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Vénovano ke stému vyroci narozeni Rudolfa Brdicky
a jeho objeviim na poli vyuziti elektrochemie v nadorové
diagnostice

Uvod

Podle statistickych udaji Svétové zdravotnické orga-
nizace (WHO) je kazdym rokem ve vyspélych zemich
rozpoznéano kolem 11 milionti novych ptipadii onemocnéni
zhoubnym nadorem a vice nez Sest miliond lidi na tuto
nemoc kazdoro&né umira. V Ceské republice podle Narod-
niho onkologického registru zije s malignim nadorem vice
nez 300 tisic lidi. Dale je z téchto udaji zfejmé, ze ve své-
té ptipada asi 360 piipadii malignich nadorti na 100 000
obyvatel, ale v Ceské republice je to 560 piipadi. Z téchto
diivodi vyhlasilo Ministerstvo zdravotnictvi CR a Ceska
onkologickéd spolecnost program zaméfeny na snizeni vy-
skytu zhoubnych onemocnéni v ¢eské populaci, ktery se
m4, kromé jiného, zaméfit na zlepSeni v€asné diagnostiky
véetné hledani novych markert.

V nékolika malo studiich byla ukazana souvislost
mezi hladinou metalothioneinu (MT) a progresi zhoubné-
ho nadoru'’. Metalothioneiny jsou charakteristické jak
obsahem iontt kovi, tak obsahem siry ve formé thiolo-
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vych (SH) skupin'®'". Savéi formy MT jsou charakteristic-
ké molekulovou hmotnosti v rozmezi 6 az 7 kDa. VétSinou
se skladaji z 60 az 68 aminokyselinovych zbytkl a ve své
centralni ¢asti obvykle obsahuji dvacet molekul cysteinu,
pri¢emz nejcastéji se opakujicim motivem je cystein (C)-
serin (S)-cystein (C)'™'*!. Aromatické aminokyseliny
v primarni struktufe téchto latek obvykle chybi. VSechny
pfitomné cysteiny jsou v redukované podobé¢ a koordino-
vané sionty kovu, pficemz vytvareji metalothiolatové
klastry. Celkové je jedna molekula sav¢iho metalothioneinu
schopna vazat jedenact jednovaznych nebo sedm dvouvaz-
nych iontd kovu'*". Viechny MT maji kratky linearni
usek, na ktery jsou vazany dvé proteinové domény. Domény
obsahuji klastry s vysokou afinitou k iontim kovi'2. Kovy
(Me) jsou vazany do spolenych tetrahedralnich Me™-Cys
jednotek. MT se vyskytuji v celé zivocisné fiSi a jsou také
znamé u vyssich rostlin, eukaryotickych mikroorganismi
atady prokaryot'®. U Zivocichi je jejich vyskyt pozorovan
predevsim v tkanich, jako jsou jatra, ledviny, slinivka
astievo'. Jsou pozorovany znaéné rozdily v koncentraci
MT v zavislosti na rizném druhu, tkani (odrazi se vliv
veku, stadium vyvoje), potravnich zvyklostech a dalSich
dosud ne zcela znamych a identifikovanych faktorech.

Souvislost mezi metalothioneinem a zhoubnymi na-
dory je na samém pocatku zkoumani. Nejnovéjsi vyzkumy
ovSem naznacuji, Ze existuje vztah mezi mnozstvim meta-
lothioneinu a rychlosti rozvoje zhoubného nadoru'®'’. Pro
ovéfeni téchto predpokladil je potfebné studovat zmény
hladiny MT u pacientli se zhoubnymi nadory. Analytic-
kych metod pro citlivou analyzu MT neni v soucasné dobé
mnoho. VétSina z nich vyzaduje velmi slozitou pfipravu
vzorku, naro¢nou a drahou instrumentaci®'®. Mezi analy-
tické metody vyzadujici minimalni ptipravu vzorku a vel-
mi nizké provozni a pofizovaci ndklady patii elektroche-
mické techniky. Cilem této prace bylo vyuziti elektroana-
lytické techniky (Brdickovy reakce) pro monitorovani
sérové hladiny metalothioneinu u pacientli se zhoubnymi
nadory.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

MT z kralic¢ich jater (molekulovd hmotnost 7143),
obsahujici 5,9 % Cd a 0,5 % rel. Zn, byl zakoupen u firmy
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA); tris(2-karboxyethyl)
fosfan (TCEP) u firmy Molecular Probes (Evgen, USA).
Ostatni pouzité chemikalie byly ziskany v Cistot¢ ACS od
spoletnosti Sigma. Zasobni roztok standardu MT 10 pg ml™
byl pfipraven za vyuziti vody ACS (Sigma) aulozen ve
tmé pti —20 °C. Pracovni roztoky byly denné pfipravovany
fedénim zasobniho roztoku.



