XXXI. BRNENSKE ONKOLOGICKE DNY e XXI. KONFERENCE PRO SESTRY A LABORANTY
VARIA

258| Obsah metalothioneinu v burikach neuroblastomu

ve vztahu k rezistenci vici platinovym cytostatikim.

Hrabéta J.1, Figova K.1, Eckschlager T.1, PriSa R.2, Bastik 0.3, Krizkova S.3, Adam V.3, Cinatl J.4,
Michaelis M.4, Kizek R.3

1) Klinika détské hematologie a onkologie

2) Ustav klinické biochemie a patobiochemie UK 2LF a FN Motol,

3) Ustav chemie a biochemie MZLU v Brné

4) Institut fir Medizinische Virologie, Klinikum der J. W. Goethe-Universitét, Frankfurt am Main, Germany

Uvod

Metalothioneiny (MT) jsou intracelulrni, nizkomolekularni proteiny (6,5 kDa) bohaté na cystein. Byly poprvé popsany v roce
1957 jako proteiny vazici kadmium (Margoses and Valle, 1957). V soucasné dob¢ je zndmo 15 MT rodin a 38 MT podrodin. MT
jsou strukturdlné konzervativni proteiny s velkym stupném sekvencni homologie, kterou nachdzime mezi vétSinou obratlovcil
i bezobratlych Zivocichi. Tyto proteiny maji klicovou roli pfi udrZzovani homeostdzy iontli kovii v organismech. V buiikach jsou
lokalizovany v cytoplazmé i subceluldrnich organeldch jako jsou mitochondrie, lysozémy a/nebo v jadfe. Vyznam piitomnosti
MT v riznych bunéénych kompartmentech neni zcela vysvétlen. Jejich bunécnd lokalizace je ovliviiovana fazi bunééného cyk-
Iu — MT jsou v GO/G1 fazi buné¢ného cyklu lokalizovany v cytoplazmé, ale v ¢asné S-fazi jsou rychle translokovany do jadra
(Nagel and Valle,1995). Zda se, Ze intranukledrni lokalizaci MT ovliviiuje také oxidativni stres, UV zéfeni ¢i expozice latkdm
poskozujicich DNA. Z téchto diivodl se 1ze domnivat, Ze MT se mohou podilet na DNA reparativnich mechanismech a/nebo
chranit DNA pifed poskozenim (Ghoshal and Jakob, 2001). MT maji neuroprotektivni d¢inky a vyznamné sniZuji hladiny proza-
nétlivych cytokinll a reaktivnich forem kysliku v nervové tkani. Geny pro MT jsou u ¢lovéka lokalizovany v oblasti 16q12-22.
V soucasné dobé jsou u ¢lovéka znamy 4 hlavni izoformy MT (MT I-IV), MT I je kédovén 11 geny (MT I-A, -B, -E, -F, -G, -H,
-1, -1, -K, -L a -X) a kazda dalsi izoforma MT jednim genem (MT-II A gen, MT-3 gen a MT-4 gen) (Ghoshal and Jacob, 2001).
Transkripce MT gent je regulovéana ,,Metal-regulatory transcription factor-1* (MTF-1). Transkripce MT je iniciovdna vazbou
MTF-1 na ,,metal responsive elements* v promotorové oblasti MT genu (Gunes et al, 1998). Hlavni biologickou funkci MT je
detoxikace t€Zkych kovii. MT vyvazuji ionty kovi a charakteristickym zplisobem je inaktivuji nebo transportuji do metabolicky
neaktivnich kompartmentd butiky. Vyznamnym regula¢nim prvkem vazebnych vlastnosti MT je glutathion (f-glutamyl-cystei-
nylglycin), ktery ovliviiuje oxida¢né redukéni vlastnosti sulfhydrylovych skupin MT. Casto diskutovanou otdzkou je schopnost
MT transportovat atomy kovl k apoenzymtim a jejich aktivni zapojeni do homeostazy esencidlnich prvki. Schopnost MT tran-
sportovat kov do regula¢nich proteinii ma vyznam v procesu karcinogeneze a pravdépodobné souvisi s inhibici nékterych proa-
poptotickych proteinil (p53, caspasa-3) (Cherian and Apostolova, 2000). MT I je exprimovan v mistech probihajici angiogeneze
a jeho transkripce je pod kontrolou ,,Vascular endothelial zinc finger 1* transkripcniho faktoru. SniZeni exprese MT I inhibuje
angiogenezi v in vitro a i v in vivo modelech (Miyashita H and Sato Y 2005). V poslednim desetileti byly publikovany prace, kte-
ré dokumentuji vyznam MT u nékterych nddorovych onemocnéni. U maligniho melanomu je zvySend exprese MT spojena se
zvySenym rizikem progrese onemocnéni a zkracenim celkové délky pfeZiti. ZvySena exprese MT u tohoto nadoru je signifikant-
ni a nezavisly prediktivni faktor a koreluje s ostatnimi pouZivanymi prognostickymi znaky (Clarkova stupnice, velikost nddoru,
ulcerace, lokalizace, vék) (Weinlich et al, 2006). Prognosticky vyznamné bylo zjisténi exprese MT téZ u karcinomu prsu, jicnu,
mocového méchyie a nékterych dalSich nddord (Cherian et al, 2003, Jin et al, 2004).

