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Úvod
Metalothionein je mal˘, termostabilní metaloprotein, o molekulové hmotnosti mezi 6 a 7 kDa, pfiiãemÏ asi 30% jeho obsahu

tvofií cystein. Konkrétnû obsahuje 20 molekul cysteinu a v jeho struktufie se nevyskytuje Ïádná aromatická aminokyselina. Prá-

vû cystein propÛjãuje metalothioneinu jeho zásadní vlastnosti, totiÏ vázat ionty tûÏk˘ch kovÛ. MT je rozdûlen na dvû domény

(α, β) pfiiãemÏ první z nich je schopna vázat 3 ionty tûÏkého kovu a druhá 4 dvouvazné ionty [1]. Díky tomu mÛÏe vykonávat

v organismu svoji funkci v˘znamného pfiena‰eãe kovÛ, zejména zinku [2]. Vysokou afinitu má ale také ke kadmiu a rtuti [3],

jejichÏ vyvázáním v pfiípadû intoxikace udrÏuje homeostázu. Pfiedpokládá se, Ïe komplexy MT a tûÏk˘ch toxick˘ch kovÛ jsou

degradovány v ledvinách. Svoji ochrannou úlohu hraje i pfii oxidativním stresu bunûk [4]. Nejen proto je pozorován jeho zv˘‰e-

n˘ obsah právû v nádorov˘ch buÀkách, kde chrání jejich bunûãn˘ aparát. Metalothionein (MT) se vyskytuje v celé Ïivoãi‰né fií‰i

a i vy‰‰í rostliny syntetizují obdobné metaloproteiny [5]. Orgány s nejvût‰ím obsahem MT u ÏivoãichÛ jsou játra, ledviny, sli-

nivka a stfievo a jeho mnoÏství se mÛÏe li‰it v závislosti na druhu, stáfií, stravovacích návycích a mnoha dal‰ích komplexních fak-

torech. Schopnost vázat tûÏké kovy se ukazuje jako zásadní pfii léãbû nádorÛ cytostatiky, zejména cisplatinû [6]. MT dokáÏe ãást

podaného léku vyvázat a tím sníÏit jeho úãinnost [7].

Materiál a metody
Pro na‰i studii jsme zvolili vzorky tumorové tkánû z oblasti hlavy a krku od pacientÛ z ORL kliniky FN sv. Anny v Brnû. Jed-

nalo se o pfieváÏnû o spinocelulární karcinomy laryngu, orofaryngu, hypopharyngu, vedlej‰ích dutin nosních a kÛÏe. Vzorky byly

ihned zamraÏeny na –20°C aÏ do doby jejich dal‰ího zpracování. Celkovû bylo analyzováno 49 vzorkÛ tumorózních tkání od 41

muÏÛ a 8 Ïen, konkrétnû 21 pfiípadÛ zhoubného nádoru stfiední ãásti hltanu (prÛmûrn˘ vûk 60,9 let), 21 pfiípadÛ zhoubného nádo-

ru hrtanu (prÛmûrn˘ vûk 64,3 let), 4 pfiípady zhoubného nádoru dolní ãásti hltanu (prÛmûrn˘ vûk 49,5 let), 3 pfiípady zhoubného

nádoru vedlej‰í dutiny nosní (prÛmûrn˘ vûk 64,7 let). Rozsah primárního onemocnûní, pfiítomnost lokoregionálních nebo vzdá-

len˘ch metastáz byly stanovena TNM klasifikací, dále byl sledován stupeÀ diferenciace nádoru.

Pfiíprava vzorkÛ
Vzorky tumorozní tkánû nejprve byly homogenizovány a zfiedûny 1 ml fosfátového pufru (pH 7). Následnû byly 15 minut

denaturovány pfii 100°C v termobloku (Eppendorf 5430, USA) a centrifugovány pfii 16 000 ot/min a 4°C celkem 30 minut (Eppen-

dorf 5402, USA). Díky svojí termostabilitû zÛstává i po denaturaci metalothionein pfiítomen v roztoku. Poté byl odebrán super-

natant a 1 000x zfiedûn, opût fosfátov˘m pufrem (pH 7) a zmûfieny námi upraven˘m postupem adsorptivní pfienosové techniky

(AdTS) s diferenãí pulzní voltametrií (DPV). MnoÏství analyzovaného vzorku bylo 5 µl.

