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Souhrn

Vychodiska: Zhoubné nadory jater jsou agresivni a maji Spatnou prognézu preziti. Metalothio-
nein (MT) je nizkomolekuldrni intraceluldrni protein, jehoz primarni funkci je udrzeni homeo-
stazy tézkych kovu v Zivych organizmech. Molekularni mechanizmus exprese MT je velmi mélo
prostudovan. Nedavné vyzkumy ukazuji na jeho vyznamny vztah ke karcinogenezi, spontanni
mutagenezi a Ucinnosti protinddorovych |éciv. Jiz v pfedchozich studiich bylo dokazéno, ze
hladiny MT stoupaji u nddorového onemocnéni. Cilem nasi prace bylo studium MT za Gcelem
zvyseni efektivity diagnostiky zhoubnych nadorl jater. Metody: V pilotni studii (2022-2023)
byla sledovana skupina 15 pacientd s hepatocelularnim karcinomem (hepatocellular carci-
noma - HCC, diagn6za C220) a skupina 15 pacientl s hepatoblastomem (diagn6za C222). Kon-
trolni skupina byla vybrana ze zdravych probandt (n = 20). Pro analyzu byla pouzita nami vyvi-
nuta modifikovana metoda. Vzorky krevnich sér proband( byly tepelné denaturovany (99 °C,
20 min). MT byl stanoven pomoci elektrochemie. Ziskana data byla uloZena a zpracovana v la-
boratornim informacnim systému QINSLAB. Vysledky: U vzork( denaturovanych krevnich sér
byly ziskany voltametrické kiivky MT. Stanovenim plochy pod kfivkou (area under the curve -
AUC) byly vypocteny koncentrace MT. Pro porovnani normaini a abnormalni hladiny MT byla
pouzita kontrolni séra zdravych probandl (n = 20) se zjisténym prdmérnym mnozstvim MT
2,0 £ 1,3 pg/l a medidnem 1,9 pg/I. U skupiny pacientd s HCC bylo zjisténo priimérné mnozstvi
MT 9,1 + 6,5 pug/l a median 9,0 ug/l. Tzv. receiver operating characteristic (ROC) analyza ukazala
AUC 0,864 (95% Cl 0,736-0,992), senzitivitu 0,74 a specificitu 0,75. U pacient( s hepatoblas-
tomem bylo zjisténo priimérné mnozstvi MT 11,5 + 7,5 pg/l a median 10,9 pg/l. ROC analyza
ukazala AUC 0,868 (95% Cl 0,751-0,993), senzitivitu 0,84 a specificitu 0,86. V korela¢ni analyze
byla pozorovéna korelace MT ke karcinoembryonélnimu antigenu (CEA) (r = 0,99), kyseliné
mocové (r =—0,86) a iontdm drasliku (r = —0,94). Zdvér: V této pilotni studii se podafilo sledovat
pravdépodobnou asociaci hladiny MT u proband@ se zhoubnymi nadory jater. Z publikova-
nych praci je znamo, Ze hladiny MT jsou dlouhodobé zvysené a predpokladddme, Ze souvisi se
zvysenou metabolickou aktivitou nadorovych bunék. Studie bude dale pokracovat na vétsim
souboru pacient(.
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Summary

Background: Malignant liver tumors are highly aggressive with a poor prognosis. Metalothionein (MT) is a low-molecular intracellular protein,
whose primary function is to regulate the homeostasis of heavy metals in many organisms. There are only few studies focusing on the molecular
mechanisms of MT expression. Recent studies show its significant relations to carcinogenesis, spontaneous mutagenesis and efficiency of an-
titumor medicine. In previous studies, the increase of MT levels in cancer patients was proven. The aim of this work is to study MT as well as to
increase the efficiency of malignant liver tumor diagnosis. Methods: In our pilot study (2022-2023) we observed a group of 15 patients with hepa-
tocellular carcinoma (diagnosis C220) and a group of 15 patients with hepatoblastoma (diagnosis C222). The control group included 20 healthy
probands. We developed our own modified method for the analysis. Blood serum samples of the probands were denaturated (99 °C, 20 min).
MT was determined by an electrochemical method. Obtained data were stored and processed in the laboratory information system QINSLAB.
Results: In denaturated blood serum samples, we obtained voltametric curves of MT. We determined concentrations of MT by evaluating the
area under the curve (AUQ). To differentiate normal and abnormal concentrations of MT, blood samples of healthy probands were used (N = 20),
with the average MT levels of 2.0 + 1.3 pug/L and median 1.9 pg/L. In patients diagnosed with HCC, the average MT levels were 9.1 + 6.5 pg/L and
median 9.0 pg/L. The receiver operating characteristic (ROC) analysis showed AUC 0.864 (95% Cl 0.736-0.992), sensitivity 0.74 and specificity 0.75.
In patients diagnosed with hepatoblastoma, the average MT concentrations measured were 11.5 + 7.5 pg/L and the median was 10.9 ug/L. The
ROC analysis displayed AUC 0.868 (95% Cl 0.751-0.993), sensitivity 0.84 and specificity 0.86. The correlation analysis showed correlation between
MT and carcinoembryonic antigen (CEA) (r = 0.99), uric acid (r = —0.86) and potassium ions (r = —0.94). Conclusion: In this pilot study, we observed
the association of MT levels in healthy probands and malignant liver tumor patients. Many previous studies show that MT concentrations are inc-
reasing as the illness progresses. We assume that this increase is connected to the high metabolic activity of cancer cells. This study will continue

with collecting a larger number of samples.
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Uvod