Chem. Listy 102, 51-58 (2008)

Klinicky material

V prubéhu roku 2005 byla ziskana séra od pacientl
lécenych pro zhoubné nadory ve fakultni nemocnici Mo-
tol. Krevni séra byla ihned zmrazena na —20 °C az do doby
jejich dalsiho zpracovani. Celkem bylo analyzovano 80 sér
pacientd (44 muzl, 36 Zen): zhoubny nador tlustého stfeva
(9, primérny veék 55 let), melanom (4, 59,5 roku), zhoubny
nador prsu (14, 51,5 roku), zhoubny nador plic (12, 62 let),
zhoubny nador S§titné zlazy (12, 57 let), zhoubny nador
ledviny (7, 31 let), lymfoidni leukémie (18, 19 let) a jicnu
(4, 55,5 roku).

Ptiprava vzorkd pro elektroanalytické
stanoveni

Ze ziskanych vzorkli krevnich sér bylo odebrano
100 pul a umisténo na 15 min pii 99 °C do termobloku
(Eppendorf 5430, USA). Poté byly vzorky ochlazeny na
4 °C a centrifugovany pii 4 °C a 15 000 g po dobu 30 min
(Eppendorf 5402, USA). Metalothioneiny patii k termosta-
bilnim proteiniim, které zlstavaji pfitomné v roztoku i po
jeho tepelné denaturaci. Takto ptipravené vzorky byly 1000x
zfedény a analyzovany nami upravenym postupem adsorpéni
prenosové techniky (AdTS) s diferencni pulzni voltametrii
(DPV). Mnozstvi analyzovaného vzorku bylo 5 pl.

Elektroanalytické stanoveni metalo-
thioneinu metodou AdTS DPV
s pouzitim Brdi¢kovy reakce

Vzorky byly analyzovany na pfistroji Autolab Analy-
ser (EcoChemie, Nizozemi) ve spojeni s VA-Stand 663
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(Metrohm, Svycarsko) v klasickém tiielektrodovém uspoia-
déni. Pracovni elektrodou byla visici rtutové kapkova elek-
troda (HMDE) s plochou kapky 0,4 mm?; referentni elektro-
dou byla Ag/AgCl/3 M KCl a pomocnou grafitova elektro-
da. Zakladni elektrolyt (1 mmoldm™ Co[(NH;)s]Cls
aamonny pufr, NH;-NH,Cl, pH 9,6) byl po kazdych péti
analyzach vyménén. Parametry AdTS DPV: pocatecni
potencial —0,6 V, kone¢ny potencial —1,6 V, modulacni ¢as
0,057 s, casovy interval 0,2s, potencidlovy krok
1,05 mV s™', modulaéni amplituda 250 mV, E, = 0V,
teplota 5 °C.

Vysledky a diskuse

Presné pied sto lety (25. inora 1906) se narodil jeden
z vyznamnych zaki Jaroslava Heyrovského Rudolf Brdic-
ka', ktery objevil polarograficky signal vznikajici
v piitomnosti proteinti obsahujicich siru®**'. Tento jev byl
pojmenovan Brdickova reakce. Rudolf Brdicka se pokusil
metodu vyuzit pro diagnostiku rakoviny a vysledky své
prace publikoval v roce 1937 v &asopise Nature™?*. Zjistil,
ze signal krevniho séra zdravého ¢lov€ka a pacienta s na-
dorovym onemocnénim je vyrazné odlisny a mohl byt proto
vyuZit pro rozlideni zdravého a nemocného &lovéka™ .
Nebylo vsak zcela ziejmé, které proteiny byly podle vy-
pracované metodiky stanovovany. Pozd¢ji se zjistilo, ze
jde o skupinu mukoproteinti (MP-1, MP-2 a MP-3)**% ale
proteinim o niz§i molekulové hmotnosti nebyla vénovana
zadna pozornost. Jak se v posledni dobé ukazuje, nizko-
molekularni proteiny (jako je metalothionein) a peptidy
(jako je glutathion) hraji vyznamnou roli v fadé biologic-
kych procest véetné regulace bunécného déleni (obr. 1).