Eletroanalytické stanovení metalothioneinu metodou AdTS DPV s pouÏitím Brdiãkovy reakce
Anal˘za probíhala na pfiístroji Autolab Analyser (EcoChemie, Nizozemí) ve spojení s VA – Stand 663 (Metrohm, ·v˘carsko)

v klasickém tfiíelektrodovém uspofiádání. Jako pracovní elektroda byla pouÏita visící kapková elektroda (HMDE) s plochou kap-

ky 0,4 mm2; referentní elektrodou byla Ag/AgCl/3M KCl a pomocná grafitová elektroda. Základní elektrolyt (1 mmol.dm–3

[Co(NH3)6]Cl3 a amonn˘ pufr; NH3(aq) a NH4Cl o pH 9,6) byl mûnûn kaÏd˘ch 5 mûfiení. AdTS DPV byly následující: ãas aku-

mulace 120 s, poãáteãní potenciál –0,6 V, koneãn˘ potenciál –1,6 V, modulaãní ãas 0,057 s, ãasov˘ interval 0,2 s, potenciálov˘

krok 1,05 mV/s, modulaãní amplituda 250 mV, Eads = 0 V, teplota elektrolytu 4°C.

V˘sledky a diskuse
Rizikové faktory pro vznik nádorÛ v oblasti hlavy a krku jsou dnes jiÏ dobfie známy. Jsou to zejména koufiení a pití alkoho-

lick˘ch nápojÛ, zvlá‰tû destilátÛ. Léãba pacienta postiÏeného rakovinou v oblasti hlavy a krku se odvíjí od stádia nádoru. âasná

stádia jsou léãena chirurgicky nebo radioterapií, pfiípadnû obojím. U pokroãilej‰ích stadií se jako dal‰í modality vyuÏívá chemo-

terapie. Zde figurují preparáty, které právû MT váÏe a sniÏuje tak zasaÏení nádorov˘ch bunûk a celkovû úãinnost léãby. 
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Anal˘za MT
Elektrochemická anal˘za MT pfiedstavuje jeden z vhodn˘ch analytick˘ch nástrojÛ pro detekci v biologick˘ch vzorcích [9].

V souãasnosti prakticky neexistuje Ïádná vhodná analytická metoda pro rutinní stanovení MT. Témûfi v‰echny klinické studie

jsou zaloÏeny na imunohistochemickém stanovení za pouÏití rÛzn˘ch protilátek proti MT, pfiípadnû detekce hladiny mRNA za

vyuÏití technik molekulární biologie. Nedávno bylo ukázáno, Ïe pro citlivé stanovení MT Brdiãkovou reakcí je v˘hodné prová-

dût mûfiení za sníÏené teploty v rozmezí 5-10°C. My jsme v na‰ich experimentech metodou AdTS a DPV tento v˘sledek potvr-

dili [10]. Na získan˘ch voltamogramech jsou pozorovatelné signály vzniklého komplexu MT s ionty kobaltu (RS2Co) a typické

katalytické signály Cat1 a Cat2 [11]. Katalytick˘ signál Cat2 se s klesající koncentrací MT lineárnû sniÏoval (yCat2 = 0,6616x +

10,211; R2 = 0,9955).

Obr. 1
PrÛmûrné koncentrace MT v závislosti na diferenciaci bunûk a v závislosti na lokalizaci nálezu. Mûfieno AdTS DPV metodou,

Brdiãkovou reakcí, doba akumulace 120 s, dal‰í podrobnosti jsou uvedené v sekci Metody a materiál.