Incidence zhoubnych nador( jater se
v Evropé neustale zvysSuje. Zhoubné
nadory jater a malignity Zlucového
stromu se vyznacuji rezistenci na lé¢bu
a Spatnou prognézou (5leté preziti
je <20 %) [1-4]. Hepatocelularni karci-
nom (hepatocellular carcinoma - HCC,
diagnéza C220) je nejcastéjsi primarni
variantou maligniho nadoru jater [1].
HCC vytvari kulovita loziska v obou ja-
ternich lalocich (multinodularni HCC)
nebo formuje jeden velky shluk nado-
rovych bunék, ktery ma dalsi satelitni lo-
Ziska. Typické pro tento tumor je vytva-
feni metastdz na plicnich uzlinach [1].
Hepatoblastom (diagnéza C222) je dalsi
varianta vysoce maligniho nadoru jater,
ktery se nejcastéji vyskytuje u déti mlad-
sich 15 let [5]. Kromé toho je tento nddor
¢asto diagnostikovan ihned po narozeni
nebo jiz v déloze. Rychle roste, poté se
rozsifuje do plic a dale do celého organi-
zmu. Pfedpokladany mechanizmus na-
dorové transformace u jaternich bunék
mohou vyvolavat rlzni ¢initelé, jako
jsou toxicky efekt alkoholu, aflatoxind,
zvysené ukladani Zeleza nebo metabo-
lické procesy spojené s obezitou ¢i cuk-
rovkou. Vyznamny biologicky potencial
hraje infekce zplsobena viry. Byly proka-
zany souvislosti mezi infekci viry hepati-
tidy B a C (obr. 1A).

Hledani vhodnych chemickych a mo-
lekulovych marker( je stale klicovou
otdzkou. Pro tyto Ucely se vyuZivaji rizné
typy molekul.Jsou popséany jak molekuly
peptidové nebo proteinové povahy, tak
nukleové kyseliny jako malé RNA [6-10].
Byly popsany rlizné metabolické drahy,
které by mohly mit asociaci k nadordm
jater (obr. 1B) [11]. Typickym nadoro-
vym markerem pro HCC a hepatoblas-
tom je alfa-fetoprotein (AFP) [12—-15]. Vy-
soké hladiny AFP po narozeni pfirozené
rychle klesaji, nicméné u déti s nddoro-
vym onemocnénim pretrvavaji.

V nasi praci se dlouhodobé zabyvdme
asociaci thiolovych sloucenin (obr. 1C)
a metalothioneinl (MT) k nddorovym
onemocnénim [9,16]. Metalothioneiny
jsou malé proteiny o velikosti 6-14 kDa
s hlavni biologickou funkci udrzovat he-
mostdzu iontlh kovh (obr. 1D) [8]. Diky
vysoké afinité k tézkym kovim je je-
jich hlavni funkci homeostatickad kon-
trola a detoxikace téchto tézkych kovd.
Molekuldarniho mechanizmu regulace
hladiny MT se s nejvyssi pravdépodob-
nosti Uc¢astni samotny kov. lont kovu ak-
tivuje transkripcni faktor MTF-1, ktery
se vaze na metal responzivni element
(MRE). Transkrip¢ni faktor MTF-1 po na-
vazani strukturniho genu umozni vazbu
DNA polymerazy a naslednou syntézu
MT [8]. V praci autorl Zhang etal. bylo