Metalothionein — struktura genu

Vliv na MRE element
Transkripéni faktory?
Tézké kovy?
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Obr. 1. Schéma uspofadani metalothioneinového genu u ¢lovéka na chromosomu 16; MREs — regula¢ni Gsek DNA, na ktery se vaze
transkripéni faktor (MTF-1). TATA box je misto, kam se vaze RNA-polymerasa a od ng&j zacina transkripce genu. Exony jsou useky
DNA, které nesou informaci pro slozeni vysledného proteinu. PolyA signal ukoncuje transkripci genu. V dalsi ¢asti jsou navrzeny mozné

mechanismy vztahu MT k dal$im genim a zhoubnému onemocnéni
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Elektrochemické stanoveni
metalothioneinu Brdi¢kovou reakci

Elektrochemickd analyza MT predstavuje jeden
z vhodnych  analytickych  nastroji = pro  detekci
v biologickych vzorcich®™ . V soucasnosti prakticky ne-
existuje zadna vhodna analyticka metoda pro rutinni stano-
veni MT*7*. Témét viechny klinické studie jsou zalozeny
na imunohistochemickém stanoveni za pouZiti riznych pro-
tilatek proti MT>***_ piipadné detekce hladiny mRNA za
vyuziti technik molekularni biologie*®™. Nedavno bylo
ukézano, Ze pro citlivé stanoveni MT Brdickovou reakei
je vyhodné provadét méfeni za snizené teploty v rozmezi
5-10 °C (cit.”®). My jsme v nasich experimentech metodou
AdTS a DPV tento vysledek potvrdili. Na ziskanych volta-
mogramech jsou pozorovatelné signaly vzniklého komple-
xu MT s ionty kobaltu (RS,Co) a typické katalytické sig-
naly Catl a Cat2 (obr.2). Katalyticky signal Cat2 se
s klesajici koncentraci MT linearné snizoval (Ve =
0,6616x +10,211; R? = 0,9955).

Analyza MT v krevnim séru zdravych
lidi

Nas kontrolni soubor tvofili darci krve (v€kovy inter-
val 22-35 let; n=10). Ze studii, které hodnotily obsah
MT u pacientl se zhoubnymi nadory, je moZno ofekavat,
ze zména hladiny MT by neméla byt zavisla na véku

a pohlavi®'®*! "V téchto analyzovanych vzorcich lid-
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Obr. 2. AdTS DP voltamogramy; carkovana cara je zakladni
elektrolyt, plna céara je zaznam 1 uM MT. Pocatecni potencial —
0,35 V, kone¢ny potencial —1,8 V, modulaéni ¢as 0,057 s, Casovy
interval 0,2 s, potencialovy krok 1,05 mV s™', modulaéni amplitu-
da 250 mV, E, = 0V, ¢as akumulace MT byl 120 s, zakladni
elektrolyt 1 mM Co(NH;)sCl; v amonném pufru (pH 9,6)
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ského séra byla zjiSténa primérna koncentrace MT
0,72+0,09 pmol dm™.

Analyza MT v krevnim séru pacienti
se zhoubnymi nadory

V dalsi casti prace nas zajimalo, zda se bude ménit
hladina MT u pacientd s riznymi typy zhoubnych nadori.
Sledovali jsme hladiny MT u pacient s osmi druhy dia-
gnéz zhoubnych nadorG hospitalizovanych ve Fakultni
nemocnici Motol v pribéhu roku 2005. V této praci jsme
navazali na praci Brdi¢ky** a na nage pilotni studie®.

Hladiny metalothioneinu u lymfoidni
leukémie
V diivgjsich studiich byla sledovana hladina MT

