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Uvod

Metalothionein je maly, termostabilni metaloprotein, o molekulové hmotnosti mezi 6 a 7 kDa, pfi¢emz asi 30% jeho obsahu
tvoii cystein. Konkrétné obsahuje 20 molekul cysteinu a v jeho struktufe se nevyskytuje Zadna aromatickd aminokyselina. Pra-
vé cystein propljcuje metalothioneinu jeho zdsadni vlastnosti, totizZ vazat ionty t€Zkych kovi. MT je rozdélen na dvé domény
(a, B) pficemZ prvni z nich je schopna vazat 3 ionty téZkého kovu a druhd 4 dvouvazné ionty [1]. Diky tomu miZe vykondvat
v organismu svoji funkci vyznamného ptfenaSece kovi, zejména zinku [2]. Vysokou afinitu ma ale také ke kadmiu a rtuti [3],
jejichZ vyvazanim v piipad¢€ intoxikace udrZuje homeostidzu. Predpoklada se, Ze komplexy MT a téZkych toxickych kovi jsou
degradovany v ledvinich. Svoji ochrannou tlohu hraje i pfi oxidativnim stresu bunék [4]. Nejen proto je pozorovan jeho zvySe-
ny obsah pravé v nddorovych butikach, kde chréni jejich bunécny aparat. Metalothionein (MT) se vyskytuje v celé Zivoci$né fiSi
a i vy$3i rostliny syntetizuji obdobné metaloproteiny [5]. Organy s nejvét§sim obsahem MT u Zivocicht jsou jatra, ledviny, sli-
nivka a stfevo a jeho mnozZstvi se miiZe liSit v zavislosti na druhu, stafi, stravovacich ndvycich a mnoha dalSich komplexnich fak-
torech. Schopnost vazat t€Zké kovy se ukazuje jako zasadni pfi 1é¢bé nadorl cytostatiky, zejména cisplatin€ [6]. MT dokaZe ¢ast
podaného Iéku vyvdazat a tim sniZit jeho d¢innost [7].

Material a metody

Pro na§i studii jsme zvolili vzorky tumorové tkané z oblasti hlavy a krku od pacienti z ORL kliniky FN sv. Anny v Brné. Jed-
nalo se o pfevazné o spinoceluldrni karcinomy laryngu, orofaryngu, hypopharyngu, vedlejSich dutin nosnich a kize. Vzorky byly
ihned zamraZeny na —20°C az do doby jejich dalSiho zpracovani. Celkové bylo analyzovano 49 vzorkl tumordznich tkéni od 41
muZil a 8 Zen, konkrétné 21 piipad zhoubného nadoru stfedni ¢asti hltanu (primérny vék 60,9 let), 21 pripad zhoubného nado-
ru hrtanu (pramérny vék 64,3 let), 4 ptipady zhoubného nadoru dolni ¢asti hltanu (praimérny vék 49,5 let), 3 ptipady zhoubného
nadoru vedlejsi dutiny nosni (primérny vék 64,7 let). Rozsah primarniho onemocnéni, pfitomnost lokoregiondlnich nebo vzda-
lenych metastdz byly stanovena TNM klasifikaci, dale byl sledovan stupeti diferenciace nidoru.

Priprava vzorkii

Vzorky tumorozni tkan€ nejprve byly homogenizovéany a zfedény 1 ml fosfatového pufru (pH 7). Nésledné byly 15 minut
denaturovany pii 100°C v termobloku (Eppendorf 5430, USA) a centrifugovany pii 16 000 ot/min a 4°C celkem 30 minut (Eppen-
dorf 5402, USA). Diky svoji termostabilité ziistavd i po denaturaci metalothionein pfitomen v roztoku. Poté byl odebran super-
natant a 1 000x zfedén, opét fosfatovym pufrem (pH 7) a zméfeny ndmi upravenym postupem adsorptivni pfenosové techniky
(AdTS) s diferenci pulzni voltametrii (DPV). MnoZstvi analyzovaného vzorku bylo 5 ul.

