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Uvod

Maligni melanom vznikd maligni pfeménou melanocyti, buné€k neuroektodermalniho ptivodu, které se vyskytuji predev§im
v kii7i, v duhovce a spojivce, méné ve sliznicich. Tyto melanocyty jsou uloZeny ve spodni vrstvé pokoZzKky a vytvareji hnédé bar-
vivo zvané melanin. Melanin je odpovédny za barvu kiize. Matefskd znaménka jsou piikladem seskupeni mnoha melanocytt
dohromady. Nejcastéji se vyskytuji koZzni formy melanomu. Slizni¢ni melanomy jsou vzacné. Rizikovym faktorem pro vznik
maligniho melanomu vznikajiciho nejcastéji z plo§ného pigmentového névu je expozice UV zafeni, zejména jeho UVB sloZce.
Nérazové intenzivni opalovani (pfedevSim v détstvi) vedouci k popéleni kiize a solarni dermatitidé tak zvySuje pravdépodobnost
vyskytu melanomu. I kdyZ maligni melanom vznika z matefskych znamének jen nékdy, vzrista pii jejich vy$§im poctu umérné
i riziko vzniku tohoto nddoru. Familidrni vyskyt melanomu (u zhruba 10% pacientl) ukazuje rovnéZ na vliv genetickych fakto-

10 pii vzniku tohoto nddorového onemocnéni.
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Melanom metastazuje lymfogenné i hematogenné, ve vétSiné piipadl se vSak metastizy objevi nejprve v regiondlnich uzli-
nich nebo lymfatikdch ve sméru k regiondlni uzlinové oblasti. Zna¢nou afinitu ma melanom ke kaZzi a podkozi. I vzdaleny roz-
sev je Casto po dlouhou dobu omezen pouze na vyskyt koZznich a podkoZnich metastdz, jichzZ mizZe byt i nékolik desitek az sto-
vek, bez visceralni diseminace.

Zlom pfi progresi onemocnéni se dostavi az pfi rozvoji plicnich, jaternich nebo mozkovych metastaz. Zdkladni a jedinou
vskutku uc¢innou 1é¢bou je chirurgicky vykon, jehoZ kurativni moZnosti jsou vSak omezeny pouze na ¢asné a lokalizované faze
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onemocnéni. Radioterapie je s ohledem na radiorezistenci melanomu pouZivana zfidka a jen jako paliativni zakrok Chemotera-
pie vykazuje velmi malou G¢innost s pfiznivym efektem trvajicim jen nékolik mésict [2,10].

V nékolika studiich byla ukdzana souvislost mezi hladinou metalothioneinu (MT) a progresi zhoubného nadoru [3,4]. NaSe
experimentalni prace se zabyva studiem MT v lidském a prase¢im melanomu, v lidském krevnim séru a ve stabilnich buné¢nych
liniich derivovanych z lidskych melanomil. Jak nejnovéjsi vyzkum naznacuje, hladina MT muiZe souviset s pribéhem nadorové-
ho onemocnéni. Objev MT je datovan rokem 1957, kdy Margoshes a Valee izolovali MT z koriskych ledvin [5]. MT patii do sku-
piny intraceluldrnich, nizkomolekuldrnich na cystein velmi bohatych proteint (obsah cysteinu az 30% v molekule proteinu)
o molekulové hmotnosti 6-10 kDa [6,7]. Metalothioneiny se skladaji ze dvou vazebnych domén a a 3, které jsou sloZeny z cys-
teinovych klastri. N-termindlni ¢ast peptidu je oznacena jako f3-doména, ma tfi vazebnd mista pro dvojmocné ionty; C-termi-
ndlni ¢ast peptidu (a-doména) ma schopnost vyvazat ¢tyfi dvojmocné ionty kovi. V pfipadé jednomocnych ionti kovi je MT
schopen véazat celkem 12 atomu [8].

Material a metody

Biologické vzorky

Melanomové nadorové linie byly ziskdny z Masarykova onkologického ustavu v Brné. Konkrétné se jednalo o linie primér-
niho melanomu wM4, wM9 a metastatické melanomové linie wM 12, wM15. Tyto linie jsou povaZzovany z hlediska jejich cho-
véni in vitro za stabilni. Melanomy byly ziskany z miniaturnich prasat linie MeLiM (Ustav Zivocisné fyziologie AV CR, v.v.i.
v Libéchové). Pro nase analyzy byly pouZity vzorky melanomi z kiiZe a z organt postiZzenych metastdzami (jater, sleziny a plic).

