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Úvod
Metalothioneiny (MT) jsou intracelulární, nízkomolekulární proteiny (6,5 kDa) bohaté na cystein. Byly poprvé popsány v roce

1957 jako proteiny váÏící kadmium (Margoses and Valle, 1957). V souãasné dobû je známo 15 MT rodin a 38 MT podrodin. MT

jsou strukturálnû konzervativní proteiny s velk˘m stupnûm sekvenãní homologie, kterou nacházíme mezi vût‰inou obratlovcÛ

i bezobratl˘ch ÏivoãichÛ. Tyto proteiny mají klíãovou roli pfii udrÏování homeostázy iontÛ kovÛ v organismech. V buÀkách jsou

lokalizovány v cytoplazmû i subcelulárních organelách jako jsou mitochondrie, lysozómy a/nebo v jádfie. V˘znam pfiítomnosti

MT v rÛzn˘ch bunûãn˘ch kompartmentech není zcela vysvûtlen. Jejich bunûãná lokalizace je ovlivÀována fází bunûãného cyk-

lu – MT jsou v G0/G1 fázi bunûãného cyklu lokalizovány v cytoplazmû, ale v ãasné S-fázi jsou rychle translokovány do jádra

(Nagel and Valle,1995). Zdá se, Ïe intranukleární lokalizaci MT ovlivÀuje také oxidativní stres, UV záfiení ãi expozice látkám

po‰kozujících DNA. Z tûchto dÛvodÛ se lze domnívat, Ïe MT se mohou podílet na DNA reparativních mechanismech a/nebo

chránit DNA pfied po‰kozením (Ghoshal and Jakob, 2001). MT mají neuroprotektivní úãinky a v˘znamnû sniÏují hladiny prozá-

nûtliv˘ch cytokinÛ a reaktivních forem kyslíku v nervové tkáni. Geny pro MT jsou u ãlovûka lokalizovány v oblasti 16q12-22.

V souãasné dobû jsou u ãlovûka známy 4 hlavní izoformy MT (MT I-IV), MT I je kódován 11 geny (MT I-A, -B, -E, -F, -G, -H,

-I, -J, -K, -L a -X) a kaÏdá dal‰í izoforma MT jedním genem (MT-II A gen, MT-3 gen a MT-4 gen) (Ghoshal and Jacob, 2001).

Transkripce MT genÛ je regulována „Metal-regulatory transcription factor-1“ (MTF-1). Transkripce MT je iniciována vazbou

MTF-1 na „metal responsive elements“ v promotorové oblasti MT genu (Gunes et al, 1998). Hlavní biologickou funkcí MT je

detoxikace tûÏk˘ch kovÛ. MT vyvazují ionty kovÛ a charakteristick˘m zpÛsobem je inaktivují nebo transportují do metabolicky

neaktivních kompartmentÛ buÀky. V˘znamn˘m regulaãním prvkem vazebn˘ch vlastností MT je glutathion (∫-glutamyl-cystei-

nylglycin), kter˘ ovlivÀuje oxidaãnû redukãní vlastnosti sulfhydrylov˘ch skupin MT. âasto diskutovanou otázkou je schopnost

MT transportovat atomy kovÛ k apoenzymÛm a jejich aktivní zapojení do homeostázy esenciálních prvkÛ. Schopnost MT tran-

sportovat kov do regulaãních proteinÛ má v˘znam v procesu karcinogeneze a pravdûpodobnû souvisí s inhibicí nûkter˘ch proa-

poptotick˘ch proteinÛ (p53, caspasa-3) (Cherian and Apostolova, 2000). MT I je exprimován v místech probíhající angiogeneze

a jeho transkripce je pod kontrolou „Vascular endothelial zinc finger 1“ transkripãního faktoru. SníÏení exprese MT I inhibuje

angiogenezi v in vitro a i v in vivo modelech (Miyashita H and Sato Y 2005). V posledním desetiletí byly publikovány práce, kte-

ré dokumentují v˘znam MT u nûkter˘ch nádorov˘ch onemocnûní. U maligního melanomu je zv˘‰ená exprese MT spojena se

