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SOUHRN

Cilem nasi prace bylo vyhodnotit vysledky kvantitativniho stanoveni obsahu zeleza a médi metodou AAS ve vzorcich jaterni
tkané ziskanych perkutanni jaterni biopsii v ramci diferenciélni diagnostiky nejasnych klinickych a laboratornich piipadd
hepatopatie, pripadné pro potvrzeni diagnézy hemochromatézy a Wilsonovy choroby.

Pacienti: Soubor 83 pacientl byl podle histologického nélezu rozdélen do &tyi skupin. Skupina | (normalni histologicky
obraz; n=31), skupina Il (chronicka hepatitida; n=33), skupina lll (cirhdza; n=9), skupina IV (hemochromatéza; n=10) a tfi
pfipady Wilsonovy choroby.

Vysledky: Podle ocekavani jsme Zjistili ve skupiné IV (hemochromatéza) signifikantné zvySeny obsah zeleza v jaterni tkani
(3,78 + 1,93 mg/g) a koncentraci feritinu v séru (966 + 560 pg/l); (p < 0,001) spolu se zvySenou hodnotou saturace trans-
ferinu (0,66 +0,20); (p < 0,05) proti skupiné |. Zjistili jsme statisticky vyznamnou korelaci (Pearson) mezi obsahem Zeleza
v jaterni tkani a sérovou koncentraci feritinu (r = 0,6573; p < 0,001) a saturacfi transferinu (r = 0,6878; p < 0,001).

Obsah médi v jatrech se ve skupiné |, Il a IV signifikantné nelisil. Signifikantné zvySenou hodnotu jaterni medi stejné jako
meédi v séru (p < 0,001) jsme zjistili ve skupiné pacientl s jaterni cirhdzou (skupina lll).

U tiif pfipadd Wilsonovy choroby jsme Zjistili typické hodnoty vSech sledovanych parametrd.

V souvislosti s nalezem zvyseného obsahu médi ve skupiné Il (cirhdza) jsme zaznamenali také signifikantné zvySenou akti-
vitu ALP (p < 0,05).

Zavér: Ze sérovych parametrl metabolismu Zeleza, které vykazuii korelaci s jeho obsahem v jatrech, méa nejvétsi pouzitel-
nost feritin a saturace transferinu.

Indikaci stanoveni obsahu meédi v jaterni tkani tvori jednoznacné diagnostika Wilsonovy choroby. Tento postup neni nahra-
ditelny histochemickym prikazem meédi v bioptickém vzorku jaterni tkané. Hodnoty kolem 250 pg/g suché jaterni tkané je
v8ak tfeba hodnotit opatrné a myslet i na mozné jiné priciny.

Klicova slova: zelezo, méd, jaterni biopsie, feritin, saturace transferinu.

SUMMARY

Dastych M., Cihalova M., Dastych M., jr.: Liver Iron and Copper Assessment in Bioptic Material from Patients
with Different Hepatic Pathology - Diagnostic Significance and Relationship to Serum Iron and Copper Para-
meters

Objective: The aim of the present work was to evaluate the results of quantitative determination of liver iron and copper
content using atomic absorption spectrometry on liver tissue specimens obtained by percutaneous liver biopsy.

Patients: A cohort of 83 patients was divided into 4 groups according to histological findings: group | (hormal histological
picture; n = 27), group |l (chronic hepatitis; n = 33), group Il (cirrhosis; n = 10), group IV (hemochromatosis; n = 10), and
3 cases of Wilson disease.

Results: As expected, in group IV (hemochromatosis) we detected a significantly increased iron content in the liver tissue
(8.73 £ 1.93 mg/g) and concentration of ferritin in the serum (966 + 560 ug/L); (p < 0.001), along with an increased value of
transferrin saturation (0.66 + 0.20); (p < 0.05) versus group |. A statistically significant Pearson linear correlation was seen
between the liver iron and ferritin concentration (r = 0.6573; p < 0.001) and between liver iron and transferrin saturation
(r=0.6878; p < 0.001).

The liver copper content in groups |, Il and IV did not differ significantly. The group of patients with liver cirrhosis (group ll)
showed significantly increased values of liver copper (247 + 161 ug/g) as well as serum copper (24.8 = 7.2 pmol/L) versus
values in group | (562.5 + 29.4 ug/g and 16.1 + 5.0 umol/L) respectively, (p < 0.001). In connection with the finding of increa-
sed copper content in group lll (cirrhosis), we also observed significantly elevated alkaline phosphatase activity (p < 0.05).
Conclusions: Out of the iron metabolism serum parameters which show a correlation with liver iron, the highest suitability is
exhibited by ferritin and transferrin saturation.

