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Metalothionein (MT) je nizkomolekularni intracelularni protein, jehoZ primarni funkei je udrzeni homeostazy tézkych
kovt v Zivych organismech. Molekuldrni mechanismus exprese MT je velmi malo prostudovan. Nedavné vyzkumy ukazuji
na jeho vyznamny vztah ke karcinogenezi, spontanni mutagenezi a ti€innosti protinddorovych 1é¢iv. ZvySend hladina MT je
studovana jako potencialni ukazatel zvySené metabolické aktivity u nddorovych onemocnéni. Elektrochemické metody jsou
vhodnym analytickym néstrojem pro detekci MT.

Za vyuziti elektrochemické analyzy (Brdickovy reakce) byly studovany teplotné denaturované vzorky krevnich sér
pacientd s diagnostikovanym nadorovym onemocnénim. Ziskané voltamogramy byly vyhodnoceny jako plocha pod kiiv-
kou (AUC odpovéd). Pro porovnani normalni a abnorméalni hladiny MT bylo pouzito kontrolni sérum zdravych probandt
(n = 38) s pramérnym mnoZstvim MT 2,2 ug I"' a medidnem 2,1 pg I"'. Ve viech hodnocenych vzorcich krevnich sér paci-
entii s nadorovym onemocnénim (n = 228) bylo primémé mnozstvi MT 22,7 pugl' a median 18,1 pgl”. Rozdil
(10nasobny) mezi skupinami byl statisticky vysoce vyznamny.

Ziskana data pilotniho experimentu naznacuji, Ze hladiny thiolovych sloucenin, jako je MT, mohou mit u pacient
s nadorovym onemocnénim klinicky potencial.

Klicova slova: metalomika, nadorova onemocnéni, jatra, slinivka, Zlu¢nik, diagnostika, prognosticky marker, elektro-
chemicka analyza, Brdickova reakce

Uvod nokyseliny. V primarni sekvenci MT se vyskytuje 20
cysteintl obvykle v téchto repeticich: Cys-X-Cys, Cys-Cys

Molekularni podstata biologické funkce -X-Cys-Cys, Cys-X-Cys-Cys, kde X predstavuje jinou
metalothioneind aminokyselinu nez cystein. MT se skladaji ze dvou vazeb-
nych domén (a a B). Kovalentni vazby atomt kovu se

Metalothioneiny (MT) patii do skupiny intracelular- ucastni sulthydrylové zbytky cysteint v klastrech (obr. 1).
nich, nizkomolekularnich, na cystein velmi bohatych pro- N-terminélni ¢4st peptidu je oznacena jako B-doména, mé
teintl (obsah Cys az 30 % v molekule proteinu) o moleku- tfi vazebnd mista pro dvojmocné ionty. C-termindlni
lové hmotnosti 6-10 kDa (cit."). Diky své vysoké afinité a-doména ma schopnost vyvazat Ctyfi dvojmocné ionty
k tézkym koviim, napf. k zinku, médi nebo kadmiu, zajis- kovil. V pfipad€ jednomocnych ionti kovi je MT schopen
tuji homeostatickou kontrolu a detoxikaci tézkych kovi vézat celkem 12 atomi*. MT jsou rozdéleny do tiid MT-I
u vyvojové rozdilnych organismi®. Bylo prokazano, Ze a MT-II s ohledem na jejich primérni strukturu a organis-
vazba kadmia na MT zabranila toxickym w&inktim, ale mus, ze kterého byly izolovany’. I. tfida zahrnuje savci
dochézelo ke zvySeni transportu kadmia do ledvin. Pro metalothioneiny tvofené 61 az 68 aminokyselinami
hodnoceni toxicity byl v pfipadé ledvin prokdzan vyznam s molekulovou hmotnosti 6-7 kDa. Ve IL tfid¢ jsou zafa-

poméru Cd/Zn v MT (Cjtlz). Objev MT je datovan k roku zeny bakterialni MT, proteiny se vzdalenou podobnosti
1957, kdy Margoshes a Vallee izolovali MT z kofiskych kI tiidé, které maji odlisné rozmisténi Cys ZbY;[kﬁ
ledvin®. V molekule MT nejsou piitomny aromatické ami- v molekule proteinu ve srovnani s I. tfidou MT (obr. 1)°.