bioinformatickym pfistupem hodno-
ceno transkriptomické riziko vzniku
HCC. Jako potencidlni rizikovy fak-
tor byla zjisténa upregulovand exprese
MT1M [17]. U kazuistiky hepatocelular-
niho karcinomu byly v imunohistologic-
kém hodnoceni vzork( jaterni tkané po-
zorovany zvysené exprese AFP a difuzné
MT [18]. Kromé hladiny MT by mohla byt
také vyznamnd hladina biologicky vy-
znamnych prvkd. Ve studiich je ukazana
souvislost mezi hladinami médi a zinku
a zhoubnymi nadory jater [11,19]. Sni-
Zena hladina zinku je ¢asto pozorovana
u pacientd s chronickym onemocnénim
jater, zejména s cirh6zou [19], a navic
Uzce souvisi s rozvojem jaterni fibrézy
a zvySenym rizikem karcinogeneze
jater [19]. Stanovenim hladin MT v do-
stupnych biologickych vzorcich, jako je
krev, sérum, plazma nebo mog, se prilis
mnoho vyzkumnych skupin nezabyva.
V nasich experimentalnich studiich jsme
se této problematice intenzivné véno-
vali a vypracovali postupy pro analyzu
MT a tuto metodu jsme aplikovali u vy-
branych skupin pacientlyv séru [9,20,21].
Horakova etal. ve svém prehledu po-
pisuje MT jako potencidlni onkomar-
ker [10]. S ohledem na souvislost MT s é-
Civy je tfeba zvazovat i jejich dudlni roli
a pfip. uvazovat o moznostech ovlivnéni
jejich pfirozené exprese [22].
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Obr. 1. Predpokladany mechanizmus nadorové transformace u jaternich bunék. Poskozeni jaternich bunék mohou vyvolavat riizni ¢i-
nitelé jako je toxicky efekt alkoholu, aflatoxin(, zvysené ukladani Zzeleza, metabolické procesy spojené s obezitou ¢i cukrovkou. Vyznamny
biologicky potencial hraje infekce zplisobena virem hepatitidy B a C (A). Upraveno podle [5]. Zjednodusené schéma popsanych hlavnich
biochemickych drah v jaternich bunkach (B). Upraveno podle [41]. Vyznam antioxidantd a thiolovych slou¢enin jako vyznamnych anti-
oxidantu (C). Upraveno podle [42]. Schematicka struktura metalothioneinu tfidy MT2 (D).

GSH - glutathion, GSSG - glutathion disulfid, NADP* - nikotinamidadenindinukleotidfosfat, NADPH - redukovana forma NADP*

Cilem této prace byla pilotni studie za-
méfend na prvotni informace o hladi-
nach MT u pacienttd s hepatoblastomem
a HCC.

Material a metody

Pouzité chemikalie

MT byl zakoupen od spole¢nosti Sigma-
-Aldrich (USA) a ostatni chemikalie pou-
Zité pro analyzu byly zakoupeny od
spole¢nosti Merck (Darmstadt, Né-
mecko) v cistoté p. a. Pro chemicko-bio-
chemickou analyzu byly vyuzity pracovni
roztoky od spole¢nosti Siemens (USA).

Biologické vzorky

Vsechna vysetfeni jsou v souladu se z&-
sadami Helsinské deklarace. Vzorky séra
byly ziskany ze zbytkd séra jako ano-
nymni vzorky pied jejich likvidaci (Motol
Ref.No.: EK-1422/13; Ref. No.: EK-223/24 )

a jejich pouziti je v souladu s vnitfnimi
predpisy FN. Kontrolni skupina pro-
bandt byla ve véku od 4-31 let (n = 20).
Testovana skupina probandt byla roz-
délena do kategorii HCC (n = 15; vék
9-77 let) a hepatoblastom (n = 15; vék
0-20 let). Rozdéleni do jednotlivych vé-
kovych kategorii bylo sestaveno podle
doporuceni WHO.

Pfiprava roztok a vzorkii

Primarni vzorek krve byl odebirdn do
zkumavek Vacuette s akcelerdtorem
hemokoagulace. Naslednou centrifu-
gaci (Avanti J-15R, Beckman Coulter
(USA), 1 5009, 4 °C, 10 min) bylo oddé-
leno krevni sérum pro biochemickou
analyzu. IndividudIni vzorky pro stano-
veni MT byly ve zkumavkach smichany
s ultracistou vodou (objem min. 500 pl;
pomér fedéni 10x). Nasledné byl bio-

logicky vzorek denaturovan (termo-
mixer, 99 °C, 20 min, zkumavka Eppen-
dorf), poté byl centrifugovan (14 000g,
4 °C, 30 min, zkumavka Eppendorf). Pro
elektrochemickou analyzu byl pouzit
supernatant [21].

Chemicka analyza

Ultracistd voda byla pfipravena na za-
fizeni ELGA (Londyn, Spojené krélov-
stvi), pH bylo kontrolovano na pH metru
(VWR, USA). Pro chemickou fotometric-
kou analyzu vzorkd byl pouzit analyza-
tor Atellica Solutions CH 930 (Siemens,
USA). Vybrané nadorové markery AFP,
CEA, CA 19-9 a CA 125 byly analyzovany
na Atellica Solutions IM1600 (Siemens,
USA). Pro detekci iontd bylo vyuzito in-
tegrované multisenzorové technologie
(IMT) na tisténych elektrodach zafizeni
Atellica Solutions CH 930 (Siemens, USA).