The indication for liver tissue copper content determination is an unequivocal part of the diagnostics of Wilson disease. This
procedure cannot be replaced by the histochemical proof of copper in a bioptic specimen of liver tissue. However, copper
values of around 250 pg/g of dry liver tissue have to be evaluated carefully, and other possible causes have to be taken
into consideration.

Keywords: Iron, copper, liver biopsy, ferritin, transferrin saturation.
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Uvod

Zelezo a mé&d patfi mezi zivotng dllezZité esencidlni
stopové prvky, které pini nesCetné funkce na organo-
vé, tkanové, bunétné a molekularni drovni v organis-
mu. V klinické praxi se setkavame jak s projevy jejich
deficitu, tak i s toxickym pUsobenim pfi jejich nadbytku.
Mechanismus toxicity nadbytku Zeleza a médi pfi vzni-
ku organové dysfunkce spociva v ucinku nadprodukce
reaktivnich kyslikovych radikald [1-3].

Kvantitativni stanoveni obsahu médi v susiné jaterni
tkané patfi do souboru diagnostickych laboratornich
marker( Wilsonovy choroby, vedle sérové médi, ceru-
loplasminu, vylu¢ovani médi modi a prikazu pritom-
nosti mutace genu ATP7B na 13. chromozomu [4-9].

Stavy spojené s akumulaci Zeleza v jaterni tkani z rliz-
nych pficin jsou indikaci rovnéz k jeho kvantitativnimu
stanoveni vzhledem ke znamému vztahu jeho zvySeného
obsahu k procesu fibrotizace jaterniho parenchymu, ktery
Casto prechazi do stadia cirhotické prestavby [10-13].

Jedna se predevsim o riizné typy hemochromato-
zy, ale i 0 stavy spojené s kumulaci Zzeleza v organismu
Z jinych pfic¢in. Mezi nimi dominuji hematologické sta-
vy inefektivni hematopoézy a zviasté nutné opakované
transfuze krve pfi onemocnéni talasémie major. Pfinos
stanoveni je nejenom diagnosticky, ale i prognosticky
pro odhad rizika vzniku rozvoje jaterni cirhdzy [14-186].

| kdyz je vétSinou povazovano kvantitativni stanoveni
medi a zeleza v susiné bioptické jaterni tkané za ,zlaty
standard®, jsou zmifiovany i slabiny (invazivnost, bolest,
moznost krvaceni, reprodukovatelnost hodnot odebra-
nych z réznych mist atd.). V této souvislosti jsou zkouma-
ny dalSi méné invazivni diagnostické postupy, jako napf.
sérové hodnoty parametryi metabolismu médi a Zeleza
nebo kvantifikace obsahu zeleza v rlznych organech
pomoci specidlni magnetické rezonance [17-20].

V na$i praci uvadime vysledky rutinniho stanoveni
obsahu médi a Zeleza ve vzorcich bioptické jaterni tka-
né odebrané v ramci diagnostiky nejasnych klinickych
a laboratornich pfipadd hepatopatie, pfipadné pro
potvrzeni diagndzy v ramci diferencialné diagnostickeé-
ho procesu.

Vedle histologické klasifikace jsou k dispozici rov-
néz sérové hodnoty médi, ceruloplasminu, zeleza, feri-
tinu a saturace transferinu.

Pacienti, material a metody

V predioZzené praci jsou zpracovany biologické
vzorky (biopticka jaterni tkan a krevni sérum) 38 muz{
ve veku 20-60 let a 45 Zen ve veku 21-65 let, u kte-
rych byla v letech 2012-2013 provedena diagnosticka
necilena perkutanni jaterni biopsie s naslednou histolo-
gickou klasifikaci a kvantitativnim stanovenim obsahu
zeleza a médi v susing jaterni tkané.

Podle histologického nalezu soubor tvorilo 27 pa-
cientd (normalni histologicky obraz; skupina I), 33 pa-
cientd (chronicka hepatitida; skupina Il), 10 pacient(
(cirhdza; skupina lll); na zakladé ostatnich klinickych,
laboratornich a genetickych vySetfeni byla u 10 pfi-

padl diagnostikovana hemochromatdéza; skupina IV
a u tif pripadd Wilsonova choroba.

