala na pftistroji AUTOLAB ve spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm, Switzerland) v klasickém tfielek-
trodovém uspofadani v roztoku zakladniho elektrolytu 1 mol.dm™ amonného pufru a I mmol.dm™ Co(NH;)Cl,.
Zéakladni biochemické vySetfeni séra bylo provedeno na automatickém analyzitoru Advia 1650 a Centaur.
Vzorky krevnich sér byly ziskdny od 28 pacientl se zhoubnymi nadory prsu, tlustého stfeva a nebo melano-
mem v prubéhu roku 2005 na klinikdch FN Motol. Pred vlastni elektroanalyzou byl kazdy vzorek tepelné dena-
turovan 15 min. pfi 99 °C a centrifugovan pii 4 °C, 15 000 g po dobu 30 min. Vysledky: Zjistili jsme, Ze v krev-
nim séru pacientti s nddory prsu byl primérny obsah MT 1.6 wmol.dm3, pfi¢emz u 9 pacientii pfekro¢ila hladina
MT 1 uM (64 %) a u tfi byla hladina MT vy33i nez 2 pmol.dm™ (21 %). U pacientii se zhoubnym nidorem
tlustého stfeva byla primérna hladina MT 3,2 umol.dm™3, tedy 2krat vy$§i neZ u nadoru prsu. Obsah MT vys-
§1 neZ 1 umol.dm~ byl pozorovan u 8 pacientil (88 %) a u 3 byla hladina MT vy3§i neZ 2 umol.dm-3 (33 %).
V ptipadé pacientti s melanomem byla primérna hladina MT 1,97 wmol.dm™. Vy33i hladina MT byla pozoro-
véanau vSech pacientil s vy§§imi hodnotami jaternich enzymi. Velmi zajimava shoda byla také pozorovina mezi
hodnotou nadorového markeru CA 15-3 a hladinou MT. Zdvér: Elektroanalytickych technik je mozné vyuZit
pro analyzu sérovych hladin MT u pacientl se zhoubnymi nddory. Hladina MT vyrazné vzriistd u vétSiny
pacientil se zhoubnymi nadory.

Klicova slova: metalothionein, MT, diagnostika, melanom, zhoubny nador prsu, zhoubny nador tlustého stieva,
Brdickova reakce.

Introduction: Malignant tumours represent a grave illness affecting three out of every ten people in the
world. Recently, it has been published that metallothionein (MT), an intracellular high molecular and cys-
teine-rich protein, which is able to detoxify heavy metals, could serve as a marker of tumour diseases.
Methods: An adsorptive transfer stripping technique (AdTS) in connection with differential pulse vol-
tammetry was used for the determination of metallothionein. Electrochemical measurements were per-
formed with AUTOLAB Analyser (EcoChemie, Netherlands) connected to VA-Stand 663 (Metrohm, Swit-
zerland), using a standard cell with three electrodes. The Brdicka supporting electrolyte containing 1 mM
Co(NH;)4Cl; and 1 M ammonia buffer (NH;(aq) + NH,CI, pH = 9.6) was used. Basic biochemical analy-
ses were performed with Advia 1650 and Centaur. Human blood serum samples were obtained from 27
patients with breast cancer and malignant melanoma in 2005 at the Department of Clinical Biochemistry
and Pathobiochemistry, 2" Faculty of Medicine Charles University, Czech Republic. Each sample was
prepared by heat treatment. Briefly, the sample was kept at 99 °C for 15 min., and then cooled to 4 °C.
The denatured homogenates were centrifuged at 4 °C, 15 000 g for 30 min. Results: We found out that the
metallothionein content in human blood serum of patients with breast cancer reached an average of 1.6
UM. Moreover, the MT content in nine of the patients was higher than 1 uM (64%) and in three of them
higher than 2 uM (21%). The average MT content in human blood serum of patients with colon cancer
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was 3.2 uM, thus 2 times higher than in breast cancer patients. Eight patients (88 %) with malignant mela-
noma had more than 1 uM of MT and 3 of them (33 %) more than 2 uM of MT. As for patients with malig-
nant melanoma, their average content of MT was 1.97 umol.dm™3. Higher level of MT was determined in
all patients with higher content of liver enzymes. Moreover, we observed that CA 15-3 tumour marker
levels corresponds well with the MT content. Conclusion: It is evident that it is possible to use the
electroanalytical techniques for determination of MT in blood serum samples of patients with tumour
diseases. We found out that MT content markedly increases in all studied blood serum samples of the
patients with breast cancer, colon cancer, and malignant melanoma.

