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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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onemocnûní. Radioterapie je s ohledem na radiorezistenci melanomu pouÏívána zfiídka a jen jako paliativní zákrok Chemotera-

pie vykazuje velmi malou úãinnost s pfiízniv˘m efektem trvajícím jen nûkolik mûsícÛ [2,10].

V nûkolika studiích byla ukázána souvislost mezi hladinou metalothioneinu (MT) a progresí zhoubného nádoru [3,4]. Na‰e

experimentální práce se zab˘vá studiem MT v lidském a praseãím melanomu, v lidském krevním séru a ve stabilních bunûãn˘ch

liniích derivovan˘ch z lidsk˘ch melanomÛ. Jak nejnovûj‰í v˘zkum naznaãuje, hladina MT mÛÏe souviset s prÛbûhem nádorové-

ho onemocnûní. Objev MT je datován rokem 1957, kdy Margoshes a Valee izolovali MT z koÀsk˘ch ledvin [5]. MT patfií do sku-

piny intracelulárních, nízkomolekulárních na cystein velmi bohat˘ch proteinÛ (obsah cysteinu aÏ 30% v molekule proteinu)

o molekulové hmotnosti 6-10 kDa [6,7]. Metalothioneiny se skládají ze dvou vazebn˘ch domén α a β, které jsou sloÏeny z cys-

teinov˘ch klastrÛ. N-terminální ãást peptidu je oznaãena jako β-doména, má tfii vazebná místa pro dvojmocné ionty; C-termi-

nální ãást peptidu (α-doména) má schopnost vyvázat ãtyfii dvojmocné ionty kovÛ. V pfiípadû jednomocn˘ch iontÛ kovÛ je MT

schopen vázat celkem 12 atomÛ [8].

Materiál a metody
Biologické vzorky
Melanomové nádorové linie byly získány z Masarykova onkologického ústavu v Brnû. Konkrétnû se jednalo o linie primár-

ního melanomu wM4, wM9 a metastatické melanomové linie wM12, wM15. Tyto linie jsou povaÏovány z hlediska jejich cho-

vání in vitro za stabilní. Melanomy byly získány z miniaturních prasat linie MeLiM (Ústav Ïivoãi‰né fyziologie AV âR, v.v.i.

v Libûchovû). Pro na‰e anal˘zy byly pouÏity vzorky melanomÛ z kÛÏe a z orgánÛ postiÏen˘ch metastázami (jater, sleziny a plic).

Byla získána séra od pacientÛ léãen˘ch pro melanom ve FN Motol. Krevní séra byla ihned zmraÏena na –20°C do doby jejich

dal‰ího zpracování.

Pfiíprava vzorkÛ pro elektroanalytické stanovení
Ze získan˘ch vzorkÛ bylo odebráno 100 µl a denaturováno 15 min. pfii 99°C v termobloku. Zde bylo vyuÏilo termostability

metalothioneinu, kter˘ zÛstal zachován v nativní formû ve vzorku. Po centrifugami byl oddûlen supernatant od sedimentu a vzor-

ky byly 1000x zfiedûny fosfátov˘m pufrem o pH=7 a analyzovány námi upraven˘m postupem adsorptivní pfienosové techniky

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

Vzorky z melanomÛ, metastáz a bunûãn˘ch linií byly je‰tû pfiedem mechanicky zhomogenizovány po zmraÏení kapaln˘m

dusíkem a pro jejich pfievedení do roztoku byl pfiidán 1 ml fosfátového pufru o pH = 7. Vzorky se pak denaturovaly, centrifugo-

valy a dále analyzovaly stejn˘m postupem jako v pfiípadû vzorkÛ krve a krevního séra.

Elektroanalytické stanovení metalothioneinu pomocí Brdiãkovy reakce metodou adsorptivní pfienosové rozpou‰tûcí techniky
ve spojení s diferenãní pulsní voltametrií

Vzorky byly analyzovány na pfiístroji AUTOLAB Analyser (EcoChemie, Nizozemí) ve spojení s VA-Stand 663 (Metrohm,

·v˘carsko) v klasickém tfiíelektrodovém uspofiádání. Pracovní elektrodou byla visící rtuÈová kapková elektroda (HMDE) s plo-

chou kapky 0,4 mm2; referentní elektrodou byla Ag/AgCl/3M KCl a pomocnou grafitová elektroda. Základní elektrolyt

(1 mmol/dm3 amonn˘ pufr; NH3(aq) + NH4Cl (Sigma Aldrich, ACS), pH = 9,6) byl po kaÏd˘ch 5 anal˘zách vymûnûn. Paramet-

ry adsorptivní pfienosové rozpou‰tûcí techniky ve spojení s diferenãní pulsní voltametrií (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 4°C.

V˘sledky a diskuse
V práci jsou popsány experimentální v˘sledky stanovení obsahu MT v jednotliv˘ch biologick˘ch vzorcích. Stanovili jsme

mnoÏství MT v suspenzích z lidsk˘ch melanomov˘ch bunûãn˘ch linií, dále jsme sledovali MT u zvífiat a následnû jsme poved-

li stanovení MT v lidském séru a plazmû pacientÛ s nádorem v oblasti hlavy a krku.