Chem. Listy /17, 573-580 (2023) https://doi.org/10.54779/chl120230573
573


mailto:kizekrene@

L. Melich a spol.

Chem. Listy 117, 573580 (2023)

° 0
epo 00000

o doména

60 |

50 f

Pocet aminokyselin

o &
"

oy

3
0\\‘
e

A
&

&
&
-

PRI

e

Zastoupeni jednotlivich aminokyselin v MT 2

Tézké
kovy

N

Transkripéni
faktor

<

%

MT-gen

Obr. 1. Pravdépodobné schéma struktury metalothioneinti (o a p doména) (A). Zelené kruhy zastupuji SH skupiny (cysteinylové
zbytky) a oranzové étverce oznacuji vazané atomy tézkych kovil (zinek, kadmium, stiibro a dalsi). Ve vlozeném obrazku je obsah jednot-
livych aminokyselin v MT. Pravdépodobny vztah koncentrace MT k bunééné proliferaci (B). Po navazani MT na kov jsou uvolnény
transkripéni faktory, které dale ovliviiuji replikaci a transkripci genové informace MT. Transkripéni faktor naseda na MRE (metal-
responsive element) v promotorové oblasti MT-genu a spousti jeho transkripci. Upraveno podle Kigi, Schiffer 1988 (cit.') a z databaze
Swiss-Prot (ExPASy Molecular Biology Server, zdroj: http://www.expasy.ch).

Hladiny MT s potencidlnim vyuzitim v klinické
praxi

Sledovani zmény hladin MT u riznych onemocnéni
&lovéka se vénuje nékolik vyzkumnych skupin’'®. Sérové
hladiny MT byly u kontrolnich skupin zdravych osob ko-
lem 10 pg "' (cit."”), u kufakt kolem 2025 ug 1™ (cit.'®).
V piipadé zanétu byly hladiny zvySené nad 20 pgl™
(cit.'®). Ve slinach se hladina MT pohybovala mezi 50
a100 ng 1" (cit.'"®). Hladiny MT jsou ovlivndny prostie-
dim a fyzickou aktivitou'’. U pracovni expozice kadmiu se
hladiny MT v mogi pohybovaly v rozmezi 2—-155 ng g
modi, 2-11 ng g ' plazmy (cit.”’). Swierzcek a spol. studo-
vali hladiny MT v mo¢i po environmentalni kontaminaci
a zjistili 6-15nasobny nartist po expozici kadmiu®'. Pred-
poklada se, ze kadmium by mohlo souviset s nddorovou
transformaci. V praci Wolfa a spol. byly analyzovany
vzorky moci pacientl snadory mocového méchyte
s diirazem na MT s vazanym kadmiem. Ziskané vysledky
ukazaly, ze kadmium je pfevazné vazéno na sledovanou
MT frakci. Median koncentrace kadmia vazaného na MT
u kontrolni skupiny byl kolem 0,8 ug 1", zatimco skupina
se zhoubnym nadorem vykazovala statisticky zvySenou
hladinu kolem 1,8 ug I'" (cit.??). U expozice rtuti se sérové
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hladiny MT pohybovaly od 0,5 do 1,5 ug I"* (cit.*). Hla-
diny MT detegované metodou RIA se u kontrolni skupiny
pohybovaly v rozmezi 1-16 ng g séra/plazmy a 5-400
png g kreatininu v mo&i** . Bylo zjisténo, Ze hladiny
MT maji souvislost se zménou fyziologické funkce led-
vin*"?®. Zmény hladiny MT byly pozorovany také u jaterni
dysfunkce®. Milnerowicz a spol. pozorovali zvyseni ex-
prese MT u pankreatitidy a lze pfedpokladat, ze MT bude
hrat roli i v syntéze hormonti pankreatu’’.