Keywords: metallothionein, MT, diagnostics, melanoma, breast cancer, colon cancer, Brdicka reaction.

Uvod

KaZdym rokem je ve svété diagnostikovano asi 11 miliont pfi-
padi onemocnéni malignim nddorem a 6,7 milionu lidi na tuto
nemoc umira. Ze vSech umrti ve svété pfipada 12 % na zhoub-
né nidory. Nejvice diagnostikovanymi jsou karcinomy plic,
prsu, stfev, Zaludku, prostaty, déloZniho ¢ipku a jicnu, a letal-
ni, z nich jsou nej¢astéjsi karcinom plic, Zaludku a jater. Pod-
le tidajt, které vypracoval Narodni onkologicky registr, Zije
v Ceské republice s malignim nadorem 302 000 osob. Ze sta-
tistik je zfejmé, Ze ve svété primérné na 100 000 obyvatel pii-
pada asi 360 piipadit malignich nadort, ale v CR je to 560 pfi-
padii. V CR byl v roce 2000 celkovy pocet hliSenych
onemocnéni zhoubnymi novotvary u muz 27 847 au Zen 26
546. Ve stejném roce zemielo na toto onemocnéni 15 878 muzi
a 12 661 Zen. Podle udaji z roku 2002 drZi Cesk4 republika
evropské prvenstvi v po¢tu nemocnych malignimi nddory
kone¢niku a ledvin. Mezi nej¢astéj$i nidorova onemocnéni
v§ak v CR, obdobné jako jinde v Evropg, patii zhoubné nido-
ry kiiZe, prsu a plic. V CR postihne karcinom prsu roéné vice
nez 4 500 zen, béhem Zivota touto chorobou onemocni kazda
desata Ceskd Zena a rocné€ na ni zemfe pfibliZzn€ 2 500 Zen.
Z t&chto davodd vyhléasilo Ministerstvo zdravotnictvi CR
a Cesk4 onkologicka spole¢nost program zaméfeny na pokles
vyskytu zhoubnych onemocnéni v Ceské populaci. Zna¢na
pozornost by méla byt vénovana predevsim (ve smyslu Narod-
niho onkologického programu CR) ; i) primarni prevenci
a vychové k udrZeni zdravi; ii) ,,screeningovym* programim
vyuZivajicim novych modernich technologii; iii) zlepSeni Cas-
né diagnostiky mezi néZ néleZi i nové potencionilni markery;
iv) vytvoreni sité specializovanych pracovist; v) podpora
vyzkumnych projekt.

Nedédvno Theocharis a spolupracovnici publikovali, Ze mnoz-
stvi metalothioneinu (MT) se méni u fady zhoubnych nidort
(nadory prsu, kiiZze a pankreatu a dalsi) . Metalothioneiny (MT)
patii do skupiny intracelularnich, nizkomolekularnich na cys-
tein velmi bohatych proteini (obsah Cys az 30 % v molekule
proteinu) o molekulové hmotnosti od 6 - 10 kDa. Je pravdé-
podobné, Ze zmény v expresi MT mohou byt prognostickym
markerem u celé fady zhoubnych nddorovych onemocnéni.
Z tohoto diivodu je potfebné studovat zmény MT u pacientl
se zhoubnymi naddory pomoci jednoduchych a rychlych ana-
lytickych postupti. Cilem této prace bylo studovat sérovou hla-
dinu metalothioneinu u pacientii se zhoubnymi nadory prsu,
tlustého stfeva a kiiZze pomoci elektroanalytickych technik.