Klin Onkol 2024; 37(4): 345-353

347




ANALYZA METALOTHIONEINU U PACIENTU SE ZHOUBNYMI NADORY JATER

- N
Aa s Ba vigacll satm g
e
§amg
stabim
Ab Bb ‘. Ch
m )
Ac " Be Ce s
i Ml ;
$ i M
% 0 |E 4 Jdettl [11 T
l'ﬂi.'l-mlﬂ:ﬂ II’*:' "Iﬂi'lllﬂ'ﬂ-l;f:l;r ll'-:h.:l '
k y

Obr. 2. Zakladni popis studovaného souboru. Relativni zastoupeni podle provedenych vysetieni u kontrolni skupiny (Aa), skupiny s he-
patocelularnim karcinomem (Ba), u skupiny s hepatoblastomem (Ca) a podle véku. Rozdéleni do vékovych kategorii u kontrolni skupiny
(Ab), skupiny s hepatocelularnim karcinomem (Bb) a skupiny s hepatoblastomem (Cb) je nasledujici: détsky vék (do 18 let, zelend); mlada
dospélost (18-30 let, cervend); dospélost (31-45 let, zlutd); stredni vék (45-60, oranzova); staii (61-75 let, fialova); vysoké stafi (> 76 let,
$edd). Frekven¢ni histogramy studované skupiny podle véku jsou popsény u kontrolni skupiny (Ac), skupiny s hepatocelularnim karcino-
mem (Bc) a skupiny s hepatoblastomem (Cc). Zelena ¢éara vyznacuje median, ¢ervena prdmér. Na Ac tmavé cervena ¢ara zobrazuje dolni

a horni vnitini hradbu, Cc je zobrazena horni vnitini hradba. Sbér vzorkd krevnich sér byl proveden v obdobi leden 2022 az zafi 2023.

Imunologicka analyza viri hepatitidy
B (HBV) a hepatitidy C (HCV)

Detekce pritomnosti virovych antigent
anti-HBV a anti-HCV byla provedena na
analyzatoru ARCHITECT 4000 (Abbott,
USA).

Stanoveni hladiny MT

Elektrochemickd analyza byla prove-
dena na AUTOLAB Analyser (Metrohm,
Herisau, Switzerland) ve spojeni s VA-
-Stand 663 (Metrohm, Herisau, Switzer-
land). Vzorky byly méreny diferen¢ni
pulzni voltametrii (DPV). Parametry
DPV byly nasledujici: po¢atecni poten-

cial byl -0,6 V a konecny potencial byl
-1,9V, modulac¢ni ¢as byl 0,057 s a inter-
val 0,2 s, step potencidl byl T mV/s, mo-
dula¢ni amplituda 250 mV a akumulaéni
Cas 240 s. Zakladni elektrolyt (Brdi¢kav
roztok) 1 mmol/l Co(NH,)6Cl, 1 mol/I
NH, (ag) a 1 mol/I NH,Cl, pH = 9,6. Dalsi
podrobnosti k metodé jsou popsany
v nasich pracich [16,21,23,24].

Statistické a matematické
vyhodnoceni

Veskerd analyzovana data byla preve-
dena do laboratorni databdze QINSLAB
a statisticky vyhodnocena. V3echny elek-

trochemické analyzy byly provedeny mi-
nimalné v péti opakovénich. Analytické
parametry mez detekce (limit of detec-
tion — LOD) a mez stanovitelnosti (limit
of quantification — LOQ) byly vypocitany
podle prace autor Hubaux a Vos [25].

Vysledky

Popis sledované skupiny pacientti

V nasi pilotni studii se podafilo v obdobi
leden 2022 az z&fi 2023 identifikovat vice
nez 10 pacientll s hepatoblastomem
podle diagnézy dostupné v laborator-
nim informa¢nim systému [26]. U vice
nez 80 % identifikovanych pacientd se
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~
Tab. 1. Imunochemicka detekce protilatek virovych hepatitid u sledovanych skupin pacienti*.
Pocet provedenych analyz Signal (protilatky) RFU Pozitivita (%)
Skupina HBV HCV HBV HCV HBV HCV
kontroly** 6 (30 %) 6 (30 %) 0,1+0,00 0,01 +0,00 0
C220** 10 (66 %) 10 (66 %) 128 £+ 225%** 0,08 £ 0,04 50
C222%* 8 (53 %) 8(53 %) 204 + 304%** 0,04+ 0,01 50 0
*imunochemicka detekce Architect, **dohledatelna data podle pozadavk(l zdravotniho systému, ***znacna variabilita vysledka
souvisejicich s onemocnénim. Vypoctené hodnoty priméru a smérodatnych odchylek upozornuji na to, Zze pribéh méreni neod-
povida normalnimu rozlozeni
C220 - hepatocelularni karcinom, C222 - hepatoblastom, HBV - virus hepatitidy B, HCV - virus hepatitidy C, RFU - relativni fluo-
rescencni jednotka
-
ARt Al Bepatoblaonm - veorek £. 358 C  |p=sen ,_,_
30
o
= ke 2 i 1o
u s
rl n=|%
l S rk [
i :
] f= A0 . i
 then %
n IJ" 5
- .II:HIHI'I!']‘:HIHMW o A3 -u._:.qn_:j-;.:”l;u‘ a8 'w"lﬂ."‘ﬁ“rﬂ"
Ba® Bb . p —
ey T
T . by wm -
4 — Ahkrados iy g LLTERS
T - == =
b} i ] s s 1 AR (A ] E
[T PR T I [ 1]
4 e e i el e
E i i-!- W il ikl E
r | ¥ ] il:l-
: i ! I = o
1 R R e PRIt
E '| 2 o peakeen preos L EF wHE
E (RN S ﬂ
& 2 4 & B W 4§ W 4 f L L M s by WPy i
mctalathinnein (gl i bethisncis (agl)
- %