Byla ziskédna séra od pacientli IéCenych pro melanom ve FN Motol. Krevni séra byla ihned zmraZena na —20°C do doby jejich
dalsiho zpracovani.

Priprava vzorkii pro elektroanalytické stanoveni

Ze ziskanych vzorki bylo odebrano 100 ul a denaturovdno 15 min. pfi 99°C v termobloku. Zde bylo vyuZilo termostability
metalothioneinu, ktery zlstal zachovan v nativni formé ve vzorku. Po centrifugami byl oddélen supernatant od sedimentu a vzor-
ky byly 1000x zfedény fosfatovym pufrem o pH=7 a analyzoviny ndmi upravenym postupem adsorptivni pfenosové techniky
(AdTS) s diferen¢ni pulzni voltametrii (DPV). MnoZstvi analyzovaného vzorku bylo 5 ul.

Vzorky z melanomu, metastdz a bunécnych linii byly je$té pfedem mechanicky zhomogenizovany po zmraZeni kapalnym
dusikem a pro jejich pfevedeni do roztoku byl pfidan 1 ml fosfatového pufru o pH = 7. Vzorky se pak denaturovaly, centrifugo-
valy a ddle analyzovaly stejnym postupem jako v pfipadé vzorkl krve a krevniho séra.

Elektroanalytické stanoveni metalothioneinu pomoci Brdickovy reakce metodou adsorptivni prenosové rozpoustéci techniky
ve spojeni s diferencni pulsni voltametrii

Vzorky byly analyzovany na piistroji AUTOLAB Analyser (EcoChemie, Nizozemi) ve spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm,
Svycarsko) v klasickém tfielektrodovém usporadéni. Pracovni elektrodou byla visici rtutova kapkova elektroda (HMDE) s plo-
chou kapky 0,4 mm?; referentni elektrodou byla Ag/AgCl/3M KCI a pomocnou grafitovéd elektroda. Zdkladni elektrolyt
(1 mmol/dm3 amonny pufr; NHs(aq) + NH,CI (Sigma Aldrich, ACS), pH = 9,6) byl po kazdych 5 analyzich vyménén. Paramet-
ry adsorptivni pfenosové rozpoustéci techniky ve spojeni s diferen¢ni pulsni voltametrii (AdTS DPV) byly nasledujici: ¢as aku-
mulace 120 s, pocatecni potencidl —0,6 V, kone¢ny potencil —1,6 V, modulacni ¢as 0,057 s, Casovy interval 0,2 s, potencidlovy
krok 1,05 mV/s, modula¢ni amplituda 250 mV, Eads = 0 V, teplota 4°C.

Vysledky a diskuse

V préci jsou popsany experimentalni vysledky stanoveni obsahu MT v jednotlivych biologickych vzorcich. Stanovili jsme
mnozstvi MT v suspenzich z lidskych melanomovych bunécnych linii, dile jsme sledovali MT u zvifat a nasledné jsme poved-
li stanoveni MT v lidském séru a plazmé pacientli s nidorem v oblasti hlavy a krku.

Detekce metalothioneinu v melanomovych nadorovych linii

Byly porovndvany bunécné linie primarniho melanomu a téZ metastatické melanomové linie. Jako pouZité vzorky slouZily
stabilni bunécné linie kultivované v Masarykové onkologickém tstavu v Brné€. Tyto vzorky byly pfipraveny pro analytické sta-
noveni a nafedény na pocty bunék 600 000, 100 000, 10 000 a 500 bunék v 1 ml. Bylo pozorovéno, Ze nejvétsi odezvu signald
dava pocet bun¢k 100 000 s limitem detekce 500 bunék/ml. Vyssi pocty bunék pii stanovovani vykazovaly jiZ zndmky vysoké
saturace elektrody. Pomoci elektrochemické analyzy bylo detekovdno mnoZstvi metalothioneinu u jednotlivych linii. Stanovené

[yl

no u metastatické melanomové linie wM12 a to 4.16 wmol/l a nejvyssi u linie melanomtt wM4, kde byla koncentrace 11.2 wmol/l.