u déti s akutni lymfoblastickou leukémii (ALL), kde se
imunohistochemickymi technikami podatilo rozlisit skupi-
nu exprimujici a neexprimujici MT. Ze ziskanych experi-
mentalnich dat bylo mozné odvodit, Ze pacienti
s detegovanou hladinou MT maji lepsi prognozu, a to jak
v priméarnim zachytu, tak pfi znovuvzplanuti onemocnéni'.
Byly ziskany vzorky krevniho séra od jednoho pacienta
s akutni myeloidni leukémii (zhoubné bujeni postihuje
slozky imunitniho systému; obsah MT byl 1,5 pmol dm™)
a devét pacientl s akutni lymfoblastickou leukémii
(postizeny bilé krvinky; obsah MT 3,2 pmol dm™). Navic
byly vyhodnoceny vzorky od tfi pacientd, ktefi zemreli
v pritbéhu hospitalizace (obsah MT 1,0 pmol dm™) a déle
pak pét vzorkll od pacienti nezafazenych ani do jedné
skupiny. V nasem souboru pacientli trpicich lymfoidni
leukémii byl primérny obsah MT 2,29 umol dm™, u tii-
nacti byl obsah MT vy3&i nez 1 umol dm™ (72 %), u osmi
pacientl pfesahla hladina MT 2 pmol dm™ (44 %) au Ctyt
pacienti dokonce prekrogil obsah MT 4 pmol dm™
(22 %). U lymfoidni leukémie bylo pét pacientll v prvni
remisi (= pfechodné vymizeni nemoci), tfi v druhé a jeden
v tfetl. Jak je z naSich dat zfejmé, pacienti v prvni remisi
méli hladinu MT nejvys$si ve srovnani s druhou a tieti re-
misi. Dale bylo mozné usoudit, ze u pacientli s nizkou
hladinou MT je prognoéza onemocnéni velmi S$patna
a v pribehu studie tito pacienti zemfeli (obr. 3).

Hladiny metalothioneinu u zhoubného
nadoru prsu

Zhoubné nadory mlééné zlazy jsou nejcastéj$im nado-
rovym onemocnénim Zenské Casti populace ve vyspélych
zemich. Ze studii, které byly provedeny, vyplyva mozna
korelace mezi nizkou hladinou MT a dobrou prognézou
onemocnéni'®**** Dale bylo prokazano, Ze ve zhoub-
ném nadoru prsu je hladina MT v porovnani s okolni zdra-
vou tkani vzdy vy$si>°%. V nadi praci jsme zjistili, Ze
u pacientll s nadory prsu byl primérny obsah MT nizky
1,56 pmol dm™ (nariist hladiny MT pouze 0216 %
v porovnani se zdravymi dobrovolniky). Dale u deviti pa-
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Obr. 3. Koncentrace MT u pacienti s (a) lymfoidni leukémii (»=18); (b) zhoubnym nadorem prsu (n=14); (c) zhoubnym nadorem
plic (n=12); (d) zhoubnym nadorem stitné Zlazy (n=12); hladina MT byla ur¢ena v 1000x fedéném vzorku pomoci AdTS DPV

cientii prekrogila hladina MT 1 umol dm™ (64 %) a pouze
u tii byla hladina MT vy3$& nez 2 umoldm™ (21 %,
obr. 3). U zhoubnych nadort prsu hraje velmi vyznamnou
roli hormonalni regulace (pfitomnost steroidnich recepto-
ri). Je velmi pravdépodobné, ze prave tento fakt ovliviiuje
hladinu MT u téchto zhoubnych nadort.

Hladiny metalothioneinu u zhoubného
nadoru plic

V Ceské republice zaujima zhoubny nador plic prvni
misto mezi zhoubnymi nddory u muzii a je na prvnim mis-
té v pri¢inach amrti na zhoubné nadory. O vztahu téchto
zhoubnych nadorti k hladiné MT neni prakticky nic zna-

0. U pacientii se zhoubnym nadorem plic byl pram&rny
obsah MT 2,54 umol dm’3, u osmi z nich byl obsah MT
vy$si nez 1 pmol dm™ (66 %), u $esti piesahla hladina MT
2 umol dm™ (50 %) a u dvou pacientl byl obsah MT vyssi
nez 4 umol dm™ (16 %). Pozorovana znagna variabilita
muze souviset pravé s histologickou riiznorodosti tohoto
zhoubného nadoru (obr. 3).
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Hladiny metalothioneinu u zhoubného
nadoru §titné zlazy

Maligni onemocnéni $titné zlazy tvofi heterogenni
skupinu nédorﬁ které s vyskytuji vkaidém veku, ale
deny analyzy obsahu MT v nadorech stltne zlazy, které
ukézaly na velmi nizkou hladinu MT v téchto tkanich™”.
Nasi analyzou bylo mozné v krevnim séru pacientt dete-
govat primémy obsah MT 2,11 pmol dm™, pficemz
u osmi piesahla hladina MT 1 pmol dm™ (66 %), u &étyf
byla vy3si nez 2 pmol dm™ (33 %) a u dvou piekrogila
4 umol dm™ (16 %). Také u tohoto zhoubného nadoru
jsme pozorovali velmi znacnou variabilitu v hladiné MT,
ktera je pravdépodobné zplisobena heterogenitou primarni-
ho loziska zhoubného nadoru (obr. 3).