Detekce metalothioneinu v melanomov˘ch nádorov˘ch linií
Byly porovnávány bunûãné linie primárního melanomu a téÏ metastatické melanomové linie. Jako pouÏité vzorky slouÏily

stabilní bunûãné linie kultivované v Masarykovû onkologickém ústavu v Brnû. Tyto vzorky byly pfiipraveny pro analytické sta-

novení a nafiedûny na poãty bunûk 600 000, 100 000, 10 000 a 500 bunûk v 1 ml. Bylo pozorováno, Ïe nejvût‰í odezvu signálÛ

dává poãet bunûk 100 000 s limitem detekce 500 bunûk/ml. Vy‰‰í poãty bunûk pfii stanovování vykazovaly jiÏ známky vysoké

saturace elektrody. Pomocí elektrochemické anal˘zy bylo detekováno mnoÏství metalothioneinu u jednotliv˘ch linií. Stanovené

mnoÏství se u jednotliv˘ch linií li‰ilo koncentrací, která byla v rozmezí od 6,16 – 11,2 µmol/l. NejniÏ‰í mnoÏství bylo stanove-

no u metastatické melanomové linie wM12 a to 4.16 µmol/l a nejvy‰‰í u linie melanomÛ wM4, kde byla koncentrace 11.2 µmol/l.

Detekce metalothioneinu v melanomech u zvífiat
Pfii stanovování mnoÏství metalothioneinu v Ïivoãi‰n˘ch tkáních byly pouÏity primární koÏní melanomy a vzorky z vnitfiních

orgánÛ (játra, plíce, slezina) s metastázami odebrané od miniaturních prasat linie MeLiM. U vzorkÛ z vnitfiních orgánÛ bylo porov-

náváno mnoÏství MT pfiímo v metastázách a rovnûÏ v okolní zdravé tkáni. Bylo zji‰tûno, Ïe hladina metalothioneinu v melano-
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mu se pohybovala pfieváÏnû v hodnotách 400 – 500 µg/g tkánû. Pfii porovnávání hladiny metalothioneinu v metastázách a v okol-

ní zdravé tkáni bylo zji‰tûno, Ïe hladina v metastázích je aÏ 12 x niÏ‰í. Pravdûpodobnû v metastatick˘ch buÀkách do‰lo k v˘raz-

n˘m biochemick˘m zmûnám, které souvisejí se syntézou MT. Toto sníÏení je i znát mezi pomûrem zdravé tkánû a velmi rozsáh-

lého melanomu, kdy je tento rozdíl zhruba pûtinásobn˘. Nejvy‰‰í mnoÏství metalothioneinu bylo stanoveno v plicích, kde se hod-

nota pohybovala okolo 1950 µg/g, dále ve slezinû 756.1 µg/g a v játrech 281.0 µg/g.

Detekce metalothioneinu v lidské plné krvi a krevním séru
Pro na‰e úãely jsme získaly vzorek plné krve a krevního séra odebrané ze stejného jedince a ve stejném ãase. Vzorky byly

pfiipraveny podle postupu uvedeného v sekci „Materiál a metody“. Nejdfiíve jsme studovali zmûny elektrochemick˘ch signálÛ

MT v závislosti na teplotû základního elektrolytu. Pozorovan˘ analytick˘ signál se zvy‰uje v závislosti na sniÏující teplotû (asi

o 3% v˘‰ky píku na°C), navíc je reprodukovatelnost mûfiení velmi dobrá a chyba stanovení klesá pod 5%. Z tûchto dÛvodÛ je vel-

mi v˘hodné provádût anal˘zy MT pfii teplotách v rozmezí 5-10°C. V̆ znamn˘m ukazatelem detekce MT je také doba akumulace

na povrch pracovní elektrody. V na‰ich experimentech jsme potvrdili, Ïe doba akumulace 120 s je nejvhodnûj‰í pro anal˘zu krev-

ních vzorkÛ, pravdûpodobnû pro v˘hodné pokrytí povrchu pracovní elektrody. Z fiady na‰ich experimentálních v˘sledkÛ jsme zji-

stili, Ïe správné fiedûní biologického vzorku v˘raznû ovlivÀuje stanovení MT. V na‰em experimentu jsme provedli fiedûní lid-

ského krevního séra i plné krve (10, 100, 1 000 a 10 000 x fosfátov˘m pufrem). V pfiípadû obou námi testovan˘ch vzorkÛ jsme

zjistili, Ïe nejvhodnûj‰í je fiedûní krevních vzorkÛ 1000 x. Zde byl nalezen velmi dobfie vyvinut˘ signál pouÏiteln˘ pro bûÏné ana-

l˘zy. Dále byl pozorovateln˘ rozdíl v obsahu MT v krevním séru a plné krvi. Ten je zpÛsoben pfiítomností MT v erytrocytech,

kde se úãastní ochrany bunûk pfied oxidaãním stresem a také udrÏování iontové rovnováhy.

Detekce metalothioneinu v krevním séru u pacientÛ s melanomem
Nejãastûji se vyskytují koÏní formy melanomu. Slizniãní melanomy jsou vzácné. Incidence melanomu celosvûtovû u bûlo‰-

ské populace v posledních desetiletích trvale stoupá u muÏÛ i u Ïen. Proto je této malignitû vûnována znaãná pozornost. Byl stu-

dován vztah mezi zv˘‰enou hladinou MT a v˘raznû hor‰í prognózou. V na‰í studii jsme pfii stanovování hladiny metalothione-

inu a porovnávání v˘sledkÛ zjistili, Ïe hladina MT byla u v‰ech pacientÛ s melanomem zv˘‰ená v porovnání s kontrolní skupi-

nou (0.6 µmol/l). PrÛmûrná hladina MT u pacientÛ s nádorem je 1.97 µmol/l. U tfií pacientÛ byl obsah MT vy‰‰í neÏ

1 µmol/l a u dvou pacientÛ pfiesáhla hladina MT 2 µmol/l.

Závûr
Získané experimentální v˘sledky naznaãují, Ïe studium hladiny metalothioneinu je nejen zajímavé z hlediska obecného pozná-

ní jeho vztahu k malignímu melanomu, ale pfiiná‰í i nové poznatky pro pochopení léãebné odpovûdi u tohoto typu nádorového

onemocnûní.
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