Perkutanni necilend jaterni biopsie pro histologické
vySetfeni byla provedena standardné setem Hepafix
(17G/1,4 mm), B. Braun Germany po znecitlivéni kize
v patém mezizebii. Priblizné 0,5-1,0 cm ziskaného vzor-
ku jaterni tkané byl pfenesen do pfedem zvazené skleng-
né zkumavky pripravené pro stopovou analyzu prvka.

Zkumavka s bioptickym vzorkem k vysuSeni byla
zahtata na 110 °C po dobu 2 hodin a bezprostredné
po vychladnuti opét zvazena. Hmotnost vysuSeného
bioptického vzorku se pohybovala mezi 1,0-3,0 mg.
Vzorky s hmotnosti mensi nez 1,0 mg nebyly na obsah
zeleza a médi analyzovany.

K vysusenému vzorku jaterni tkané bylo pfidano
0,5 ml koncentrované kyseliny dusi¢né. Mineralizace
probihala 12 hodin pfi teploté 60 °C v temperovaném
kovovém bloku.

Ciry mineralizét byl pfed analyzou nafedén 10x pro
zelezo a 3x pro méd' ultraCistou vodou.

K analyze stopovych prvk( byla pouzita metoda
atomové absorpéni spektrometrie s elektrotermickou
atomizaci v grafitové kyveté se Zeemanovou korekci
pozadi (Cu) a s pouzitim plamenové techniky acetylén/
vzduch (Fe) na pristroji AAS SOLAAR, Thermo Elemen-
tal. S pouzitim stejného pristroje byla stanovena kon-
centrace medi v séru (AAS; grafitova kyveta).

Spravnost stanoveni zeleza a médi v mineralizova-
ném bioptickém jaternim vzorku byla ovérena certifiko-
vanym kontrolnim materidlem bovinnich jater (Standard
Reference Material SRM 1577b; bovine liver; National
Institute of Standards&Technology).

Pro cilové hodnoty pfi stanoveni médi 160 ug/g
a zeleza 184 pg/l bylo recovery 98 % a 103 %.

Ceruloplasmin v séru byl stanoven imunonefelome-
tricky na pfistroji Immage Beckmann za pouziti original-
niho setu Beckman.

Provadéné kontrolni analyzy splfiovaly u vSech sta-
novovanych parametr( kriteria interni i externi kontroly
kvality platné pro Oddéleni klinické biochemie FN Brno,
akreditované podle normy ISO 15189; 2013 Ceskym
institutem pro akreditaci.

Studie byla projednana a schvalena etickou komisi
FN Brno.

Statistické metody

Ke zjisténi normality rozlozeni nameérenych hodnot
byl pouzit Kolmogorov-Smirnoviy test.

Pro zjisténi statistické vyznamnosti (p<0,05) rozdilu
pramért nameérenych hodnot v jednotlivych skupinach
byl pouzit Student(v t test.

Korelace hodnot mérenych parametr( byla testova-
na pomoci Pearsonovy korelani analyzy.

Statistické testy byly provedeny pomoci statistické-
ho softwaru MedCalc verze 12.2.00.

Vysledky

Zjisténé hodnoty obsahu zeleza a médi v susiné
bioptické jaterni tkané v&etné souvisejicich sérovych
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parametr( pacientd skupiny | — IV a tfi pripadd Wilso-
novy choroby jsou uvedeny v Tabulce 1.

Podle oCekavanijsme zjistilive skupiné IV (hemochro-
matéza) signifikantné zvysSeny obsah zeleza v jaterni
tkani a koncentraci feritinu v séru (p<0,001) spolu se
zvySenou hodnotou saturace transferinu (p<0,05). Kon-
centrace sérového zeleza byla u pacientl s hemochro-
matdzou zvysena pouze nesignifikantne.

Zijistili jsme statisticky vyznamnou korelaci (Pearson)
mezi obsahem Zeleza v jaterni tkani a sérovou koncen-
traci feritinu (r=0,6573; p<0,001) a saturaci transferinu
(r=0,6878; p<0,001).

Obsah médi v jatrech se ve skupiné |, Il a IV signi-
fikantné nelisil. Signifikantné zvySenou hodnotu jaterni
medi, stejné jako médi v séru (p<0,001), jsme zjistili ve
skupiné pacient’ s jaterni cirhdzou (skupina ll). Kon-
centrace ceruloplasminu byla v této skupiné zvySena
pouze nesignifikantné.

