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Souhrn

Uvod: Metalothionein (MT) je nizkomolekularni protein obsahujici vétsi mnozstvi —SH skupin. V organizmu se pfevaZné stara
o transport iontli kovi, ale byla potvrzena i jeho funkce jako zhasece kyslikovych radikalii. V nedavné dob¢ byla prokazéana jeho
spojitost s nadorovym onemocnénim, coz jej stavi do pozice mozného nadorového markeru. Jeho stanoveni by vSak nemuselo byt tak
slozité a nakladné, jako je stanoveni jinych nadorovych markert. Snazili jsme se optimalizovat elektrochemickou metodu, ktera by
detekovala nejen metalothionein, ale i celkovou hladinu thiolti v krevnim séru. Metody: Pro analyzu jsme pouzili vzorky krevnich sér
pacientd se zhoubnym nadorem prsu z FN Motol. Analyza probihala elektrochemickou metodou zalozenou na Brdic¢koveé reakci. Bylo
vyuzito dvou rtiznych postupt, DPV a DPV s vyuzitim adsorptivniho pienosu. Vysledky: Hladiny metalothioneinu byly u vétSiny
pacientd primérné 1,78 + 0,09 uM, hladiny thiolt byly nékolikrat vétsi nez hladiny MT, prameér (77,92 + 3,90) pM. Ukézalo se, ze
pomér mezi celkovym mnozstvim thiold a hladinou metalothioneinu je relativné staly, u vétSiny pacientd byl 37:1 (termostabilni
thioly:metalothionein). Zavér: Podafilo se nam optimalizovat jak stanoveni metalothioneinu, tak stanoveni celkové hladiny celkovych
thiolti. Vysledky ukazuji na vztah mezi hladinami MT a thioli v krevnim séru pacientu.

Klicova slova: elektrochemie, prsy — nadory, proteiny, krev.

Summary

Backgrounds: Metallothionein (MT) is a low molecular protein rich in —SH groups. Transport of metal ions belongs to the main
functions of this protein. In addition, MT can be considered a scavenger of reactive oxygen species. Recently an association of MT
and malignant tumors was reported, suggesting a possible role of MT as a new potential tumor marker. Its detection could be easier
and less expensive in comparison with other tumor markers. We attempted to optimize an electrochemical method detecting not only
metallothionein but also the total level of thiols in human blood serum. Methods: We analyzed human blood serum samples from
patients with malignant breast tumor from FN Motol. An analysis was performed by the electrochemical method based on the Brdicka
reaction. Two different procedures were tested, DPV and DPV with AdTS technique. Results: The average level of metallothionein in
human blood serum of patients with breast neoplasms was 1.78 + 0.09 uM, but the total level of thiols was several times higher (77.92
+ 3.90 uM). Based on the presented results, the obtained ratio between total level of thiols and metallothionein (37:1) is constant in
most patients. Conclusion: We optimized the detection of both metallothionein and total thiols level in human blood serum. The level
of MT was proportional to the total thiols level.

Keywords: Electrochemistry, Breast Neoplasms, Proteins, Blood.

Uvod

Biologicky vyznam thiolovych sloucenin neni doposud
uspokojiveé prozkouman. V této oblasti 1ze ocekavat jeste celou
fadu prekvapeni. Mezi intenzivné studované oblasti vyzkumu
thiolovych slouéenin patii jejich vztah k hlading kyslikovych
radikalti, iontd kovi, a regulaci transkripce a translace (1-5).
Za moznost vstupu thiolovych latek do zminénych zivotné
dilezité procest je, kromée jiného, zodpovédna piitomnost
thiolové skupiny (-SH) v jejich molekule. Jak je ukazano
na Obr. 1, pfitomnost kyslikovych radikali i naruSeni
homeostazy tézkych kovii mize negativné ovlivnit funkci
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jsou pro spravnou funkci nukleovych kyselin regulacni
proteiny. A pravé naruSeni regulace a pripadné struktury
proteinti kyslikovymi radikaly ¢i t€zkymi kovy, které jsou
schopny reaktivni formy kysliku produkovat, mtize vést az
ke vzniku zhoubnych nadord.