Material a metody

Klinicky materidl

V prabéhu prvniho pololeti roku 2005 byly ziskédna séra od
pacientt 1éCenych pro zhoubny nador prsu, tlustého stfeva
a melanom na raznych oddé€lenich FN Motol (Radioterapeu-
tické oddéleni dospéli, KoZni oddéleni a III. chirurgick4 klini-
ka 1. LF UK). Pokud to bylo mozné byly sledovany zékladni
biochemické ukazatele (ALP, AST, ALT, GMT a nadorovy
marker CA 15-3). Krevni sérabylaihned zmraZenana-20 °C do

doby jejich dalsiho zpracovéni. Celkem bylo analyzovano 28
sér pacientd; z toho pro zhoubny nddor tlustého stieva n = 9
s primérnym v&kem 56,4 roku; melanom n = 4 s primérnym
vékem 59,5 roku; a pro nidor prsu n = 15 s primérnym vékem
51,5 roku.

Biochemickd analyza

Hladiny vybranych jaternich enzymt ALP (S-alkalick4 fosfa-
tasa), AST (S-aspartadtamino-transferasa), ALT (S-alaninami-
no-transferasa) a GMT (S-a-glutamyl-transferasa) byly analy-
zovany spektrofotometricky na automatickém biochemickém
analyzatoru Advia 1650 (Bayer, Tarrytown USA) za vyuZiti
setu Bayer pfi 37 °C. MnozZstvi nddorového markeru CA 15-3
bylo stanoveno na analyzatoru Centaur (Bayer, Tarrytown,
USA) imunochemiluminiscen¢ni metodou.

Priprava vzorkii pro elektroanalytické stanoveni metalothio-
neinu

Ze ziskanych vzorkt krevnich sér bylo odebrino 100 pl
aumisténo na 15 min. pfi 99 °C do termobloku (Eppendorf 5430,
USA). Poté byly vzorky ochlazeny na 4 °C a centrifugovany pfi
4°C, 15 000 g po dobu 30 min. (Eppendorf 5402, USA). Meta-
lothioneiny patii k termostabilnim proteiniim, které ziistavaji
pfitomné v roztoku i po jeho tepelné denaturaci . Takto pfipra-
vené vzorky byly analyzovdny ndmi upravenym postupem
adsorptivni pfenosové techniky (AdTS) s diferen¢ni pulsni vol-
tametrif (DPV). MnoZstvi analyzovaného vzorku bylo 5 pl.

Elektroanalytické stanoveni metalothioneinu pomoci Brdic-
kovy reakce metodou AdTS DPV

Vzorky byly analyzovény na pfistroji AUTOLAB Analyser
(EcoChemie, Netherlands) ve spojeni s VA-Stand 663 (Met-
rohm, Switzerland) v klasickém tifelektrodovém uspofaddni.
Pracovni elektrodou byla visici rtutovd kapkova elektroda
(HMDE) s plochou kapky 0,4 mm?; referenéni elektrodou byla
Ag/AgCl/3M KCI a pomocnou grafitova elektroda. Zakladni
elektrolyt (1 mmol.dm™ Co(NH,)Cl, a I mol.dm™ a amon-
ny pufr; NH,(aq) + NH,CI, pH = 8,65 byl po kaZdych 5 ana-
lyzéch vyménén . AdTS DPV parametry byly nasledujici: p-
ocate¢ni potencidl -0,6 V, kone¢ny potencidl -1,6 V, modulacni
¢as 0,057 s, Casovy interval 0,2 s, potencidlovy krok 1,05 mV/s,
modulacni amplituda 250 mV, E,;, =0V, teplota 0 °C .