U pacientd se zhoubnym nadorem lze predpokladat
zvyseni hladiny MT>"*2. O hladinach MT u pacientt
s nadorovym onemocnénim neni piili§ mnoho dostupnych
informaci®'****. Piehled o této problematice podavaji Si
a Lang'®. Je znamo, Ze hladiny MT jsou ovlivnény hladi-
nami iontd t&7kych kovi®. Zvysené mnozstvi MT
v nadorovych bunkach pravdépodobné souvisi s bunécnou
proliferaci*****’. Studuje se zapojeni MT do procesu kar-
cinogeneze a spontinni mutageneze®® a vztah nadmérné
exprese MT a koncentrace protinddorovych 1é¢iv obsahu-
jicich ve své molekule kov™. U pacientd s primarnim koz-
nim melanomem byla Weinlichem a spol. statisticky po-
tvrzena spojitost zvySené hladiny MT s progresi onemoc-
néni a umrtim pacientil na metastazy*. Nadmémna exprese
MT je iniciovana malignimi typy nadort, coz bylo zjisté-
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no napf. u karcinomu prsu*', koznich karcinoma*?, hepato-
celularniho karcinomu® a karcinomi pankreatu® .

Stanoveni MT

Prehled zakladnich analytickych metod stanoveni
metalothioneind je popsan v praci Sestakové®. Profesor
Brdicka a profesor Heyrovsky publikovali v ¢asopise
Nature informace o vyuziti polarografie pti diagnostice
nadorového onemocnéni*®™, Predpoklada se, ze thiolové
skupiny pfitomné v molekule metalothioneinti jsou odpo-
védné za katalytické signaly vylucovani vodiku. Elektro-
chemickému stanoveni MT se vénovala fada experimen-
talnich studii®. Podrobné studie provedla fada autort®®>*.
Thompson a Cosson popisuji elektrochemické signaly
ruznych proteint v¢etné aplikace metody na realné vzorky
Seylla serrata a Crassostrea gigas™. Ke stanoveni MT je
vyuzivano Siroké spektrum metod chemické analyzy™.
Nejcastéji se vyuzivaji elektromigracni metody — gelova
a kapilarni elektroforéza a chromatografické metody>®.
Dale se vyuzivaji elektrochemické metody, mezi néz patii
diferen¢ni pulsni voltametrie (DPV) nebo derivaéni chro-
nopotenciometrie s konstantnim proudem (CPSA)*",
Pomoci CPSA v kombinaci s technikou adsorptivniho
prenosu (AdTS) lze stanovovat koncentrace MT na tirovni
femtomolli ve velmi malych objemech (jednotky pl) vzor-
ku®®. Imunochemické metody (RIA a ELISA metody) jsou
presné a citlivé®®. V klinické praxi se celkova koncentrace
MT deteguje nejéastéji imunohistochemicky s pouzitim
monoklonalni mysi protilatky E9 (cit.*). Pro analyzu MT
a interakci je také mozné vyuzit nanotechnologického
piistupu syntetizovanych zlatych nanogastic (AuNPs)®'.
AuNPs s pseudoperoxidasovou aktivitou byly vyuZzity pro
koncentraéni rozsah MT 10-50 nmol I'" (cit.*?), kdy MT
vytvati kolem nano&astice proteinovou koronu® a mez
detekce se pohybuje kolem 1,5 nmol "' (cit.*?).

V nasi praci se dlouhodobé snazime vyuZzit elektro-
chemickych pfistupli pro potencidlni experimentalni vyu-
7iti v diagnostice vaznych onemocnéni’'*’. Cilem této
prace bylo elektrochemické studium obsahu MT ve vzor-
cich krevniho séra a jejich zmén u pacientd se zhoubnymi
nadory jater, slinivky a zlu¢niku.