Kyslikové radikaly

V organizmu se mohou vyskytnout volné kyslikové
radikaly, které jsou produkovany buikou samotnou (v
dychacim fetézci), anebo pisobenim fady dalSich enzymu
jako naptiklad NADPH oxiddza: NADPH + 20, — 20, -
+ NADP* + H*
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Kyslikové radikaly mohou vznikat i dal§imi chemickymi
reakcemi katalyzovanymi napt. ionty tézkych kovi.
Typickym ptikladem vzniku reaktivnich kyslikovych
radikald je reakce zeleznatych ionti s peroxidem vodiku
(Fentonova reakce):

H,0, + Fe’*— Fe**+OH" + OH

¢i piimé autoxidace zeleznatych iontd:

0, +Fe* — O, + Fe**

Biologicka s$kodlivost kyslikovych radikalu je dana
schopnosti naslednych oxidaci zakladnich slozek bunky.
Mohou tedy peroxidovat lipidy za vzniku uhlovodikovych
radikald a tak pozmeénit strukturu a funkci biomembran.
V ptipadé proteini dochazi k oxidaci aminokyselin,
Stépeni peptidové vazby a dalsim zménam ve struktufe,
funkci a protein-protein interakcich. Modifikované baze
(purinové i pyrimidinové) mohou byt z fetézce DNA
odstranény. Nanestésti vSechny tyto zmény mohou vést
ke vzniku jednofetézcovych i dvoufetézcovych zlomt
DNA. Bylo prokazano, ze molekulou, ktera velmi dobie
ukazuje na oxidac¢ni zatizeni DNA, je modifikovana baze
8-oxoguanin (6-8) .
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Kyslikové radikaly a jejich vztah ke zdravi

Se zvysenou hladinou kyslikovych radikald je spojena celd
fada fyziologickych a patofyziologickych procest. Mezi
vyznamné patii zcela jisté diabetes mellitus, aterosklerdza,
zanét, apoptoza, starnuti, ischemické poskozeni anebo
cystickd fibroza. Bezpochyby do této skupiny nalezi i
mnoho dalSich procest, které probihaji jak ve zdravi, tak
nemoci. Navic toxického efektu kyslikovych radikalu je
mozné vyuzit ptiterapii zhoubnych nadori. Pravdépodobné
se tento efekt uplatiiuje pfi ozafovani i aplikaci 1éCiv.
Léciva vytvarejici kyslikové radikaly nasledné poskozuji
DNA nadorovych bunék (napt. bleomycin, adriamycin).
Podobné tomu je pokud se pro terapii pouziva retinova
kyselina, kterd mtize vést k lipoperoxidaci biologickych
membran. Na jedné strané je hledan 1écebny efekt, avSak
na stran¢ druhé je potfebné chranit buriky zdravych tkani.

Protektivni efekt thiolovych sloucenin

Nejznaméjs$im ochranou molekulou ve vSech bunkach je
glutathion. Glutathion (GSH) byl objeven M. J. de Rey
Pailhadem na konci 19. stoleti jako substance nazvana
“hydrogénant le soufre”, ktera byla pfejmenovana a
charakterizovana v roce 1921 F.G. Hopkinsem (9). Jeho
pfitomnost byla dokdzana nejen u rostlin ¢i zivocicht,
ale dokonce i u bakterii a kvasinek. Nejvice jsou znamé
jeho antioxidac¢ni a detoxikacni i€inky za ucasti enzymu
glutathion-S-transferazy (10). Jeho role byla prokazana
i pfi udrzovani homeostazy tézkych kovi v organizmu.
V ptipadé ochrany bunék proti kyslikovym radikaltim je GSH
oxidovan za ucasti enzymu glutathionperoxidazy na GSSG
(Obr. 2). GSSG je nasledné redukovan v askorbatovém