Obr. 3. Elektrochemicka analyza metalothioneinu (MT) u sledované skupiny pacientli s hepatocelularnim karcinomem (HCC) a he-
patoblastomem. Typické voltamogramy pacientl s hepatoblastomem (vzorek ¢. 558) a HCC (vzorek ¢. 263) (A). Distribu¢ni diagram cet-
nosti jednotlivych koncentraci MT u testovanych pacientskych vzorkd (B). Zmény hladiny MT v séru pacientt s hepatoblastomem (n = 15)
a s HCC (n = 15) jsou vyjadieny jako boxploty. Modré body pfedstavuji jednotliva méreni pacientl; ¢erveny ctverecek je primérna hod-
nota, Sedy ukazuje median, velikost urcuje pocet analyzovanych pfipadu (C). Korela¢ni matice prdmérnych koncentraci sledovanych ana-

lytd a metalothioneinu (D). Ostatni podrobnosti ke studovanému souboru jsou uvedeny v sekci Material a metody.

pak podafilo zachytit vzorek krevniho
séra pro dalsi laboratorni testovani. Pro
Ucel této studie byla vytvofena kontrolni
skupina co nejvice se pfriblizujici zkouma-
nému souboru probandt s nddory.V kon-
trolni skupiné byli zastoupeni zdravi pro-

bandi ve véku 5-30 let, 60 % Zen a 40 %
muz(i. Sedeséat procent probandd bylo
ve véku do 18 let (obr. 2A). Ve skupiné
probandt s HCC (n = 15) bylo 53 % Zen
a 47 % muz0. Vékové zastoupeni je uka-
zano na obr. 2Ba. V souboru vidime klastr

ve vékové skupiné 10-20 let a klastr ve
vékové skupiné 60-80 let. Ve skupiné pro-
bandli s hepatoblastomem (n = 15) bylo
40 % zen a 60 % muzl s 93% zastoupe-
nim osob v mladé dospélosti (obr. 2Ca).
Vétsina probandl byla ve véku 1-6 let,
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Obr. 4. ROC kiivka pouzita pro hodnoceni binarniho klasifika¢niho systému mezi skupinou pacienti a kontrolni skupinou. Skupina
s hepatoblastomem (n = 15) (A); skupina s hepatocelularnim karcinomem (n = 15) (B); hodnoceni vsech sledovanych pacientt (n = 30)
(C). Pro hodnoceni byla pouzita funkce IU = min f(Se*Sp). Dal$i experimentalni podrobnosti jsou uvedeny na obr. 3. Ostatni podrobnosti
ke studovanému souboru jsou uvedeny v sekci Material a metody.
AUC - plocha pod kfivkou, Cl - interval spolehlivosti, FP — falesna pozitivita, ROC - receiver operating characteristic TP — skute¢na

pozitivita

jak je pro tuto skupinu nador0 typické.
U 30 % probandl z kontrolni skupiny,
66 % probandl s HCC a 53 % s hepatob-
lastomem byly dostupné udaje k vyset-
feni hladiny protilatek proti viru hepati-
tidy A (HAV) a dale protilatek proti HBV
a HCV. Protilatky jsme zahrnuli z dGvodu
podani kompletnich informaci o poten-
cidlnich virovych infekcich. Byla proka-
zana 50% pozitivita HBV jak ve skupiné
probandt s HCC, tak ve skupiné s hepa-
toblastomem. Ostatni hepatitidy nebyly
potvrzeny (tab. 1).

Hladiny MT ve sledovanych
skupinach pacientt

Dlouhodobé je pro kvantitativni sta-
noveni MT vyuzivdno Brdi¢kovy
reakce [27-29]. V nasi nejnovéjsi studii
autorl Melich etal. je popsano vyuziti to-
hoto postupu u biologickych vzorkd pa-
cientd se zhoubnymi nadory [21]. Na
obr. 3A jsou ukdzény typické voltamo-
gramy studovanych sér pacientd s HCC
a hepatoblastomem. Na obr. 3B jsou
distribu¢ni histogramy MT v sledova-
nych souborech. U HCC mdzeme sledo-
vat vys$si ¢etnost hladiny MT < 10 pg/I
(obr. 3Ba). U skupiny probandl s hepa-
toblastomem byly pozorované koncen-
trace posunuty k vy$sim hodnotadm. Vét-
$ina analyzovanych vzork( vykazovala
hladiny MT > 10 pg/I (obr. 3Bb). Na obr. 3C
jsou krabicové grafy porovnavajici kont-