Hladiny metalothioneinu u zhoubného
nadoru ledviny

Tento nador predstavuje vzacnéjsi onemocnéni, které
tvoii asi 3 % ze vSech malignit. Postihuje Castéji muze nez
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Obr. 4. Koncentrace MT u pacienti s (a) zhoubnym nadorem ledvin (»=7); (b) malignim melanomem kiiZe (n=4); (c) zhoubnym
nadorem jicnu (n=4); (d) zhoubnym nadorem tlustého stieva (n=9); hladina MT byla ur¢ena v 1000x fedéném vzorku pomoci AdTS

DPV

zeny v poméru 2 : 1 a vyskytuje se pfevazné u osob nad
60 let véku nebo u déti. Studium obsahu MT v ledvinach
je vénovana vétsi pozornost (MT byl objeven v ledvinach)
pfedev§im pro vyzkum vyluCovani té€zkych kovl
z organismu®®®. V nadi skuping byla pramérna hladina
sérového MT pacientl se zhoubnym nadorem ledvin
1,82 umol dm™, u péti pacientt pfesahl obsah MT
1 pmol dm™ (71 %) a u dvou byl vy3si nez 2 umol dm™
(28 %, obr. 4).

Hladiny metalothioneinu u maligniho
melanomu kuze

Maligni melanom vznika maligni pfeménou melano-
cytl, bun€k neuroektodermalniho pivodu, vyskytujicich
se predevsim v kizi, v duhovce a spojivce, méné ve slizni-
cich. Nejcast&ji se vyskytuji kozni formy melanomu.
Slizni¢ni melanomy jsou vzacné. Byly provedeny dvé
pomérné rozsahlé studie hodnotici hladinu MT a progresi
tohoto onemocné&ni*®. Byl prokazan vztah mezi zvysenou
hladinou MT a vyrazn€ hor$i prognézou (zkraceni doby
doziti)"®. Nage skupina pacientii s melanomem nebyla
pfili§ rozsahla, ale hladina MT byla u vSech zvySena. Pri-
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mérna hladina MT byla 1,97 pmol dm™, u tf pacientd byl
obsah MT vy3si nez 1 umol dm™ (75 %) a u dvou piesahla
2 umol dm™ (50 %, obr. 4).

Hladiny metalothioneinu u zhoubného
nadoru jicnu

Zhoubny nador jicnu predstavuje 4 % nadort travici-
ho traktu. Jako mozné pficiny onemocnéni se udava casta
konzumace horkych napoji a kancerogenti v potrave.
O vztahu MT u nadort jicnu také neni prakticky nic zna-
mo. Jsou zvefejnény prvotni naznaky, ze by mohla byt
souvislost mezi MT a apoptdzou pripadné rezistenci na
protinadorovou 1é¢bu® . V nasi zkoumané skuping
pacientd s touto dignézou byla primérna hladina MT
2,32 pmol dm’3, pficemz u dvou pacientl piekrocila
1 pmol dm™ (50 %), u dvou pacientd byla vy3si nez
2 umol dm™ (50 %) a u jednoho pacienta presahla hladina
4 pmol dm™ (25 %). Bohuzel na§ zkoumany soubor byl
také velmi maly, ale i zde je pozorovatelnd vyraznd varia-
bilita, ktera ma pravdépodobné souvislost s riznou bunéc-
nou formou vzniklého zhoubného nadoru (obr. 4).
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Tabulka I
Koncentrace metalothioneinu (umol dm ™) v krevnim séru pacientd s riiznou diagnézou zhoubného nadoru
Diagnoza ne x (MT) n>1 n>2 n>4 Koncentrace
[1, (%)] [1, (%)] [n, (%)] max. min.
Maligni melanom kuze 4 1,97 3(75) 2 (50) 0(0) 2,9 0,6
Zhoubny nador prsu 14 1,57 9 (64) 32D 0(0) 3,7 0,5
Zhoubny nador tlustého stfeva 9 3,20 8 (88) 3(33) 2(22) 13,1 0,7
Zhoubny nador plic 12 2,54 8 (66) 6 (50) 2 (16) 9,7 0,2
Zhoubny nador §titné Zlazy 12 2,11 8 (66) 4(33) 2 (16) 7,2 0,2
Zhoubny nador ledvin 7 1,82 5@ 2 (28) 0(0) 3,5 0,5
Zhoubny nador jicnu 4 2,32 2 (50) 2 (50) 0(0) 5,2 0,4
Lymfoidni leukémie 18 2,29 13 (72) 8 (44) 4(22) 6,0 0,1

ne— podet pacientd s urditou diagnézou, x (MT) — primémé zjisténé koncentrace, n>1 — podet piipadii skoncentraci vyssi nez