Experimentalni ¢ast
Pouzité chemikalie

MT byl zakoupen od spolecnosti Sigma-Aldirch
(USA) a ostatni chemikalie pouzité pro analyzu byly za-
koupeny od spolecnosti Merck (Darmstadt, Némecko)
v Cistoté p.a. Pro chemicko-biochemickou analyzu byly
vyuzity pracovni roztoky od spole¢nosti Siemens (USA).

Biologicky material

Vzorky séra byly ziskany ze zbytkd séra jako smés
anonymnich vzorkti pfed jejich likvidaci (FN Motol)
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a jejich pouziti je v souladu s vnitfnimi ptedpisy. VSechna
vySetieni jsou v souladu se zasadami Helsinské deklarace.
Kontrolni skupina byla vybrana podle dostupnych udaja
(n =138, v&k 16 az 18 let). Pocetni zastoupeni biologickych
vzorkll (n = 228) jednotlivych kategorii podle mezinarodni
klasifikace nemoci je uvedeno na obr. 2. Byly sledovany
nasledujici kategorie: C250 (nador slinivky), C23, C241
(nédory Zlucniku), C220, C222 (nadory jater). Pocetni
zastoupeni vékovych kategorii bylo sestaveno podle dopo-
ruéeni WHO. Nejpocetné&jsi skupinu tvofi pacienti ve vé-
kovém rozmezi 61-75 let, nejméné zastoupena je skupina
ve véku 19-30 let.

Ptiprava roztokl a vzorku

Sbér vzorkti venozni krve probihal na jednotlivych
oddélenich FN Motol a bylo ziskano pfiblizn¢ 5 ml krve
do zkumavek Vacuette s akceleratorem hemokoagulace.
Naslednou centrifugaci (Avanti J-15R, Beckman Coulter
(USA) 1500 g, 10 min, 4 °C) bylo oddéleno krevni sérum
pro biochemickou analyzu. Individualni vzorky pro stano-
veni MT byly smichény s ultra¢istou vodou do zkumavky
(objem minimaln¢ 500 pl; v poméru fedéni 10krat). Na-
sledn¢ byl biologicky vzorek denaturovan (termomixer,
99 °C po dobu 20 min, zkumavka Eppendorf), poté byl
centrifugovan (po dobu 30 min pii 14 000 g, 4 °C, zku-
mavka Eppendorf). Pro elektrochemickou analyzu byl
pouzit supernatant.

Ptistrojové vybaveni

Elektrochemicka analyza

Elektrochemicka analyza byla provedena v tfielek-
trodovém zapojeni pomoci VA-Stand 663 (Metrohm,
Herisau, Svycarsko). Byla pouzita pracovni elektroda
HMDE s plochou 0,4 mm?, referenéni Ag/AgCl/3M KCl
a pomocna elektroda z uhliku (obr. 3A). Brdickiv zaklad-
ni elektrolyt obsahoval 1 mmol 1" Co(NH3)sCls a 1 mol 1™
amonny pufr (pH 9,6). Teplota métici nadobky byla udr-
zovéna na 5 °C. AdTS DPV parametry: pocatecni potenci-
al —0,35 V, kone¢ny potencial —1,95 V, modulacni cas
0,057 s, potencialovy krok 1,05 mV s, modula&ni amplituda
250 mV. Postup byl proveden podle SOP a podrobné byla
nami modifikovana metodika popsana v pracich®*>"**. Pro
kalibraci MT byly pouzity koncentrace 100, 50, 25, 12, 6,
3, 1,5 ug I\ Pro vypocet koncentrace MT z AUC vol-
tamogramil byla pouzita néasledujici rovnice: y (uC) =
12,07x (ng I'") + 70,9 (cit.®).