Vysledky a diskuse

Pred vice neZz sedmdesiti lety objevil Rudolf Brdicka
katalytické vyluCovani vodiku ze zékladniho elektrolytu v pii-
tomnosti proteintl . Elektroanalytickd metoda byla déle vylep-
Sena a vyuZita pro analyzu proteini krevnich sér pacientl
s rakovinou. Ziskana experimentdlni data pfinesla zajimavé
vysledky ukazujici na moZnost vyuZzivat tzv. Brdi¢kovu reak-
ci pro studium prognézy zhoubnych onemocnéni. Nebylo vSak
zcela zfejmé, které proteiny byly podle vypracované metodi-
ky stanovovany. Pozdéji se podafilo objevit skupinu mukop-
roteintt (MP-1, MP-2 a MP-3), ale proteiniim o niZ§i moleku-
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lové hmotnosti nebyla vénovana Zadnd pozornost. Jak se v§ak
v posledni dobé ukazuje, nizkomolekuldrni proteiny (jako je
metalothionein) a peptidy (jako je glutathion), hraji vyznam-
nou roli v fadé biologickych procesti véetné regulace bunéc-
ného déleni.

V této nasi prici jsou popsdny prvotni experimentalni vysled-
ky stanoveni obsahu metalothioneinu u 28 pacientd se zhoub-
nymi nadory prsu, tlustého stfeva a kize s primérnym vékem
55 let (v rtizném stadiu a fazi onemocnéni a 1écby). Vzorky
krevnich sér byly odebirdny v priibéhu prvniho pololeti roku
2005, a pokud to bylo moZné, byly charakterizovany z hledis-
ka zakladnich biochemickych ukazatell (aktivita jaternich
enzymd, ptipadné nddorového markeru CA 15-3); viz. (Obr.
1A,B,C). U vétSiny pacientl nebyl pozorovan vyrazny vze-
stup hladiny jaternich enzymii (ALP, AST, ALT a GMT). Ten
nebyl zvySen ani u vétSiny pacientek s karcinomem prsu. Ana-
lyza MT byla provedena ndmi modifikovanym elektroana-
lytickym postupem (diferencni pulzni voltametrie v kombina-
ci s adsorptivni pfenosovou voltametrii). Studovany vzorek
(pripraveny podle postupu uvedeného v sekci Materidl a meto-
dy) je adsorbovén z 5 ul kapky na povrch pracovni elektrody,
poté je prebytecny roztok z povrchu elektrody omyt a modifi-
kovani elektroda je umisténa do méfici nddobky (Obr. 2A).
V piipadé€, Ze misto vzorku (obsahujiciho proteiny) pouZije-
me vodu, ziskdme zdznam redukce iontfl kobaltu (Co2*) bez
pozorovanych katalytickych signalti (Obr. 2B, ¢arkované kiiv-
ka). Adsorbovany metalothionein (po dobu 120 s) o koncent-
raci 10 nM poskytuje tfi vyrazné katalytické signdly (RS,Co,
Cat, a Cat,), jak je ukazano na Obr. 2B. Pfi dalSi analyze MT
byl vyhodnocovin katalyticky signdl Cat,. Zavislost vySky
pozorovaného signdlu na koncentraci adsorbovaného MT na
povrch pracovni elektrody byla linedrni (y = 5,5233x + 0,717-
7: R?2 =0,9918, Obr. 2C). Vzorky krevnich sér pacientil se
zhoubnymi nadory prsu, tlustého stfeva a kiiZze byly analyzo-
vany pomoci uvedeného postupu. Ziskané voltamogramy jsou
ukdzany na Obr. 2D. Pro naSe ucely byl opé&t vyhodnocovan
katalyticky signal Cat,. Na ziskanych voltamogramech byl