1 ymol dm™, n>2 — pocet piipadi
(v zavorkach jsou uvedena procenta z nc)

Hladiny metalothioneinu u zhoubného
nadoru tlustého stfeva

Az v 99 % jsou zhoubné nadory tlustého stfeva tvote-
ny karcinomem, kterého v posledni dob& neustale pribyva.
V Ceské republice patii zhoubny nador tlustého stieva
karcinom prsu u zen a karcinom plic u muzti. Onemocnéni
je velmi intenzivné sledované a pro jeho vcasnou detekci
byla navrzena celé fada vySetfovacich postupl véetné mar-
kerti® 7. Aviak o vztahu MT a nadoru tlustého stieva neni
také mnoho znamo’. U pacientii se zhoubnym nadorem
tlustého stieva byla priméré hladina MT 3,2 umol dm.
Obsah MT vy3§i nez 1 pmol dm™ byl pozorovan u osmi
pacientii (88 %), u tii byl vy3§i nez 2 pmol dm™ (33 %)
au dvou (22 %) se pohyboval nad hodnotou 4 umol dm™
(obr. 4).

Zavér

Zjistili jsme, Zze primérné hladiny metalothioneinu
v krevnim séru pacientti s riznymi druhy zhoubnych nado-
1t kolisaji od 1,5 do 3,5 pmol dm™. Navic je zfejmé, Ze
hladina MT je u vSech studovanych nadorovych onemoc-
néni zvySena proti ndmi zjisténé praimémé hladiné v krev-
vany u zhoubnych nadord prsu a ledviny, vyrazné vyssi
hodnoty byly pozorovany u ZN plic a lymfoidni leukémie
(vysledky shrnuje tabulce I). Ziskana data jsou unikatni
a pfindsi prvni Udaje o obsahu MT v krevnim séru lidi.
Studium mnozstvi MT v biologickych vzorcich, jak ukazu-
jeme v této préci, je potfebné a slibné.

Cast téchto vysledkii byla prezentovina na soutéZi
O cenu firmy Merck 2006 za nejlepsi studentskou védec-
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s koncentraci vy$si nez 2 umol dm™, n>4 — pocet piipadii s koncentraci vyssi nez 4 pmol dm™

kou praci v oboru analytické chemie. Prace na tomto pri-
spévku byla financovana grantem: LPR 2006 a Béh Terry-
ho foxe 2007.

LITERATURA

1. Sauerbrey A., Zintl F., Volm M.: Ann. Hematol. 69,
111 (1994).

2. Suzuki K., Kawashima K., Nakajima K., Otaki N.,
Kimura M., Oyama T., Takatama M.: Acta Histo-
chem. Cytochem. 29, 39 (1996).

3. Nartey N., Cherian M. G., Banerjee D.: Am. J. Pathol.
129, 177 (1987).

4. Weinlich G., Eisendle K., Hassler E., Baltaci M., Frit-
sch P. O., Zelger B.: Br. J. Cancer 94, 835 (2006).

5. Weinlich G., Bitterlich W., Mayr V., Fritsch P. O.,
Zelger B.: Br. J. Dermatol. 749, 535 (2003).

6. Sugita K., Yamamoto O., Asahi M.: Am. J. Dermato-
pathol. 23,29 (2001).

7. Breazeale R. 1., Fishburn J., Buchanan T., Stone J.:
Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 37, 2877 (1996).

8. Zelger B., Hittmair A., Schir M., Ofner C., Ofner D.,
Fritsch P. O., Bocker W., Jasani B., Schmid K. W.:
Histopathology 23, 257 (1993).

9. Hishikawa Y., Kohno H., Ueda S., Kimoto T., Dhar
D. K., Kubota H., Tachibana M., Koji T., Nagasue N.:
Oncology 61, 162 (2001).