Chemicka analyza

Ultracistad voda byla pfipravena na zafizeni ELGA
(Londyn, Spojené kralovstvi), pH bylo kontrolovano na
pH metru (VWR, USA). Pro chemickou analyzu vzorki
byl pouzit analyzator Atellica Solutions CH 930 (Siemens,
USA) a Atellica Solutions IM (Siemens, USA), ktery vyu-
ziva mikroobjemovou  technologii pro  fotometric-
ké analyzy. U vzorki pacient byly stanoveny koncentra-
ce Ca, Mg, Fe, P, glukosy, ALP, AST, ALT, GGT, LD,
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Obr. 2. Pocetni zastoupeni biologickych vzorku (n» = 228) podle mezinarodni klasifikace nemoci C250 (nador slinivky), C23, C241
(nadory Zluéniku), C220, C222 (nadory jater) (A). Prumérny vék (roky) u pacientii s danou diagnézou (B). Pocetni zastoupeni
vékovych kategorii (podle WHO) pacientii s naidorovym onemocnénim. Nejpocetnéjsi skupinou je vékova skupina 61-75 let, nej-
méné zastoupena je skupina 19-30 let (C). Rozi'azeni analyzovanych vzorki podle pohlavi (D). Pocet analyzovanych vzorki podle

diagnozy a Zadosti o rychlost vySetieni (E).

amylasy, lipasy, celkového bilirubinu, mocové kyseliny,
mocoviny, kreatininu, cholesterolu, albuminu, celkové
bilkoviny, C-reaktivniho proteinu. U vybranych skupin
pacientl pak byly stanoveny vybrané nadorové markery: S
-100, PSA, CEA, CA 19-9, CA 72-4, CA 15-3, CA 125,
NSE. Pro detekei iontti Na, K, a Cl bylo vyuzito integro-
vané multisenzorové technologie (IMT) na tiSténych elek-
trodach.

Statistické a matematické vyhodnoceni

Veskera analyzovana data byla pfevedena do labora-
torni databaze QINSLAB a statisticky vyhodnocena.
Vsechny elektrochemické analyzy byly provedeny mini-
malné v péti opakovanich. Analytické parametry LOD
a LOQ byly vypo¢itany podle prace Hubaoux a Vos®.
Vysledky a diskuse

Zakladni elektrochemické chovani metalothioneint

Elektroanalyza thiolovych sloucenin je dlouhodobé
studovana a popsana v fadé praci mnoha autorg*’-#%03167%°,
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MT jsou charakteristické vysokym obsahem thiolovych
skupin, které jsou vhodnym cilem pro elektrochemické
sledovani****. Pro tyto analyzy bylo vyuzivano rtiznych
analytickych piistupti véetné Brdi¢kovy reakce vyuzivajici
ionty kobaltu, niklu ¢&i platiny®*’®"2. Dlouhodobym cilem
pro rychlou diagnostiku rtiznych zhoubnych nadort je
intenzivni hledani novych p¥istupti a molekul**”.