U tff pripadd Wilsonovy choroby jsme zjistili typické
hodnoty vSech sledovanych parametrd. Obsah zZeleza
v jaterni tkani se neliSil od hodnot zjisténych ve skuping
[-1ll. Ostatni hodnoty, souvisejici s metabolismem zele-
za, jsme u téchto pacientd neméli k dispozici.

V souvislosti s ndlezem zvySeného obsahu meédi ve
skuping Il (cirhdza) jsme zaznamenali také signifikantné
zvySenou aktivitu ALP (p<0,05). Nalez by mohl dokres-
lovat proces akumulace médi v jaterni tkani pacientd
s cirhézou pfi mozné cholestaze.

Histochemické Pearlsovo barveni na zelezo posky-
tuje solidni semikvantitativni informaci o obsahu zeleza
v jaterni tkani, navic se schopnosti ureni jeho predilekeni
lokalizace v hepatocytech, coz je typické pro hemochro-
matdzu nebo v Kupferovych bunkach napf. po opako-
vanych krevnich transfuzich. Mnohem méné spolehlivy
je histochemicky priikaz médi v jaterni tkani [21].

Pro diagnostické a prognosticky cenné kvantitativni
stanoveni obsahu zeleza v jaterni tkani pfi hemochro-
matdze a jinych stavech spojenych s ukladanim zeleza
v jatrech a pro diagnostiku Wilsonovy choroby je vhod-
né ,obétovat” &ast ziskaného bioptického vzorku pro
kvantitativni stopovou analyzu téchto prvk{ [22]. Meto-
da AAS je pouZitelna a dostatecné citliva pro stanoveni
obsahu Zeleza a médi, je-li k dispozici alesport 1 mg
vysusené jaterni tkané.

V literature se uvadi, ze hodnoty zeleza v jaterni tka-
ni presahujici 7 mg/g suché tkané pfi hemochromatéze
nebo talasémii s opakovanymi krevnimi transfuzemi,
jsou spojeny s vysokym rizikem rozvoje fibrotického
procesu a vznikem jaterni cirhdzy [23].

U zadného naSeho pacienta s hemochromatdzou
a obsahem zeleza v jatrech vrozsahu 2,2-6,3 mg/g
suché tkané nebyly zjistény znamky fibrotické prestav-
by jaterniho parenchymu.

Prestoze se pfi nadbytku zeleza v organismu jeho nej-
VetSi Cast uklada v jatrech, existuji kritické nazory v lite-
rature o spolehlivosti vypoveédi kvantitativnino stanoveni

Table 1. The iron and copper values recorded in the dry bioptic liver tissue plus the associated serum parameters in patients

from groups | to IV and the three cases of Wilson disease

Iron (Fe) Copper (Cu)

liver-Fe S-Fe S-Ferritine | Trf-satur liver-Cu S-Cu S-CLP

[mg/g] [umol/L] [ug/L] [0.00] [ug/g] [umol/L] [g/L]
group | (27) 0.84+0.74 | 222493 | 421+437 | 0.30£0.12 | 52.5429.4 | 16.14+5.0 | 0.35+0.19
norm. histology
group Il (33) 0.93+0.88 | 26.5+185 | 688+934 | 0.35+0.19 | 58.2479.9 | 17.646.8 | 0.39:0.16
chron. hepatitis
group Il (10) cirhosis | 0.61+0.83 | 19.445.1 | 163+167 | 0.30+0.16 | 247+161* | 24.8+47.2* | 0.54+0.21"
group IV(10) 3.73+1.93* | 30.1+7.0™ | 966560 ** | 0.66+0.20 * | 6044635 | 17.4+56 | 0.42:0.18
hemochromatosis
WD-1 0.78 X X X 1442 3.8 0.08
WD-2 0.34 X X X 1384 7.4 0.15
WD-3 0.60 X X X 474 4.5 0.13

Data are expressed as mean + SD

NS not significant

*  P<0.001 versus group |

** P<0.05 versus group |

WD Wilson's disease; patiens 1,2,3

CLP ceruloplasmine, Trf-satur Transferin saturation

Diskuse

Histologické vySetreni bioptického vzorku jaterni
tkané ziskané necilenou jaterni biopsii miZe prinést
cenné informace v diferencidlni diagnostice jaternich
chorob, zvlasté v posouzeni pritomnosti a stupné chro-
nické zanétlivé reakce a fibrotického procesu.