cyklu zpét na molekulu GSH. I dalsi enzymy a molekuly
jako napiiklad superoxiddismutaza, glutathionperoxidaza,
katalaza, vitamin E, karotenoidy, koenzym Q, transferin ¢i
ceruloplazmin jsou schopny regulovat hladinu kyslikovych
radikalti. Nicméné v experimentalnich pracich bylo zjisténo,
ze nekteré dalsi nizkomolekularni thiolové slouéeniny (napf.
na cystein bohaty protein metalothionein) mohou byt velmi
vhodnymi protektivnimi latkami pred u¢inkem kyslikovych
radikalti (11). Byl studovan ochranny efekt metalothioneinu
nartznych bunéénych liniich. Podafilo se prokazat, ze exprese
a indukce metalothioneinu je asociovana s oxida¢nim stresem
a apoptodzou bunck (12).

Vyznam metalothioneinu

Regulace hladiny iontikovtije velmi vyznamna a pravdépodobné
klicovym proteinem by mohl byt metalothionein (13,14). Je
to nizkomolekularni protein o molekulové hmotnosti 6-7 kDa,
slozeny ze dvou domén (13,15,16). Kazda z domén je schopna
vazat ionty t€zkych kovii. S ohledem na vyznam iontt kovii
v regulaci bunééného déleni je hledana souvislost i mezi timto
proteinem a nadorovym onemocnénim (16), jak je ukazano
na Obr. 3. Pfed patnacti lety byla ve svétové databazi Web of
Science zvefejnéna prvni informace o vztahu metalothioneinu a
zhoubného nadoru prsu (17). Pozdéji byla publikovana prace na
stovce pacientek, kde se autortim podafilo prokézat, ze zvysena
hladina MT je asociovana se $patnou prognzou onemocnéni
a naopak nizkd hladina MT v nadorové tkani indikovala
dobry prognosticky typ (18). Podobnych experimentalnich
vysledktl dosahli i dal§i autori (19-24). Zjisténa hladina MT
byla v analyzovanych tkanich az tfikrat vyssi proti kontrolni
skupiné. Na molekularni urovni mize byt zvySend exprese
metalothioneninu u nadortt prsu spojena s dediferenciaci
nadorovych bungk, jak bylo prokdzano v praci publikované
v roce 1996 (25). Navic byla pozorovana vysoka korelace mezi
hladinou zinku a metalothioneinu v nadorovych tkanich z prsu
(21). Krom¢ imonohistochemické detekce hladiny MT piimo
v nddorové tkani, byly navrhovany postupy vyuzivajici analyzy
mRNA za pouziti RT-PCR (26-30). Zde se podafilo prokazat,
7e zvySena hladina transkriptu MT je asociovana se Spatnou
progndzou onemocnéni a navic hladina jedné z izoforem MT
zvané MT2A ukazuje na rychly a invazivni rist nadoru (31).
Podobné bylo potvrzeno, ze MT zvySuje rezistenci nadorovych
bunék na protinddorovou lécbu (32-34).

Cilem této prace bylo porovnat hladiny celkovych thiolt
a metalothioneinu v krevnim séru u skupiny pacientt se
zhoubnym nadorem prsu.

Material a metody

Klinicky material

Byla pouzita krevni séra od pacientti 1é¢enych pro zhoubny
nador prsu ve FN Motol, Praha. Krevni séra byla ihned
zmrazena na —20 °C do doby jejich dalsiho zpracovani.
Celkem bylo analyzovano 15 sér pacientl se zhoubnym
nadorem prsu. Primérny vék pacientt ¢inil 51 let a vSichni
pacienti podepsali informovany souhlas.

Priprava vzorkii pro elektroanalytické stanoveni
metalothioneinu

Po rozmrazeni byla nejprve krevni séra nafedéna ve
fosfatovém pufru (pH 6,98). Poté byly vzorky umistény
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na 15 min. pii 99 °C do termobloku (Eppendorf 5430,
USA), nasledné ochlazeny na 4 °C a centrifugovany
pfi 4 °C, 16 400 g po dobu 30 min. (Eppendorf 5402,
USA). Takto pfipravené vzorky byly analyzovany nami
upravenym postupem diferen¢né pulsni voltametrii (DPV)
a diferen¢né pulsni voltametrii ve spojeni s adsorptivni
pfenosovou technikou (AdTS).