10. Kagi J. H. R., Schaffer A.: Biochemistry 27, 8509
(1988).

11. Margoshes M., Vallee B. L. A.: J. Am. Chem. Soc.
79,4813 (1957).

12. Palmiter R. D.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91, 1219
(1994).

13. Kagi J. H. R.: Methods Enzymol. 205, 613 (1993).

14. Cobbett C. S., Goldsbrough P. B.: Annu. Rev. Plant
Biol. 53, 159 (2002).

15. Studnickova M., Turanek J., Zabrsova H., Krejci M.,



Chem. Listy 102, 51-58 (2008)

16.

17.

18.

19.
20.

21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

Kysel M.: J. Electroanal. Chem. 421, 25 (1997).
Sutherland G. R., Baker E., Callen D. F., Garson O.
M., West A. K.: Genomics 6, 144 (1990).

Goasguen J. E., Lamy T., Bergeron C., Sunnaram B.
L., Mordelet E., Gorre G., Dossot J. M., LeGall E.,
Grosbois B., LePrise P. Y., Fauchet R.: Blood 88,
3319 (1996).

Oyama T., Takei H., Hikino T., lino Y., Nakajima T.:
Oncology 53, 112 (1996).

Kalous V.: Chem. Listy /00, 78 (2006).

Brdicka R.: Coll. Czech. Chem. Commun. 5, 148
(1933).

Brdicka R.: Coll. Czech. Chem. Commun. 5, 112
(1933).

Brdicka R.: Nature 739, 1020 (1937).

Brdicka R.: Nature 739, 330 (1937).

Brdicka R.: Klinische Wochenschrift 78, 305 (1938).
Heyrovsky J.: Nature /42, 317 (1938).

Kalous V.: Chem. Listy /00, 57 (2006).

Kalous V.: Chem. Listy 94, 1087 (2000).

Raspor B., Paic M., Erk M.: Talanta 55, 109 (2001).
Kizek R., Vacek J., Trnkova L., Klejdus B., Havel L.:
Chem. Listy 98, 166 (2004).

Kizek R., Trnkova L., Palecek E.: Anal. Chem. 73,
4801 (2001).

Olafson R. W., Olsson P. E.: Methods Enzymol. 205,
205 (1991).

Olafson R. W., Sim R. G.: Anal. Biochem. 700, 343
(1979).

Sestakova 1., Kopanica M., Havran L., Palecek E.:
Electroanalysis /2, 100 (2000).

Sestakova 1., Vodickova H., Mader P.: Electroanalysis
10,764 (1998).

Sestakova 1., Mader P.: Cell. Mol. Biol. 46, 257
(2000).

Sestakova 1., Navratil T.: Bioinorg. Chem. Appl. 3, 43
(2005).

Dabrio M., Rodriguez A. R., Bordin G., Bebianno M.
J.,, De Ley M., Sestakova L., Vasak M., Nordberg M.:
J. Inorg. Biochem. 88, 123 (2002).

El Hourch M., Dudoit A., Amiard J. C.: Electrochim.
Acta 48, 4083 (2003).

Trnkova L., Kizek R., Vacek J.: Bioelectrochemistry
56, 57 (2002).

Strouhal M., Kizek R., Vacek J., Trnkova L., Nemec
M.: Bioelectrochemistry 60, 29 (2003).

Prusa R., Kizek R., Vacek J., Trnkova L., Zehnalek J.:
Clin. Chem. 50, A28 (2004).

Prusa R., Blastik O., Potesil D., Trnkova L., Zehnalek
J., Adam V., Petrlova J., Jelen F., Kizek R.: Clin.
Chem. 51, A56 (2005).

Szpunar J.: Analyst 130, 442 (2005).

Marikar F., Sun Q. M., Hua Z. C.: Acta Biochim. Bio-
phys. Sin. 38, 305 (2006).

Reid B. J., Levine D. S., Longton G., Blount P. L.,
Rabinovitch P. S.: Am. J. Gastroenterol. 95, 1669
(2000).

Rebelo M. F., Pfeiffer W. C., da Silva H., Moraes M.

57

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

6l.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Laboratorni pfistroje a postupy

0.: Aquat. Toxicol. 64, 359 (2003).

Kim E. H., Kim T. S., Sun W., Kim D. S., Chung H.
S., Kim D. K., Park S. H., Kim F.: Mol. Cells /8, 326
(2004).

Nury D., Chabanon H., Levadoux-Martin M., Hesketh
J.: Biochem. J. 387, 419 (2005).

Laurie A. D.: N. Z. J. Mar. Freshw. Res. 38, 869
(2004).