jeho obsahu v jatrech vzhledem k ostatnim organiim
napr. myokardu, pankreatu apod. Tyto studie vychazeji
z pouziti specialni metody magnetické rezonance, ktera
v mnohych publikacich doklada pouzitelné, reproduko-
vatelné stanoveni obsahu Zeleza v rliznych organech
téla, které nékdy neni v plném souladu s hodnotami pfi-
meého stanoveni zeleza v bioptickém vzorku [24].
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Znalost slabin a moznych komplikaci relativné inva-
zivni metody perkutanni jaterni biopsie akcentuje snahu
0 posouzeni pfinosu a mozného klinického vyuziti séro-
vych hodnot parametr(i metabolismu Zeleza k odhadu
jeho obsahu v jatrech [25].

Ze sérovych parametrli dominuje feritin, saturace
transferinu a v posledni dobé také tzv. volné, na trans-
ferin nevazané, zelezo (non-transferin-bound iron) [26].

Stanoveniferitinu v souvislosti s diagnostikou a moni-
torovanim rlznych patologickych stavi spojenych
s kumulaci zeleza v organismu, respektive v jatrech, je
v odborné literature vénovana znacna pozornost. Prijeho
interpretaci je vSak tfeba pocitat s moznosti jeho zvyseni
nejen v souvislosti s nadbytkem Zeleza v organismu, ale
i pfi chronickém alkoholismu, zanétech, infekcich, malig-
nité apod. Presto je povazovan, zvlasté pii opakovaném
stanoveni v Case, za uziteCny parametr ukazuijici na
zasoby zeleza v organismu, diagnostiku a monitorovani
Uspésnosti 1éCby rdznych chorobnych stavi spojenych
se stftadanim zeleza v téle [15-19, 24].

Stanoveni obsahu médi v bioptickém vzorku jaterni
tkané zasadnim zptisobem doplruje charakteristicky po-
kles koncentrace ceruloplasminu a zvySeni exkrece medi
modi v kontextu rodinné a osobni anamnézy a ostatnich
diagnostickych projevi rliznych forem Wilsonovy cho-
roby. | kdyz se hodnoty obsahu médi v jatrech u Wilso-
novy choroby pohybuji ve stovkach mikrogram( a vice,
u nasich tii pacientll v rozmezi 440-1440 pg/g suché
tkané, mlze byt uzivana cut-off hodnota pro Wilsonovu
chorobu >250 pg/g suché tkaneé zjisténa i u jinych jater-
nich patologif spojenych s cholestazou [19].

Zaveéry

Spravné indikovana a lege artis provedena perku-
tanni jaterni biopsie skyta moznost kvantitativniho sta-
noveni obsahu Zeleza a médi v jaterni tkani. Metoda
atomové absorpéni spektrometrie prinasi pfi zachovani
v8ech kautel nutnych pro zabezpeceni kvality stopo-
vé analyzy validni vysledky. Pro spolehlivou analyzu je
potfeba minimalné 1 mg suché jaterni tkané. Histoche-
mické Pearlsovo barveni na zelezo je pouze semikvan-
titativni metodou, poskytuje vSak také informaci o loka-
lizaci zeleza v jaterni tkani (hepatocyty, Kupferovy bb).

Stanoveni obsahu Zeleza ma diagnosticky a pro-
gnosticky vyznam zvlasté u hemochromatdzy a ostat-
nich chorobnych stav spojenych s ukladanim Zeleza
v jatrech (talasémie major, neefektivni hematopoéza,
hemolytické stavy, potfeba opakovanych transfuzi
krve). Progndza spodiva v odhadu rizika rozvoje fibro-
tického procesu pri vysokém obsahu zeleza.

Ze sérovych parametrll metabolismu zeleza, které
vykazuiji korelaci s jeho obsahem v jatrech, ma nejvetsi
pouzitelnost feritin a saturace transferinu.

Indikaci stanoveni obsahu médi v jaterni tkani tvo-
fi jednoznacné diagnostika Wilsonovy choroby. Tento
postup neni nahraditelny histochemickym prikazem
meédi v bioptickém vzorku jaterni tkané. Hodnoty kolem
250 pg/g suché jaterni tkané je vSak tfeba hodnotit
opatrné a myslet i na mozné jiné priciny.
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