Elektroanalytické stanoveni metalothioneinu pomoci
Brdickovy reakce metodou AdTS DPV

Vzorky byly analyzovany na ptistroji AUTOLAB Analyser
(EcoChemie, Nizozemi) ve spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm,
Svycarsko) v klasickém  tfielektrodovém usporadani.
Pracovni elektrodou byla visici rtutova kapkova elektroda
(HMDE) s plochou kapky 0,4 mm?; referentni elektrodou
byla Ag/AgCl/3M KCl a pomocnou elektroda ze skelného
uhliku. Zékladni elektrolyt (I mmol.dm® Co(NH,),Cl, a 1
mol.dm™ a amonny pufr; NH,(aq) + NH,Cl, pH = 9,6) byl po
kazdych 5 analyzach vyménén (35). AdTS DPV parametry
byly nasledujici: pocatecni potencial —0,6 V, konecny
potencial —1,6 V, modulacni ¢as 0,057 s, Casovy interval 0,2 s,
potencialovy krok 1,05 mV/s, modula¢ni amplituda 250 mV,
E . =0V, teplota4 °C (14,16).

Elektroanalytické stanoveni celkového obsahu termosta-
bilnich thiolii pomoci Brdickovy reakce metodou DPV
Vzorky byly analyzovany na pfistroji 747 VA Stand ve
spojeni s 746 VA Trace Analyzer a 695 Autosampler
(Metrohm, Svycarsko) v klasickém tiielektrodovém
usporadani. Pracovni elektrodou byla visici rtutova
kapkova elektroda (HMDE) s plochou kapky 0,4
mm?; referentni elektrodou byla Ag/AgCl/3M KCI a
pomocnou platinova elektroda. Zakladni elektrolyt
(I mmol.dm” Co(NH,),CIl, a 1 mol.dm” a amonny
pufr; NH,(aq) + NH,CI, pH = 9,6) byl po kazdych
5 analyzach vyménén (35). DPV parametry byly
nasledujici: pocatecni potencial —0,7 V, koneény
potencial —1,75 V, modula¢ni ¢as 0,057 s, Casovy
interval 0,2 s, potencialovy krok 2 mV/s, modulac¢ni
amplituda -250 mV, E , = 0 V, teplota zékladniho
elektrolytu 4 °C.

Vysledky a diskuse

Zhoubné nadory prsu jsou nejvice rozsifenym zhoubnym
onemocnénim u Zen. V Ceské republice je diagnostikovano
vicenez40 ptipadiina 100 000 zenro¢né (36,37). Tumorové
markery obecné nejsou diagnostickou pomickou, i kdyz
mohou poskytnout informaci, kterda mize k diagnostickému
postupu piispét. O vybéru a nasazeni tumorovych markert
pred terapii a v pribéhu 1écby se zpravidla rozhoduje na
zéklad¢ klinického a histologického ndlezu. AvSak pro
screening a diagnostiku onemocnéni v ¢asném stadiu je
tento zpuasob obtizné aplikovatelny. Z tohoto diivodu jsou
hledany jednoduché molekularni markery stanovitelné
v snadno dostupnych télnich tekutinach jako je krev, krevni
sérum, mo¢ apod. (38-41). Je tu vSak i jiny aspekt studia
tumorovych markerd a to sledovani zmén jejich hladin
v prubéhu terapie a po jejim skonceni, kdy ndm mohou
poskytnou velmi ¢asnou informaci o relapsu nadorového
onemocnéni mnohdy i mésice pied objevenim klinickych
priznaki.
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Vyznam thioli
Thiolové slouceniny hraji pravdépodobné vyznamnou
roli v regulaci bunééného déleni, i prestoze je doposud o
pfesnych mechanizmech znamo velmi malo. Avsak bylo
prokazano, ze hladinametalothioneinuje zvySenaupacientt
s fadou nadorovych onemocnéni a studovat jeho hladinu
ma u pacientd se zhoubnymi nadory vyznam. Doposud
vSechny metody pro urceni mnozstvi metalothioneinu ve
tkanich byly zalozeny na imunohistochemickém stanoveni
tohoto proteinu v nadorové tkani. Takovy zpusob uréeni
vyzaduje bioptické odebrani tkané a pomérné naroéné
zpracovani vzorku. Navic neni mozné ziskanych vysledkt
vyuzivat pro monitorovani hladiny proteinu. Nedavno
jsme navrhli unikatni postup umoziujici analyzu
metalothioneinu pfimo v krevnim séru (16). Metoda je
zalozena na denaturaci interferujicich proteint a interakci
termostabilniho metalothioneinu piimo s detekénim
zatizenim (elektrodou).