Petrlova J., Potesil D., Mikelova R., Blastik O., Adam
V., Trnkova L., Jelen F., Prusa R., Kukacka J., Kizek
R.: Electrochim. Acta 57, 5112 (2006).

Reid A., Pereira H., Galea M., Bell J. A., Elston C.
W., Jasani B., Schmitt K., Kay J., Cryer A., Blamey
R. W, Ellis I. O.: J. Pathol. 7168, A100 (1992).
Petrlova J., Blastik O., Prusa R., Kukacka J., Potesil
D., Mikelova R., Adam V., Zehnalek J., Kizek R.:
Biomed. Papers 149, 485 (2005).

Petrlova J., Blastik O., Prusa R., Kukacka J., Mikelo-
va R., Stiborova M., Adam V., Zitka O., Eckschlager
T., Kizek R.: Klinicka Onkologie 79, 138 (2006).
Surowiak P., Paluchowski P., Dziegiel P., Wysocka
T., Wojnar A., Spaczynski M., Zabel M.: Med. Sci.
Monitor 10, BR300 (2004).

Goulding H., Jasani B., Pereira H., Reid A., Galea M.,
Bell J. A., Elston C. W., Robertson J. F., Blamey R.
W., Nicholson R. A., Schmid K. W., Ellis I. O.: Br. J.
Cancer 72, 968 (1995).

Nadji M., Fresno M., Herrera A., Morales A.: Lab.
Invest. 70, A19 (1994).

Florianczyk B., Grzybowska L.: Acta Oncol. 39, 141
(2000).

Florianczyk B., Grzybowska L.: J. Tumor Marker
Oncol. 14, 23 (1999).

Kasahara K., Fujiwara Y., Nishio K., Ohmori T., Su-
gimoto Y., Komiya K., Matsuda T., Saijo N.: Cancer
Res. 51,3237 (1991).

Bobillier-Chaumont S., Maupoil V., Berthelot A.: J.
Appl. Toxicol. 26, 47 (2006).

Filipovic V., Raspor B.: Water Res. 37, 3253 (2003).
Campana O., Sarasquete C., Blasco J.: Ecotoxicol.
Environ. Saf. 55, 116 (2003).

Saito S., Hiyamuta S., Kurasaki M., Saito T., Hosoka-
wa T., Fujita H., Yoshida K.: Chem.-Biol. Interact.
140, 265 (2002).

Brambila E., Liu J., Morgan D. L., Beliles R. P., Wa-
alkes M. P.: J. Toxicol. Environ. Health Pt A 65, 1273
(2002).

LiY. Wol. M, Cai L., Zhou Z. X., Rosenbaum D.,
Mendez C., Ray M. B., Jones W. F., Kang Y. J.: Exp.
Biol. Med. 228, 286 (2003).

LiY., WoJ. M, Zhou Z. X., Rosenbaum D. H., Jones
W., Ray M., Kang Y. J.: Gastroenterology 120, A444
(2001).

Yamamoto M., Shiozaki H., Tamura S., Inoue M.,
Monden M.: Gastroenterology 710, A616 (1996).
Telang N. T., Li G., Katdare M.: Int. J. Oncol. 26,
1523 (2006).

Gwak J., Park S., Cho M. J., Song T., Cha S. H., Kim



Chem. Listy 102, 51-58 (2008)

D. E., Jeon Y. J., Shin J. G., Oh S.: Int. J. Mol. Med.
17, 1005 (2006).

70. Collins P. D., Mpofu C., Watson A. J., Rhodes J. M.:
Cochrane Database Syst Rev., Iss. 2, CD000279
(2006).

V. Adam®, O. Blastik?, S. K¥izkova®, P. Lubal’,
J. Kukadka®, R. Prisa‘, and R. Kizek® (“ Department of
Chemistry and Biochemistry, Mendel University of
Agriculture and  Forestry, Brno, "Department of
Analytical ~ Chemistry, Masaryk  University,  Brno,
¢ Department of  Clinical Biochemistry and

Laboratorni pfistroje a postupy

Pathobiochemistry, ~ Charles  University,  Prague):
Application of the Brdicka Reaction in Determination
of Metallothionein in Patients with Tumours

The connection between the metallothionein (MT)
content and the presence of tumor was studied by adsorp-
tive transfer stripping technique and differential pulse volt-
ammetry (Brdicka reaction). The average content of MT in
the blood serum of tumour patients was higher than in
controls (0.72 £ 0.09 pmol dm™>). In leukemia and lung
cancer, the MT content was more than five times higher in
comparison with control.
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