Analyza voltametrickych kiivek

V experimentu byla testovana hladina MT ve vzor-
cich sér pomoci Brdi¢kovy reakce. Typické voltametrické
zaznamy jsou ukdzany na obr. 3. Jednim z nasSich cilti bylo
vyhodnoceni ziskanych voltametrickych kiivek (uréeni
ploch pod kiivkou, AUC). Pro tento ucel byla
v laboratorni databazi vytvofena matematicka funkce.
U ziskanych voltamogramti byla vyhodnocena AUC ve
Ctyfech nami navrzenych zénach (zéna od —0,6 V.do-1,0 V,
druhd od-1,0 Vdo-1,3 V, tfeti od -1,3 V do -1,6 V
a étvrta zoéna od —1,6 V do —1,95 V). Ziskané AUC pro
jednotlivé zony ukézaly nejlepsi zavislost na koncentraci
pro zénu 2 a 3. Zaznamenané AUC odezvy jednotlivych
z6n narustaly v zavislosti na mnozstvi aplikovaného vzor-
ku. Stanovené relativni chyby v mezidennim stanoveni
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Obr. 3. Piiprava biologického vzorku pro analyzu (A): Odebranych 10 pl zfedime 990 pl ultradisté vody. Vzorek je denaturovan
pii 99 °C po dobu 30 minut. Nasleduje centrifugace pti teploté 4 °C, po dobu 30 minut. Vlastni elektrochemické méteni (DPV, Brdickova
reakce, pocatecni potencial: —0,35 V, kone¢ny potencial: —1,95 V, modulaéni ¢as 0,057 s, potencialovy krok: 1,05 mV/s, modula¢ni am-
plituda: 250 mV). Typické voltametrické zaiznamy vzorkii krevniho séra kontrolni skupiny (A) a pacienti s diagnézou C23, C241,
C250, C222 a C220 (B). Voltamogramy ukazuji tii katalytickd maxima (pik 1, 2 a 3). Data vyhodnocena jako plochy signali pod ktivkou
(AUC). DP voltamogram biologického vzorku s redoxnim signalem RS2Co a katalytickymi signaly Catl, Cat2 a Cat3. Bylo davkovano

100 pl vzorku do 5 ml zakladniho elektrolytu.

MT se pohybovaly v rozmezi 2040 % (cit.>’*"). Vyze
uvedeny postup a matematické vyhodnoceni jsme se roz-
hodli aplikovat na elektrochemickou analyzu vzorkl sér
u pacientdi. Ziskany vzorek byl pfipravovan podle nami
optimalizované¢ho postupu (obr. 3A). Pfipraveny vzorek
byl ihned elektrochemicky analyzovan a byl ziskan typic-
ky voltametricky signal s katalytickymi signaly Catl
(pik 1); Cat2 (pik 2); Cat3 (pik 3). Na obr. 3B jsou ukaza-
ny typické voltametrické signaly vzorkl sér pacienti
s diagnostikovanym nadorovym onemocnénim (C23,
C241, C250, C222, C220). Povedli jsme také modifikace
vychozi metody pfipravy vzorku zménou riznych faktord
meéfteni. Teplota denaturace je klicovym bodem pro piipra-
vu vzorku. Ve vétSiné praci je k denaturaci vzorku pouzi-
véana teplota kolem bodu varu®>"*. V ziskané zavislosti
AUC signali mizeme pozorovat efekt teploty denaturace
biologického vzorku. Nedenaturovany vzorek poskytuje
elektrochemické signaly vsSech elektroaktivnich slozek
obsazenych v biologickém vzorku. U teploty kolem 50 °C
jsme pozorovali pokles signalt, pravdépodobné spojeny
s denaturaci vétsiny bilkovin ve vzorku. U dal$ich denatu-
racnich teplot doslo k postupnému nartstu signalu mezi 70
a 80 °C. Lze pfedpokladat, ze pravdépodobné dochazi ke
zménam struktury proteinti. V procesu tepelné denaturace
bilkovin je kdispozici vice aminokyselinovych zbytkil
interagujicich s povrchem elektrody. U vyssich denaturac-
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nich teplot byl pozorovan nevyrazny pokles AUC sledova-
nych signald. Zména potenciald jednotlivych signalti ne-
byla pfili§ vyrazna. Samoziejmé s piidavkem vzorku
(mnozstvi analytu) jsou zmény jednotlivych signala typic-
ké a dochézi k posunu potencialu katalytickych signali,
predevsim piku 3. Cas vlastni denaturace nema piili§ vy-
razny vliv na zmény voltamogramii.

Spojitost nadmérné exprese MT s nadorovym
onemocnénim

V poslednich letech je studovana nadmérna exprese
MT u ruznych nadori. Jedna se o expresi dvou isoforem
MT (konkrétné MT-1a a MT-2a). Nadmérna exprese téch-
to MT isoforem je prevazné spojena s malignimi nadory
a je studovana jako novy prognosticky marker’®”’. Je zna-
mo, ze zhoubné nadory (jater, slinivky a Zlu¢niku) maji
$patnou prognozu dlouhodobého pieziti.