Pro tento ucel bylo v nasi laboratofi vyvinuto stanoveni
metalothioneinu pomoci techniky adsorptivniho pfenosu.
Technika umoziuje provadét analyzu obsahu metalothioneinu
ve vzorku velmi rychle a spolehlivé (14,16). Nevyhodou
je vSak nezbytnost kvalifikované obsluhy a zatim obtizna
automatizace celého postupu. Aby bylo mozné provadét
sériové analyzy velkého poctu vzorkli byl hledan vhodny
zpusob takové detekce thiolovych sloucenin, ktery umoziuje
nepfetrzity automaticky provoz. Pro tento ucel se zda byt
velmi vhodny automaticky podava¢ vzorkd s moznosti
nabirani malého mnozstvi vzorku (Obr. 4). Pfistroj je
slozen ze tii Casti; 747 VA Stand, elektrochemicka mérna
jednotka se standardnim tiielektrodovym zapojenim ve
spojeni s potenciostatem; 746 VA Trace Analyzer, slouzici
jako sekce na zpracovani informaci odeslanych z 747 VA
Stand a 695 Autosampler, obstaravajici davkovani vzorku.
Dalsimi sou¢astmi zafizeni jsou nadoby s promyvaci vodou
a elektrolytem. Vzorek je umistén na termostatovaném
zasobniku vzorkll (pii teplot¢ 5 °C). Za pomoci tii
mikroprocesorem fizenych pistovych pump je mozné provést
automatické promyti pracovni nadobky destilovanou vodou
(v naSem piipadé promyti probiha 3 x 25 ml MiliQ vody). Po
odsati vesker¢ tekutiny je do nadobky automaticky pipetovan
roztok zakladniho elektrolytu o objemu 1,920 ml pfi teploté
ptiblizné 4 °C. Poté je diky ramenu s davkovacim zafizenim
odebran vzorek (o pozadovaném objemu). Davkovaci zatizeni
je nasledné omyto a vzorek prenesen do meéfici nadobky.
Samotné méfent je sloZeno z nékolika po sobé jdoucich déju.
Prvni dvé minuty probihd akumulace vzorku z elektrolytu
na visici rtut'ovou kapku pfi otevieném okruhu potencialu.
Po uplynuti doby uréené k akumulaci se jiz pfi ménicim
se napéti zacnou odecitat proudové hodnoty a ty jsou poté
zpracovany 746 VA Trace Analyzerem, ktery vysledné kiivky
muze odeslat do stolniho pocitace. Samotné vyhodnocovani
kiivek je provadéno na prislusném softwaru, v nasem ptipadé
GPES 4.9. Po ukonéeni méfeni je obsah nadobky odsan
a cely cyklus se opakuje znovu. Veskeré méfeni probiha
pln¢ automaticky pod kontrolou mikroprocesoru a méfeni
jednoho vzorku probéhne do 5 minut. Opakovatelnost
stanoveni se pohybuje okolo 10 %. Voltametrick¢ zdznamy
standardu MT a elektrolytu jsou ukazany na Obr. 5a. Z kiivek
je jasné viditelny rozdil v prib¢hu elektrochemické analyzy.



puvodni prace

Pro kvantifikaci je vyuzivan signal Cat2. Ziskana kalibra¢ni
kiivka je zobrazena na Obr. 5b. Zavislost vysky studovaného
signalu MT byla v rozmezi 0 — 5 uM lineéarni. Technika byla
dale pouzita pro analyzu krevnich sér pacienti s nadory
prsu. Ziskané voltmetrické kiivky jsou zobrazeny na Obr. 5.
V ptipadg, Ze je provedena vyse popsana DPV analyza vzorku
krevnich sér, jsou kromé metalothioneinu stanoveny dalsi
termostabilni thioly pfitomné ve vzorku. Proto nas zajimalo,
jakym zptisobem se budou lisit vysledky elektrochemické
detekce metalothioneinu a celkovych termostabilnich thiold
ve stejnych vzorcich.