rolni skupinu probandu s testovanou sku-
pinou probandl s HCC a hepatoblasto-
mem. Kontrolni skupina proband méla
pramérné mnozstvi MT 2,0 £ 1,3 ug/I
smedianem 1,9 pg/I. U skupiny probandt
s diagndézou HCC bylo zjisténo prdmérné
mnozstvi MT 9,1 £ 6,5 pg/l s medidnem
9,0 ug/l. U probandt s hepatoblastomem
bylo zjisténo priimérné mnozstvi MT
11,5+ 7,5 pug/l s medidnem 10,9 pg/I. Sku-
pina probandl s HCC a skupina s hepa-
toblastomem byla statisticky vysoce vy-
znamné rozdilnd v porovnani s kontrolni
skupinou (p < 0,001). Na obr. 3D je kore-
la¢ni analyza primérnych hodnot analy-
zovanych chemickych a biochemickych
parametrd k hladindm MT. V korela¢ni
analyze byla pozorovana pozitivni kore-
lace MT k CEA (r = 0,99), negativni kore-
lace k hladiné kyseliny mocové (r = —0,86)
aiontdm drasliku (r =—-0,94).

Na obr. 4 je ukézana prahové operacni
charakteristika, tzv. receiver operating cha-
racteristics (ROC). Z dostupnych dat byla
regresnim modelem vypoctena ROC kfivka
mezi skupinami proband( s HCC, hepa-
toblastomem a kontrolni skupinou. ROC
analyza ukazala u probandi s HCC hod-
notu AUC 0,864 (kvalita testu: dobra, 95%
Cl 0,736-0,992), senzitivitu 0,74 a specifi-
citu 0,75. U probandu s hepatoblastomem
ROC analyza ukézala AUC 0,868 (kvalita
testu: dobrd, 95% Cl 0,751-0,993), senziti-
vitu 0,84 a specificitu 0,86. Pfi hodnoceni

kontrolni skupiny a skupin se zhoubnymi
nadory jater byla AUC 0,868 (kvalita testu:
dobrd, 95% Cl 0,754-0,983), specificita
0,78 a senzitivita 0,81. Hodnota cut-off se
pohybovala na 95% hladiné spolehlivosti —
kolem 1 pg/I MT.

Hladiny biochemickych parametru

ve sledovanych skupinach pacientti

Ve sledovanych velmi heterogennich sku-
pinach byly analyzovany hladiny iontd,
jaterni enzymy a dalsi chemické parame-
try se vztahem k jaternim funkcim. Jak je
ukdazano v tab. 2, ve skupiné probandu se
zhoubnymi naddory byly hladiny jaternich
enzymuU v porovndni s kontrolni skupi-
nou zvysené (aspartataminotransferaza
(AST) > 0,8 pkat/l, alaninaminotransfe-
réza (ALT) > 0,6 pkat/l, gamaglutamyl-
transferaza (GGT) > 0,7 pkat/l a alkalicka
fosfatdza (ALP) > 4,6 pkat/l). Déle byly sta-
noveny dalsi zdkladni biochemické pa-
rametry, jak je ukdzdno v tab. 3. Podle
ocekévani byly ve skupindch probandt
pozorovany rozdily. Vyznamné zmény
byly v hladindch celkového bilirubinu,
pficemz u skupiny s HCC byla hladina
kolem 28 pumol/I a u skupiny s hepatob-
lastomem kolem 8 pmol/l. U skupiny
s hepatoblastomem byly pozorovany
zmény hladin u kyseliny moc¢ové, moco-
viny a kreatininu. Vysvétleni téchto po-
zorovanych rozdill s ohledem na pilotni
studii (mala skupina proband) a vyraz-
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/Tab. 2. Chemicka analyza hladiny iontt a jaternich enzymu*. A
Na' K’ ar Ca? ALP® AST* ALT® GGT®
(ISE) (ISE) (ISE) (545/658 nm) (410/478 nm) (340/410 nm) (340/410 nm) (410/478 nm)
Skupina mmol/l mmol/l mmol/l mmol/l pkat/I pkat/I pkat/I pkat/I
kontroly 137 +£4 43+03 107 +2 2,4+0,1 1,9+1,6 04+03 0,4 £ 0,4** 0,3+0,1
C220 139+3 43+0,5 106 +3 2,3+04 5,6 £ 6,4** 1,8 £2,0%* 1,3 £2,0%* 3,2+4,3%
222 135+7 4,2+0,2 106 £ 1 2,5+0,1 4,6 + 4,0%* 0,8 £ 0,5** 06+0,3 0,7 £0,8**

*spektrofotometricka a elektrochemicka detekce Atellica CH, **znacna variabilita vysledk( souvisejicich s onemocnénim. Vypo-
¢tené hodnoty priiméru a smérodatnych odchylek upozoriuji na to, Ze pribéh méreni neodpovida normalnimu rozlozeni.