zv˘‰en˘m rizikem progrese onemocnûní a zkrácením celkové délky pfieÏití. Zv˘‰ená exprese MT u tohoto nádoru je signifikant-

ní a nezávisl˘ prediktivní faktor a koreluje s ostatními pouÏívan˘mi prognostick˘mi znaky (Clarkova stupnice, velikost nádoru,

ulcerace, lokalizace, vûk) (Weinlich et al, 2006). Prognosticky v˘znamné bylo zji‰tûní exprese MT téÏ u karcinomu prsu, jícnu,

moãového mûch˘fie a nûkter˘ch dal‰ích nádorÛ (Cherian et al, 2003, Jin et al, 2004).

Chemorezistence nádorov˘ch onemocnûní je jedním z hlavních dÛvodÛ neúspû‰nosti protinádorové léãby. Je známo, Ïe na

rezistenci k protinádorov˘m léãivÛm se téÏ podílejí intracelulární thioly (glutathion, metalothioneiny). MT sniÏují cytotoxicitu

cisplatiny a carboplatiny neutralizací Pt iontu a experimentální studie prokazují, Ïe zv˘‰ená exprese metalothioneinu se u nûkte-

r˘ch nádorÛ (ependymom, ca jícnu a ORL oblasti) mÛÏe podílet na rezistenci k tûmto cytostatikÛm, ale bylo prokázáno, Ïe sni-

Ïují úãinnost i nûkter˘ch dal‰ích cytostatik (etoposid, 5-fluorouracil, irinotekan, BCNU) (Andrews et al, 1987; Bacolod et al,

2002).

MT jsou také dÛleÏité látky z hlediska ochrany proti radiaãnímu a oxidaãnímu stresu. Je tedy zfiejmé, Ïe MT se na vzniku rezi-

stence nepodílejí pouze mechanistick˘m vyvázáním Pt iontu, ale i dal‰ími mechanizmy.

Cíle
1) Na experimentálním modelu ovûfiit metodu elektrochemického vy‰etfiení bunûãného MT.

2) Urãit hladiny MT v neuroblastomové bunûãné linii a od ní odvozené linie rezistentní k cisplatinû a jejich zmûny po inku-

baci s cisplatinou a karboplatinou.

Metoda
Bunûãné linie: UKF-NB-4 (pfiipravena z recidivy neuroblastomu vysokého rizika do kostní dfienû, s amplifikací MYCN,

del1p34.2-ter, del13iso17q) a od ní odvozená linie UKF-NB-4(cddp) s in vitro navozenou rezistencí k cisplatinû. Rezistence byla

navozena dlouhodobou kultivací v mediu se stoupající koncentrací cisplatiny. Citlivost obou linií k cisplatinû a karboplatinû jsme

stanovili MTT testem. IC50 cisplatiny byla témûfi ãtyfiikrát vy‰‰í a karboplatiny více neÏ pûtkrát vy‰‰í u UKF-NB-4(cddp) neÏ
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u UKF-NB-4. Linie UKF-NB-4(cddp) mûla na rozdíl od matefiské linie zmnoÏení 16q13-22, kde se nacházejí geny pro MT a neam-

plifikovala gen MDR-1 ani zv˘‰enû neexprimovala P-glykoprotein (Bedrníãek et al, 2005). Rezistentní linii UKF-NB-4(cddp) jsme

kultivovali 5 pasáÏí bez cisplatiny, za tu dobu tato linie neztratila svojí rezistenci k cisplatinû ani karboplatinû. Následnû jsme pfii-

dávali cisplatinu a karboplatinu v koncentracích 0,01, 0,1 a 1,0 µg/ml, resp. 0,1, 1,0 a 10 µg/ml. Ve stejn˘ch koncentracích jsme

pfiidali cis-platinu a karboplatinu k linii UKF-NB-4.

Elektrochemické stanovení MT: Vzorky jsme zmrazili kapaln˘m dusíkem a homogenizovali za pfiidání 1 ml fosfátového pufru

(pH 6,8). Po centrifugaci jsme je inkubovali 15 min pfii 99°C. Jako standard jsme pouÏili MT z králiãích jater (Sigma Aldrich).