pozorovan rozdilny priibéh zdznamu u pacientil s nddory prsu,
tlustého stfeva a melanomem. U pacientli s melanomem byl
vétSinou pozorovatelny signal Cat, bez signalu Cat,. V sérech
pacienti s nadory prsu vSak bylo mozné kromé katalytického
signalu Cat, témé&f vZdy pozorovat katalyticky signdl Cat, . Nej-
vyraznéjsi katalytické signaly byly pozorovéany u pacienti se
zhoubnym nadorem tlustého stfeva. V nasi predeslé praci jsme
se pokusili urcit primérnou hladinu MT u zdravych lidi, kte-
rakolisa okolo 0,6+0,3 umol.dm‘3 MT . Zjistili jsme, Ze u paci-
entti s nddory prsu byl primérny obsah MT 1,6 pumol.dm™, pfi-
¢emZ u deviti pacientil pfekro¢ila hladina MT 1 umol.dm™
(64 %) a u tif byla hladina MT vy3§i ne% 2 umol.dm? (21 %),
jak je ukdzano na obrazku 3A. V ptipadé€ pacientli s melano-
mem byla priim&rna hladina MT 1,97 umol.dm a u 3 paci-
entil byl obsah MT vy3§ineZ 1 umol.dm3, viz. Obr. 3B. U paci-
entll se zhoubnym nadorem tlustého stfeva byla primérna
hladina MT 3,2 pmol.dm™3, tedy 2krit vy33i neZ u pacientii
s nadorem prsu (Obr. 3C). Obsah MT vy3§ineZ 1 umol.dm™ byl
pozorovan u 8 pacientt (88 %) a u 3 byla hladina MT vyS3i nezZ
2 umol.dm (33 %). Vys&ihladina MT byla pozorovana u viech
pacient s vy$§imi hodnotami jaternich enzyma. Velmi zajima-
vé shoda byla také pozorovana mezi hodnotou nidorového mar-
keru CA 15-3 ahladinou MT. Vztahu nddorového markeru CA
15-3 a hladiny MT se bude vénovat nase dalsi prace.

Zavér

Jak je ukdzano v nas$i préci, elektroanalytickych technik je moZz-
né vyuzit pro analyzu vyznamnych biologicky aktivnich pro-
teind u pacientll se zhoubnymi nddory. Z nami ziskanych
experimentdlnich vysledk je zfejmé, Ze hladina sérového MT
vyrazné€ stoupd u vétSiny pacientli se zhoubnymi nadory. Navic
u pacientdl se zhoubnym nidorem tlustého stieva a melano-
mem byl narast hladiny MT vyrazné€ vyssi ve srovnani s paci-
enty se zhoubnym nadorem prsu.

Podékovdni. Prdce na tomto prispévku byla financovdna gran-
tem: RASO 8/2005 a GACR 525/04/P132.
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Obr. 1.: Enzymovd aktivita jaternich enzymit (ALP, AST, ALT a GMT) u pacientii s (A) nddory prsu, (B) melanomem (C) zhoub-
nym nddorem tlustého streva. Ve vloZeném obrdzku je ukdzdna hladina nddorového markeru CA 15-3.
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Obr. 2.: Elektroanalytické stanoveni metalothioneinu. (A) Schéma adsorptivni prenosové techniky (1) vytvorend pracovni elek-
troda; (2) adsorpce vzorku na povrch elektrody; (3) oplach elektrody, odstranéni nadbytecného mnoZstvi vzorku; (4) analyza.
(B) Diferencni pulzni voltamogram zdkladniho elektrolytu (- - -) a 10 nmol.dm 3 MT po 120 s akumulace na povrch pracovni
elektrody. (C) Zdvislost vysky signdlu Cat, na koncentraci. (D) Typické voltamogramy pacientii s nddory prsu, tlustého streva
a melanomem. AdTS DPV parametry byly ndsledujici: pocdtecni potencidl -0,6 V, konecny potencidl -1,6 V, modulacni cas
0,057 s, casovy interval 0,2 s, potencidlovy krok 1,05 mV/s, modulacni amplituda 250mV, E , = 0V, teplota 0 °C. Dal$ipodrob-
nosti jsou uvedeny v sekci Materidl a metody.
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Obr. 3.: MnoZstvi MT u pacientii s (A) nddory prsu a (B) melanomem (C) zhoubnym nddorem tlustého stieva.
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