Primérné hodnoty hladiny metalothioneinu v krevnich
sérech pacientlli s nddorem prsu naméfené metodou DPV
s vyuzitim techniky adsorptivniho pfenosu byly 1,78 =+
0,09 uM (Obr. 6a). Zjisténé koncentrace thiolti byly podle
ocekavani nékolikrat vyssi nez hladina metalothioneinu.
Primérna koncentrace termostabilnich thiolt byla 77,92
+ 3,90 uM a jednotlivé hodnoty relativné dobte kopiruji
koncentrace metalothioneinu naméfené AdTS DPV
technikou (Obr. 6b). Koncentra¢ni pomér thiold ku
metalothioneinu byl stabilni, primérna hodnota cinila
37:1 (termostabilni thioly:metalothionein) u dvanacti
pacienti z patnacti (Obr. 6¢). U tii pacientt byl tento pomér
nékolikrat zvySeny a byl roven 197:1. Lze ocCekavat, ze
zména poméru mezi hladinou metalothioneinu a hladinou
celkovych thiolti se méni v obdobi provadéné terapie a
bylo by velmi zajimavé ji v dalsich studiich sledovat.
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Obr. 1: Schéma vyznamu thiolovych slou¢enin v regulaci hladiny ionta
tézkych kovi a kyslikovych radikalt.
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Obr. 2: Vyuziti glutathionu v oxida¢nich déjich vedoucich k zneskodnéni
kyslikovych radikald.
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Obr. 3: Funkce metalothioneinu v organizmu. Protein je ve vétsiné
ptipadech vyuzit dvéma zpisoby — jako pfenase¢ tézkych kovi nebo
jako antioxidant.

746 VA Stand
Métici
elektronika
(a)
746 VA Trace [V
Analyzer

Obr. 4: Schéma analyzy thiolovych sloucenin za vyuziti elektrochemie.
Na méfici jednotku s potenciostatem jsou piipojeny elektrody (a).
Naméfené hodnoty jsou odeslany do dalsi jednotky, kde jsou zpracovany
(b). Nakonec mohou byt data vyhodnocena stolnim PC, kter¢ je propojeno
s méficim zatizenim (c).
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Obr. 5: Diferenéni pulzni voltamogramy thiolovych sloucenin (a)
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plna ¢ara metalothionein (100 nM). (c) Zavislost vysky signalu Cat2
metalothioneinu na jeho koncentraci. (b) voltamogramy krevnich sér
pacientll s nadorem prsu.
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Obr. 6: Namétené hladiny thiold a metalothioneinu v krevnich sérech
pacientt se zhoubnym nadorem prsu. (a) hladina metalothioneinu,
(b) celkova hladina thiold, (c) vysledny pomér hodnot hladin thioli a
metalothioneinu. Kazda analyza byla provedena 3x.

Zavér

Nase analyzy ukazaly, ze nejen hladina metalothioneinu je zavisla
na nadorovém onemocnéni. S koncentraci metalothioneinu
naristd i1 koncentrace thioli obsazenych v krevnim séru
pacientli s nadorovym onemocnénim prsu. Navic pomér téchto
hodnot je relativné konstantni. Témito vysledky jsme ovéfili,
ze elektrochemicka detekce je vhodnou alternativou k béznému
zpusobu stanovovani metalothioneinu, a Ze jsme schopni snadno
a rychle ur¢it hodnotu thioll v krevnim séru.

Podékovani
Prace na tomto projektu byla podpoiena projektem Liga
proti rakoviné Praha 2006 a Béhem Terryho Foxe 2007.
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