Chemorezistence nddorovych onemocnéni je jednim z hlavnich divodi netispé$nosti protinddorové 1é¢by. Je zndmo, Ze na
rezistenci k protinddorovym 1é€iviim se téZ podileji intracelularni thioly (glutathion, metalothioneiny). MT sniZuji cytotoxicitu
cisplatiny a carboplatiny neutralizaci Pt iontu a experimentdlni studie prokazuji, Ze zvySend exprese metalothioneinu se u nékte-
rych nadort (ependymom, ca jicnu a ORL oblasti) miZe podilet na rezistenci k témto cytostatikim, ale bylo prokdzano, Ze sni-
Zuji ucinnost i nékterych dalSich cytostatik (etoposid, 5-fluorouracil, irinotekan, BCNU) (Andrews et al, 1987; Bacolod et al,
2002).

MT jsou také duleZzité latky z hlediska ochrany proti radiacnimu a oxida¢nimu stresu. Je tedy zfejmé, Ze MT se na vzniku rezi-
stence nepodileji pouze mechanistickym vyvazanim Pt iontu, ale i dal§imi mechanizmy.

Cile

1) Na experimentdlnim modelu ovéfit metodu elektrochemického vySetfeni bunééného MT.

2) Urcit hladiny MT v neuroblastomové bunécné linii a od ni odvozené linie rezistentni k cisplatin€ a jejich zmény po inku-
baci s cisplatinou a karboplatinou.

Metoda

Bunécné linie: UKF-NB-4 (pfipravena z recidivy neuroblastomu vysokého rizika do kostni dfené, s amplifikaci MYCN,
dellp34.2-ter, del13iso17q) a od ni odvozend linie UKF-NB-4(ddp) s jn vitro navozenou rezistenci k cisplating. Rezistence byla
navozena dlouhodobou kultivaci v mediu se stoupajici koncentraci cisplatiny. Citlivost obou linii k cisplatin€ a karboplating jsme

Y X

stanovili MTT testem. IC50 cisplatiny byla témé&f Ctyfikrat vy$si a karboplatiny vice neZ pétkrat vys$si u UKF-NB-4(cddp) pez

409



XXXI. BRNENSKE ONKOLOGICKE DNY e XXI. KONFERENCE PRO SESTRY A LABORANTY
VARIA

u UKF-NB-4. Linie UKF-NB-4(cddp) méla na rozdil od matefské linie zmnoZeni 16q13-22, kde se nachazeji geny pro MT a neam-
plifikovala gen MDR-1 ani zvy$ené neexprimovala P-glykoprotein (Bedrnicek et al, 2005). Rezistentni linii UKF-NB-4(cddp) jsme
kultivovali 5 pasaZzi bez cisplatiny, za tu dobu tato linie neztratila svoji rezistenci k cisplatin€ ani karboplatin€. Nasledné jsme pfi-
dévali cisplatinu a karboplatinu v koncentracich 0,01, 0,1 a 1,0 ug/ml, resp. 0,1, 1,0 a 10 ug/ml. Ve stejnych koncentracich jsme
pridali cis-platinu a karboplatinu k linii UKF-NB-4.