Obsah MT ve zhoubn˘ch nádorech
Námi zji‰tûn˘ prÛmûrn˘ obsah MT v nádorov˘ch tkáních byl v rozmezí 30-180 µmol.dm–3 na 1 g zhoubného nádoru. V závis-

losti na stupni diferenciace byl nejvy‰‰í obsah MT zji‰tûn u pacientÛ s G2, nejniÏ‰í obsah u pacientÛ s G1 (Obr. 1). Ovûfiili jsme,

Ïe obsah MT je závisl˘ i na postiÏené oblasti konkrétnû nejvy‰‰í koncentrace byly zji‰tûny v tumorov˘ch tkáních pacientÛ s nádo-

rov˘m onemocnûním oropharyngu (140-160 µmol.dm–3 na 1 g vzorku) a nejniÏ‰í v tkáních pacientÛ s nádorem vedlej‰í dutiny

nosní (30-50 µmol.dm–3 na 1 g vzorku) (Obr. 1). Hladina MT kolísala také v závislosti na stádiu nádorového onemocnûní. Nej-

vy‰‰í koncentrace byly zji‰tûny ve stadiu I nádoru (130-150 µmol.dm–3 na 1 g vzorku) a pfiedbûÏné v˘sledky ukazují na klesají-

cí tendenci u pozdûj‰ích stádií nemoci.

Závûr
Zji‰tûné v˘sledky potvrzují, Ïe je v˘hodné dále se zab˘vat vztahem MT ke zhoubn˘m nádorÛm a pokraãovat ve snahách

o objasnûní jeho funkce v metabolismu nádorov˘ch bunûk.
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Úvod
Maligní melanom vzniká maligní pfiemûnou melanocytÛ, bunûk neuroektodermálního pÛvodu, které se vyskytují pfiedev‰ím

v kÛÏi, v duhovce a spojivce, ménû ve sliznicích. Tyto melanocyty jsou uloÏeny ve spodní vrstvû pokoÏky a vytváfiejí hnûdé bar-

vivo zvané melanin. Melanin je odpovûdn˘ za barvu kÛÏe. Matefiská znaménka jsou pfiíkladem seskupení mnoha melanocytÛ

dohromady. Nejãastûji se vyskytují koÏní formy melanomu. Slizniãní melanomy jsou vzácné. Rizikov˘m faktorem pro vznik

maligního melanomu vznikajícího nejãastûji z plo‰ného pigmentového névu je expozice UV záfiení, zejména jeho UVB sloÏce.

Nárazové intenzivní opalování (pfiedev‰ím v dûtství) vedoucí k popálení kÛÏe a solární dermatitidû tak zvy‰uje pravdûpodobnost

v˘skytu melanomu. I kdyÏ maligní melanom vzniká z matefisk˘ch znamének jen nûkdy, vzrÛstá pfii jejich vy‰‰ím poãtu úmûrnû

i riziko vzniku tohoto nádoru. Familiární v˘skyt melanomu (u zhruba 10% pacientÛ) ukazuje rovnûÏ na vliv genetick˘ch fakto-

rÛ pfii vzniku tohoto nádorového onemocnûní.

Obr. 1
MnoÏství MT v melanomech a metastázách 

u miniaturních prasat linie MeLiM

Melanom metastazuje lymfogennû i hematogennû, ve vût‰inû pfiípadÛ se v‰ak metastázy objeví nejprve v regionálních uzli-

nách nebo lymfatikách ve smûru k regionální uzlinové oblasti. Znaãnou afinitu má melanom ke kÛÏi a podkoÏí. I vzdálen˘ roz-

sev je ãasto po dlouhou dobu omezen pouze na v˘skyt koÏních a podkoÏních metastáz, jichÏ mÛÏe b˘t i nûkolik desítek aÏ sto-

vek, bez viscerální diseminace.

Zlom pfii progresi onemocnûní se dostaví aÏ pfii rozvoji plicních, jaterních nebo mozkov˘ch metastáz. Základní a jedinou

vskutku úãinnou léãbou je chirurgick˘ v˘kon, jehoÏ kurativní moÏnosti jsou v‰ak omezeny pouze na ãasné a lokalizované fáze
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