V nami zkoumaném souboru bylo analyzovano 228
vzorkll pacientd (C220 11 %, C222 19 %, C241 14 %,
C23 5%, C250 51 % (obr. 4). Asi 30 % analyzovanych
vzorkll pacientl bylo analyzovano v rezimu statim. Ze
ziskanych AUC voltamogrami jsme uréili koncentrace
MT ve vzorcich. Bylo provedeno porovnani voltamogra-
mu vzorkl kontrolni skupiny a pacienti. Primérna kon-
centrace MT u kontrolni skupiny (» = 38) byla 2,2 = 0,6
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Obr. 4. Pro porovnani normalni a abnormalni hladiny MT bylo pouZito sérum kontrolni skupiny (z = 38) s primérem 2,2 ug I,
median 2,1 pg 1" a pacientii s nadory (n = 228) s primérem 22,7 pg I'' a medianem 18,1 pg I'". Ve vloZeném obrizku ROC k¥ivka,
p (FP) — pravdépodobnost fale$né pozitivniho vysledku, p (TP) — pravdépodobnost pozitivniho vysledku (A). Distribu¢ni diagram
Cetnosti jednotlivych koncentraci MT u testovanych pacientskych vzorki (B). Zména hladiny MT v séru pacienti s nadorovym
onemocnénim (C23, n = 25, prumérny vék = 70; C220, n = 34, primérny vék = 32; C250, n = 76, primérny vék = 69; C241, n = 49,
prumérny vék = 69; C222, n = 44, primérny vék = 4) urcena elektrochemicky (C). Legenda: modré body piedstavuji jednotliva mé-
feni pacientd; Cerveny Ctverecek je pramérna hodnota, velikost urcuje pocet analyzovanych pifipada. Dalsi experimentalni podrobnosti

jsou uvedeny v ¢asti Material a Metody.

pg 1" s medianem 2,1 pg I, Prim&rmaé hladina MT u sku-
piny pacientll s diagnostikovanym zhoubnym nadorem
(n= 228) byla asi 10krat zvySena (22,7 + 11,7 pgl™
s medianem 18,1 pugI'"). Rozdil mezi kontrolni skupinou
a skupinou pacienti byl statisticky vysoce prikazny (P =
0,000001)*>7*. ROC kiivka ukazuje velmi dobrou citlivost
a specificitu stanoveni MT na nami analyzovaném soubo-
ru pacientl (obr. 4). Na obr. 4B je zobrazen frekvencni
diagram hodnocenych vzorki. Jak je ziejmé, vétSina hod-
nocenych vzorkid se pohybovala v oblasti koncentraci me-
zi 10 a 20 pg 1. Na obr. 4C jsou shrnuty ziskané vysled-
ky hladiny MT u pacientdt se zhoubnymi nadory
v krabicovych grafech: C23 (n = 25) s primérem 24,3 + 11,2
pg ' (median 11,6 pgl™"); C220 (n = 34) s primérem
253 + 13,8 pgl’ (median 18,3 pgl™"); C250 (n = 76)
s primérem 20,3 + 9,3 pg 1™ (median 17,3 pg1"); C241
(n=49) s primérem 24,9 + 14,3 pg 1" (median 17,5 pg1'");
C222 (n = 44) s praimdrem 22,3 + 10,2 pgl"' (median
18,8 g 1I™). Jak je na téchto vysledcich ziejmé, byla vétsi-
na vysledkll stanovené hladiny MT u pacientli s nddory
€220, €250, C241 a C222 pod 20 pg 1", Ve skupiné paci-
enti C241, C222, C220 i C250 byly pozorovany velmi
vysoké hladiny MT nad 50 pg 1. Provedena korela¢ni
analyza mezi vybranymi analyty krevniho séra (uvedeny
v ¢asti Materidl) a MT ukéazala silnou korelaci
s nddorovym markerem CA19-9 (r = —0,979). Byl proka-
zan vztah mezi vybranymi jaternimi enzymy: ALT (r =
0,594); AST (r=0,513) a ALP (r = 0,560) a hladinou MT.