' potenciometrie, tisténa elektroda, 2o-kresolftalein komplex, 3 paranitrofenlyfosfat, 4 pyridoxal-5-fosfat, > a-ketoglutarat,
6L-y-glutamyl-3-karboxy-4-nitroanilid

ALP - alkalicka fosfataza, ALT - alaninaminotransferaza, AST — aspartataminotransferaza, C220 - hepatocelularni karcinom, C222 -
hepatoblastom, ISE — iontové selektivni elektroda, GGT - gamaglutamyltransferdza

_
~

Tab. 3. Chemicka analyza analytt se vztahem k jaternim funkcim*.

Bilirubin’ Kyselina Mocovina® Kreatinin* Albumin?® Bilkovina® CRP’

(546 nm) mocova’ (340/410 nm) (596/694 nm) (596/694 nm) (545 nm) (571 nm)

(545/694 nm)

Skupina pmol/I mmol/l mmol/l pmol/l g/l g/l mg/l
kontroly 13375 312,3+£749 42+1,0 66,0+ 17,3 453 %39 683 £5,6 20+£33
C220 27,9 £49,3** 3050+ 114,2 6,8 £ 8,8** 704 +31,6 395+6,6 688+79 23,4 £26,6%*
C222 81+38 244,4 + 54,1 39+£1,0 303+17,8 43,6+3,6 63,3+6,2 7,5+ 19,1**

*spektrofotometricka detekce Atellica CH, **znacna variabilita vysledkd souvisejicich s onemocnénim. Vypoctené hodnoty pri-
méru a smérodatnych odchylek upozoriuji na to, ze priibéh méreni neodpovidad normalnimu rozlozeni. ' diazoniova sul kyseliny
sulfanilové, 2urikaza/peroxidaza, 3 ureaza s glutamatdehydrogenazou, *sarkosin oxidaza/kreatinaza, ° bromkresolova zelen, ¢ biu-
ret, ”imunoturbidimetricky test obohaceny PEG, protilatka proti CRP

C220 - hepatocelularni karcinom, C222 - hepatoblastom, CRP - karcinoembryonalni antigen

N

nou rdznorodost (stadium onemocnéni,
prabéh lécby atd.) je velmi obtizné a vy-
Zaduje dalsi podrobné studium. U ndmi
sledované skupiny pacient( se podafilo
analyzovat Sirsi spektrum nadorovych
markerd (CEA, CA 19-9, CA 125 a AFP),
jak je ukdzéno v tab. 4. Ze ziskanych dat
zkoumanych skupin probandt byla pro-
vedena ROC regresni analyza u hladin
jaternich enzymd GMT, ALT, AST, ALP a C-
-reaktivniho proteinu (CRP) u nadoro-
vych marker(i CEA, CA 19-9, CA125, AFP.
Pro vyhodnoceni byla kontrolni skupina
oznacena jako negativni a skupiny pro-
bandl s HCC a hepatoblastomem jako
pozitivni (tab. 5).

Diskuze
MT zasahuje do celé fady bunécnych
procesU vlivem jeho regulacni role v udr-

Zzovani homeostazy iontd kov [30,31].
Analyza sérovych koncentraci MT byla
velmi dlouhou dobu opomijena [10,32].
Ddvodem je znacna obtiznost ana-
lytické detekce MT [33]. Ve 30. letech
20. stoleti Rudolf Brdicka naznacil po-
tencidl vyuziti elektrochemie v nado-
rové diagnostice [27,28].V praci Petrlova
etal. jsme ukdzali a popsali metodicky
postup pro analyzu MT v kompliko-
vané biologické matrici, jakou je krevni
sérum [23]. Optimalizovana metodika
nam umoznila detailnéjsi studium zis-
kanych voltametrickych kfivek ve spoji-
tosti s analyzovanym biologickym vzor-
kem [34]. Zjistili jsme, Ze tyto pribéhy
je mozné matematicky popsat a vyhod-
nocovat [35]. Pfedpokladame, Ze takto
ziskany pribéh kfivky maze byt vyu-
Zit pro jednoznacnou identifikaci (tzv.

fingerprint) hledané biologické vlast-
nosti [34]. Vyhodnocovani takovych za-
znamU spolec¢né s prvky umélé inte-
ligence by mélo zlepsit diagnostiku
téchto nadorovych onemocnéni. Diky
nasemu snazeni v této oblasti analyzy
MT se dané problematice vénuje vice vy-
zkumnych skupin [36]. Z histochemic-
kych a molekuldrné-biologickych stu-
dii vime, Ze MT ma asociaci s nddorovym
onemocnénim [30]. Navic Ize pozorovat
i asociaci MT se zavaznosti onemocnéni.
O dynamice sérovych hladin MT v zavis-
losti na véku neexistuji prakticky zadné
studie. V této studii byla prokazana zvy-
$end hladina MT (> 5 pg/l) s extrémnimi
hodnotami kolem 10-20 pg/l. K podob-
nym zavérim jsme dospéli v dalsich
studiich [9,16,37,38]. Samoziejmé byly
zjistény asociace mezi hladinou MT

Klin Onkol 2024; 37(4): 345-353
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Tab. 4. Analyza hladin CEA, CA 19-9, CA 125 a AFP sledovanych skupin pacientd*.