Detekce metalothioneinu v melanomech u zvirat

Pfi stanovovani mnoZstvi metalothioneinu v ZivociSnych tkanich byly pouZity primarni koZni melanomy a vzorky z vnitinich
organi (jétra, plice, slezina) s metastdzami odebrané od miniaturnich prasat linie MeLiM. U vzorkt z vnitfnich organt bylo porov-
ndvano mnozstvi MT piimo v metastdzach a rovnéz v okolni zdravé tkani. Bylo zjiSténo, Ze hladina metalothioneinu v melano-
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mu se pohybovala pfevazné v hodnotich 400 — 500 ng/g tkdné. Pfi porovndvani hladiny metalothioneinu v metastazich a v okol-
ni zdravé tkani bylo zji§té€no, Ze hladina v metastazich je azZ 12 x niZ8i. Pravdépodobné v metastatickych buiikdch doslo k vyraz-
nym biochemickym zméndm, které souviseji se syntézou MT. Toto sniZeni je i zndt mezi pomérem zdravé tkdné a velmi rozsah-
1ého melanomu, kdy je tento rozdil zhruba pétindsobny. Nejvyssi mnoZstvi metalothioneinu bylo stanoveno v plicich, kde se hod-
nota pohybovala okolo 1950 ug/g, dale ve slezin€ 756.1 ug/g a v jatrech 281.0 ug/g.

Detekce metalothioneinu v lidské plné krvi a krevnim séru

Pro naSe ucely jsme ziskaly vzorek plné krve a krevniho séra odebrané ze stejného jedince a ve stejném Case. Vzorky byly
pfipraveny podle postupu uvedeného v sekci ,,Materidl a metody*. Nejdiive jsme studovali zmény elektrochemickych signald
MT v zévislosti na teploté zdkladniho elektrolytu. Pozorovany analyticky signdl se zvySuje v zdvislosti na sniZujici teploté (asi
0 3% vysky piku na°C), navic je reprodukovatelnost méfeni velmi dobra a chyba stanoveni klesa pod 5%. Z téchto diivodu je vel-
mi vyhodné provadét analyzy MT pfi teplotiach v rozmezi 5-10°C. Vyznamnym ukazatelem detekce MT je také doba akumulace
na povrch pracovni elektrody. V naSich experimentech jsme potvrdili, Ze doba akumulace 120 s je nejvhodnéjsi pro analyzu krev-
nich vzorkd, pravdépodobné pro vyhodné pokryti povrchu pracovni elektrody. Z fady naSich experimentdlnich vysledkl jsme zji-
stili, Ze spravné fedéni biologického vzorku vyrazné ovliviiuje stanoveni MT. V naSem experimentu jsme provedli fedéni lid-
ského krevniho séra i plné krve (10, 100, 1 000 a 10 000 x fosfaitovym pufrem). V piipad€ obou ndmi testovanych vzorkl jsme
zjistili, Ze nejvhodné&jsi je fedéni krevnich vzorkid 1000 x. Zde byl nalezen velmi dobie vyvinuty signdl pouZitelny pro béZné ana-
lyzy. Dale byl pozorovatelny rozdil v obsahu MT v krevnim séru a plné krvi. Ten je zpisoben pfitomnosti MT v erytrocytech,
kde se ucastni ochrany bunék pfed oxida¢nim stresem a také udrZovani iontové rovnovahy.

Detekce metalothioneinu v krevnim séru u pacienti s melanomem

Nejcastéji se vyskytuji koZni formy melanomu. Slizni¢ni melanomy jsou vzacné. Incidence melanomu celosvétove u bélos-
ské populace v poslednich desetiletich trvale stoupd u muZzii i u Zen. Proto je této malignité vénovina zna¢nd pozornost. Byl stu-
dovén vztah mezi zvySenou hladinou MT a vyrazné hor$i prognézou. V nasi studii jsme pfi stanovovani hladiny metalothione-
inu a porovnavani vysledka zjistili, Ze hladina MT byla u vSech pacienti s melanomem zvySend v porovnani s kontrolni skupi-
nou (0.6 umol/l). Primérna hladina MT u pacientd s nddorem je 1.97 wmol/l. U tii pacientl byl obsah MT vyS$si nez
1 umol/l a u dvou pacientl pfesdhla hladina MT 2 umol/l.

Zavér

Ziskané experimentdlni vysledky naznacuji, Ze studium hladiny metalothioneinu je nejen zajimavé z hlediska obecného pozna-
ni jeho vztahu k malignimu melanomu, ale pfinasi i nové poznatky pro pochopeni 1é¢ebné odpovédi u tohoto typu nddorového
onemocnéni.
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