Eletroanalytické stanoveni metalothioneinu metodou AdTS DPV s pouZitim Brdickovy reakce

Analyza probihala na pfistroji Autolab Analyser (EcoChemie, Nizozemi) ve spojeni s VA — Stand 663 (Metrohm, Svycarsko)
v klasickém tfielektrodovém uspoiadani. Jako pracovni elektroda byla pouZita visici kapkova elektroda (HMDE) s plochou kap-
ky 0,4 mm?; referentni elektrodou byla Ag/AgC1/3M KCl a pomocna grafitova elektroda. Zakladni elektrolyt (1 mmol.dm=3
[Co(NHj3)6]Cl5 a amonny pufr; NH3(aq) a NH4Cl o pH 9,6) byl ménén kazdych 5 méfeni. AATS DPV byly nasledujici: ¢as aku-
mulace 120 s, pocatecni potencidl —0,6 V, kone¢ny potencidl —1,6 V, modulacni ¢as 0,057 s, Casovy interval 0,2 s, potencidlovy
krok 1,05 mV/s, modula¢ni amplituda 250 mV, E, 4 = 0V, teplota elektrolytu 4°C.

Vysledky a diskuse

Rizikové faktory pro vznik nadort v oblasti hlavy a krku jsou dnes jiZ dobfe zndmy. Jsou to zejména koufeni a piti alkoho-
lickych napoj, zv1aste destilatd. Lécba pacienta postizeného rakovinou v oblasti hlavy a krku se odviji od stddia nadoru. Casna
stadia jsou 1é¢ena chirurgicky nebo radioterapii, pfipadné obojim. U pokrocilejSich stadii se jako dalsi modality vyuZiva chemo-
terapie. Zde figuruji preparaty, které pravé MT véze a sniZuje tak zasaZeni nadorovych bunék a celkové tc¢innost 1éCby.
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Analyza MT

Elektrochemické analyza MT predstavuje jeden z vhodnych analytickych néstroji pro detekci v biologickych vzorcich [9].
V soucasnosti prakticky neexistuje Zadna vhodnd analytickd metoda pro rutinni stanoveni MT. Téméf vSechny klinické studie
jsou zaloZeny na imunohistochemickém stanoveni za pouZiti riiznych protilatek proti MT, pfipadné detekce hladiny mRNA za
vyuZiti technik molekuldrni biologie. Neddvno bylo ukdzano, Ze pro citlivé stanoveni MT Brdickovou reakci je vyhodné prova-
dét méteni za sniZzené teploty v rozmezi 5-10°C. My jsme v naSich experimentech metodou AdTS a DPV tento vysledek potvr-
dili [10]. Na ziskanych voltamogramech jsou pozorovatelné signily vzniklého komplexu MT s ionty kobaltu (RS,Co) a typické
katalytické signdly Catl a Cat2 [11]. Katalyticky signdl Cat2 se s klesajici koncentraci MT linedrné sniZoval (yc,;» = 0,6616x +

10,211; R2 = 0,9955).

Pramérny obsah MT v zdvislosti na diferenciaci Pramérny obsah MT v zavislosti lokalizaci nilezu
nadorovych bunék
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Obr. 1

Primérné koncentrace MT v zavislosti na diferenciaci bunék a v zavislosti na lokalizaci nalezu. Méfeno AdTS DPV metodou,
Brdi¢kovou reakci, doba akumulace 120 s, dalsi podrobnosti jsou uvedené v sekci Metody a material.

Obsah MT ve zhoubnych nddorech

Némi zjistény praimérny obsah MT v nadorovych tkanich byl v rozmezi 30-180 wmol.dm=3 na 1 g zhoubného nadoru. V zavis-
losti na stupni diferenciace byl nejvyS$si obsah MT zji§tén u pacientl s G2, nejniZsi obsah u pacientti s G1 (Obr. 1). Ovéfili jsme,
7e obsah MT je zavisly i na postiZené oblasti konkrétné nejvyssi koncentrace byly zjistény v tumorovych tkdnich pacientt s nado-
nosni (30-50 umol.dm=3 na 1 g vzorku) (Obr. 1). Hladina MT kolisala také v zavislosti na stadiu nadorového onemocnéni. Nej-
vyssi koncentrace byly zjistény ve stadiu I nddoru (130-150 wmol.dm=3 na 1 g vzorku) a pfedbéZné vysledky ukazuji na klesaji-
ci tendenci u pozdéjsich stadii nemoci.

Zavér
Zjisténé vysledky potvrzuji, Ze je vyhodné ddle se zabyvat vztahem MT ke zhoubnym nddorim a pokracovat ve snahdch
0 objasnéni jeho funkce v metabolismu naddorovych bunék.

Podékovani
Prdce byla podporovdna vyzkumnymi projekty Ligy proti rakoviné Praha 2006 a Béhem Terryho Foxe 2007.
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