Anal˘zu jsme provádûli adsorptivní pfienosovou technikou s diferenãní pulzní voltametrií na pfiístroji AUTOLAB Analyser (Eco-

Chemie) ve spojení s VA-Stand 663 (Metrohm) v klasickém tfiíelektrodovém uspofiádání. Pracovní elektrodou byla visící rtuÈo-

vá kapková elektroda s plochou 0,4 mm2; referenãní Ag/AgCl/3M KCl a pomocnou grafitová elektroda. AdTS DPV parametry

byly následující: poãáteãní potenciál –0,6 V, koneãn˘ potenciál –1,6 V, modulaãní ãas 0,057 s, ãasov˘ interval 0,2 s, potenciálo-

v˘ krok 1,05 mV/s, modulaãní amplituda 250 mV, Eads = 0 V, teplota 5°C.

V˘sledky a diskuze
U „matefiské“ senzitivní linie UKF-NB-4 jsme neprokázali v˘znamnûj‰í vzestup metalothioneinÛ v Ïádném z ãasov˘ch inter-

valÛ (1 – 72 hodin) pfii Ïádné testované koncentraci cisplatiny (0,01, 0,1 a 1,0 µg/ml) ani karboplatiny (0,1, 1,0 a 10 µg/ml). U linie

rezistentní k cisplatinû jsme prokázali indukci metalothioneinÛ jak po cisplatinû tak po karboplatinû. Ponûkud odli‰ná byla dyna-

mika hladin intracelulárních metalothioneinÛ – po cisplatinû bylo maximum jejich vzestupu mezi 6 a 24 hodinou, u karboplati-

ny byl vzestup rychlej‰í – maximum jsme prokazovali jiÏ v první hodinû. Nejvy‰‰í indukci jsme prokázali po nejniÏ‰ích dávkách

cisplatiny (0,01 µg/ml) a karboplatiny (0,1 µg/ml). Maximální zv˘‰ení hladin metalothioneinÛ po cisplatinû bylo o dva fiády, po

karboplatinû bylo asi padesátinásobné.

Na‰e v˘sledky ukazují, Ïe prÛkaz metalothioeinÛ v bioptickém vzorku nebude pfiiná‰et informace o rezistenci k platinov˘m

cytostatikÛm, podstatnûj‰í jsou jejich zmûny po vystavení úãinkÛm tûchto lékÛ. RovnûÏ nález nejvy‰‰í indukce metalothioneinÛ

nejniÏ‰ími (subterapeutick˘mi) koncentracemi naznaãuje, Ïe vy‰‰í dávky platinov˘ch cytostatik mohou b˘t úãinné i u nádorÛ se

schopností exprimovat metalothioneiny. Tento paradoxní jev, kdy nejvy‰‰í úãinek na indukci tvorby metalothioneinÛ má nejniÏ-

‰í dávka cytostatika si vysvûtlujeme toxick˘mi úãinky vy‰‰ích dávek, které buÀky po‰kozují do té míry, Ïe mají omezenou schop-

nost proteosyntézy.

Závûry
1) Ovûfiili jsme pouÏitelnost elektrochemické metody pro stanovení metalothioneinÛ v buÀkách.

2) BuÀky neuroblastomové linie s experimentálnû navozenou rezistencí k cisplatinû mají zmnoÏení 16q13-22, kde se nachá-

zejí geny pro MT a neexprimují P-glykoprotein ani neamplifikují gen MDR-1 (Bedrníãek et al, 2005). Tato linie je rezi-

stentní k cisplatinû i karboplatinû. Inkubace po dobu pûti pasáÏí bez cisplatiny nesniÏuje rezistenci k cisplatinû ani ke kar-

boplatinû.

3) BuÀky neuroblastomové linie rezistentní k cisplatinû mají schopnost odpovídat na expozici cisplatinou a karboplatinou

zv˘‰ením hladin MT. Tato schopnost je u linie na cisplatinu senzitivní vyjádfiena podstatnû ménû.

Práce vznikla za podpory M·MT VZ ã. 0021620813
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