Elektrochemické stanoveni MT: Vzorky jsme zmrazili kapalnym dusikem a homogenizovali za ptidani 1 ml fosfatového pufru
(pH 6,8). Po centrifugaci jsme je inkubovali 15 min pfi 99°C. Jako standard jsme pouZili MT z krali¢ich jater (Sigma Aldrich).
Analyzu jsme provadéli adsorptivni pfenosovou technikou s diferen¢ni pulzni voltametrii na piistroji AUTOLAB Analyser (Eco-
Chemie) ve spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm) v klasickém tfielektrodovém uspotadani. Pracovni elektrodou byla visici rtuto-
va kapkova elektroda s plochou 0,4 mm?; referen¢ni Ag/AgCl/3M KCI a pomocnou grafitova elektroda. AATS DPV parametry
byly nésledujici: po¢ate¢ni potencidl 0,6 V, kone¢ny potencial —1,6 V, modula¢ni ¢as 0,057 s, asovy interval 0,2 s, potencidlo-
vy krok 1,05 mV/s, modula¢ni amplituda 250 mV, Eads = 0V, teplota 5°C.

Vysledky a diskuze

U ,,matefské* senzitivni linie UKF-NB-4 jsme neprokazali vyznamnégj$i vzestup metalothioneinti v Zddném z casovych inter-
vall (1 — 72 hodin) pfi Zadné testované koncentraci cisplatiny (0,01, 0,1 a 1,0 ug/ml) ani karboplatiny (0,1, 1,0 a 10 ug/ml). U linie
rezistentni k cisplatin€ jsme prokazali indukci metalothioneinti jak po cisplating tak po karboplatin€. Ponékud odli$na byla dyna-
mika hladin intracelularnich metalothioneinti — po cisplatiné bylo maximum jejich vzestupu mezi 6 a 24 hodinou, u karboplati-
ny byl vzestup rychlej$i — maximum jsme prokazovali jiZ v prvni hodin€. Nejvyssi indukci jsme prokédzali po nejnizsich davkach
cisplatiny (0,01 ug/ml) a karboplatiny (0,1 ng/ml). Maximdlni zvySeni hladin metalothioneinii po cisplatiné bylo o dva fady, po
karboplatin€ bylo asi padesatindsobné.

Nase vysledky ukazuji, Ze prikaz metalothioeinti v bioptickém vzorku nebude pfindSet informace o rezistenci k platinovym
cytostatikiim, podstatnéjsi jsou jejich zmény po vystaveni u¢inkim téchto 1éki. RovnéZ nilez nejvyssi indukce metalothioneini
nejniz§imi (subterapeutickymi) koncentracemi naznacuje, Ze vyssi davky platinovych cytostatik mohou byt G¢inné i u nadort se
schopnosti exprimovat metalothioneiny. Tento paradoxni jev, kdy nejvyssi a¢inek na indukci tvorby metalothionein ma nejniz-
Si ddvka cytostatika si vysvétlujeme toxickymi ucinky vysSich davek, které buriky poSkozuji do té miry, Ze maji omezenou schop-
nost proteosyntézy.

Zavéry

1) Ovérili jsme pouZitelnost elektrochemické metody pro stanoveni metalothioneinti v burikéch.

2) Buiiky neuroblastomové linie s experimentdlné navozenou rezistenci k cisplatiné maji zmnoZeni 16q13-22, kde se nacha-
zeji geny pro MT a neexprimuji P-glykoprotein ani neamplifikuji gen MDR-1 (Bedrnicek et al, 2005). Tato linie je rezi-
stentni k cisplating i karboplating. Inkubace po dobu péti pasdzi bez cisplatiny nesniZuje rezistenci k cisplatin€ ani ke kar-
boplating.

3) Builky neuroblastomové linie rezistentni k cisplatiné maji schopnost odpovidat na expozici cisplatinou a karboplatinou
zvySenim hladin MT. Tato schopnost je u linie na cisplatinu senzitivni vyjadiena podstatné méné.
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