Pocet provedenych analyz Analyzovana koncentrace

Skupina CEA CA19-9 CA125 AFP CEA' CA 19-9? CA 1253 AFP*

n ng/Il
C220 14 (93 %) 6 (40 %) 2 (13 %) 15 (100 %) 1.6 £2,1*  80.1 £132,7** 6.4+£82* 214,1 +3124%*
€222 11(73 %) 9 (60 %) 1(6 %) 13 (87 %) 2,7 £5,9% 23,2+ 39,0%* 11,9 7,3 +£11,4%*

*imunochemiluminiscencni detekce Atellica IM, **znac¢na variabilita vysledk( souvisejicich s onemocnénim. Vypoctené hodnoty
primeéru a smérodatnych odchylek upozornuji na to, Ze u nich priibéh méreni neodpovida normalnimu rozlozeni. ' magnetické
c¢astice, mysi monoklondini CEA; sekundérni polyklondini kralic¢i akridium ester, 2magnetické ¢astice, monoklondlni 1116-NS-19-9;
sekundarni monoklonalni 1116-NS-19-9 akridium ester, *magnetické ¢astice, mysi monoklondlni na fluorescein; sekundarni 1 mysi
monoklonalni k M11znacena akridinium esterem, sekundérni 2 mysi monoklonalni znacena fluoresceinem k OC125, *magnetické
castice, mysi monoklondlni AFP; sekundarni polyklonalni kréli¢i akridium ester

AFP - alfa-fetoprotein, CA 19-9 - antigen karcinomu 19-9, CA 125 - glykoprotein podobny mucinu, CEA - karcinoembryonalni

antigen
- J
4 N
Tab. 5. ROC analyza vybranych biochemickym ukazateliim u probanda s nadorovym onemocnénim.
GGT ALT AST ALP CRP CEA CA 19-9 AFP
AUC* 0.777 0,77 0,775 0,781 0,698 0,869 0,907 0,871
(0,639- (0,631- (0,634- (0,639- (0,545- (0,753-  (0,785-1,03)** (0,705-1,04)**
0,915)** 0,909)** 0,913)** 0,915)** 0,851)** 0,985)**
specificita® 0,95 0,6 0,95 0,75 0,9 1 1 1
senzitivita® 0,47 0,95 0,63 0,83 04 0,68 0,8 0,35
cut-off* 0,54 0,37 0,59 1,99 53 0,61 3,47 1

zhoubnymi nadory jater - n = 30

-

*vypocteno v programu LADYS na 95% hladiné vyznamnosti, 95% interval spolehlivosti, kontrolni skupina — n = 20; probandi se

AFP - alfa-fetoprotein, ALP — alkalicka fosfataza, ALT — alaninaminotransferaza, AST — aspartataminotransferaza, AUC - plocha pod
kfivkou, CA 19-9 — antigen karcinomu 19-9, CEA - karcinoembryondlni antigen, CRP — C-reaktivni protein, GGT — gamaglutamyl-
transferaza, ROC - receiver operating characteristic

a molekulami spojenymi s jaternim me-
tabolizmem [39]. Jak je zndmo, HCC se
vice vyskytuje u dospélych a hepatob-
lastom u déti. V nasi studii vSéak mezi sku-
pinami nebyly pozorovdny vyznamné
rozdily (primérné hladiny a mediany
byly velmi podobné). Lze jen obecné
predpokladat, Ze hladiny MT budou aso-
ciovany s buné¢nou metabolickou akti-
vitou [31]. Ziskané zavéry ROC analyzy
naznacuji, ze vyzkum v této oblasti by
mohl pfinést slibné vysledky. Zcela ne-
zbytné vsak bude pozorovanou sku-
pinu pacient(l rozsifit. Vzhledem k tomu,
ze hladiny MT jsou asociovany s celou
fadou pfirozenych biologickych procesu,
je vyuzitelnost v bézné klinické praxi ob-
tizné realizovatelna (jak je u fady nado-

rovych marker( znamo) [40]. V ptipadé,
Ze budeme sledovat vice ukazatel( a vy-
uzijeme nejmodernéjsi pfistupy ve vy-
hodnocovani dat, Ize o¢ekavat mnohem
vice vypovidajici informace o prabéhu
onemocnéni.

Zaveér

V nasi pilotni studii na vzorku 30 pro-
bandl byly studovany hladiny MT s pfi-
padnou asociaci se zhoubnymi na-
dory jater. Zjistili jsme, Ze hladiny MT
byly u sledovanych skupin v porov-
nani s kontrolni skupinou zvysené. Za-
pocata studie bude déle pokracovat na
vétsim souboru pacientd s pfihlédnu-
tim ke klasifikaci nemoci a 1é¢ebnym
zakroklm.
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