578

Zavér

V této praci jsme se snazili poukazat na vyuziti elek-
troanalytického stanoveni metalothioneinti v krevnim séru
pacienti se zhoubnym nadorem. ZvysSena hladina MT
v séru u pacientli by mohla byt novym markerem progrese
u nadorového onemocnéni. U pacientll s nddorovym one-
mocnénim byly hladiny MT zvySeny vice nez desetkrat
v porovnani s kontrolni skupinou. V navazujici experi-
mentalni praci bude sledovana zména hladiny MT
u primozachytit v pribéhu onemocnéni a probihajici
1¢&by. Velmi vysoké hladiny MT (nad 50 pg 1) by mély
byt dale velmi pecliveé studovany s vazbou na pribéh one-
mocnéni. Z vySe uvedeného vyplyva, ze by se MT mohl stat
také vhodnym terapeutickym cilem u fady onemocnéni.

Prace byla resena jako soucast projektu Liga proti
rakoviné Praha a EURO-CHOLANGIO-NET: The Euro-
pean Cholangiocarcinoma Network (CA18122). Nase
velké podékovani patii panu RNDr. Josefovi Ruizickovi za
vytvareni laboratorni databdze a algoritmii pro vyhodno-
covani experimentalnich dat.

Zkratky

MT metalothioneiny

SH sulthydrylova skupina
GIF ristovy inhibiéni faktor
MTF-1 metal transkripéni faktor
MRE metal responsive element
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DPV diferen¢ni pulzni voltametrie

AdTS CPSA adsorptivni pfenosova technika kombinova-
n4 s chronopotenciometrickou rozpoustéci
analyzou za konstantniho proudu

ELISA enzymova imunoanalyza

R.S.D. relativni standardni odchylka

AUC plocha pod kiivkou

ALT alaninaminotransferasa

AST aspartataminotransferasa

ALP alkalicka fosfatasa

CA 19-9 nadorovy marker ze skupiny glycidovych anti-
genil. Neni naddorové ani orgdnove specificky

SOP standardni operacni postup
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Institute of Informatics, Robotics and Cybernetics, Czech
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Metallothionein Levels in the Serum of Patients with
Malignant Tumour

Metallothionein (MT) is a low molecular weight in-
tracellular protein, the primary function of which is to
maintain the homeostasis of heavy metals in living organ-
isms. Only a few research has been carried on the topic
molecular mechanism of MT. Recent research points to its
significant relationship to carcinogenesis, spontaneous
mutagenesis, and the effectiveness of antitumor drugs.
Increased level of MT is studied as a potential indicator of
increased metabolic activity in cancer. Electrochemical
methods are a suitable analytical tool for MT detection.
Temperature-denatured blood serum samples of patients
diagnosed with cancer were studied using electrochemical
analysis (Brdicka's reaction). The obtained voltammo-
grams were evaluated as the area under the curve (AUC
response). To compare normal and abnormal MT levels,
control serum of healthy probands (n = 38) with an aver-
age MT amount of 2.2 pg L', median 2.1 pg L' was
used. In all evaluated blood serum samples of cancer patients
(n = 228), the average amount of MT was 22.7 pg L™, and
the median was 18.1 pg L', The difference (10-fold) be-
tween groups was highly statistically significant. The data
obtained from the pilot experiment suggest that the levels
of thiol compounds such as MT may have clinical poten-
tial in cancer patients.

Keywords: metallomics, cancer of the liver, pancreas, gall
bladder, diagnosis, prognostic marker, electrochemical
analysis, Brdicka's reaction



