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Úvod
V âeské Republice jsou zhoubné novotvary druhou nejzávaÏnûj‰í pfiíãinou úmrtí. Podobnû je tomu i ve svûtû. Roãnû je u nás

novû diagnostikováno více neÏ 50 tisíc pfiípadÛ nádorového onemocnûní u lidí rÛzného vûku a pfiibliÏnû polovina z nich nádoro-

vému onemocnûní podlehne (Abrhamova, 2005, Jurickova, 2006). Chemoterapeutika na bázi platinov˘ch komplexÛ jsou v sou-

ãasnosti pouÏívána v chemoterapii ‰irokého spektra maligních onemocnûní. Biologická aktivita prvního platinového cytostatika

– cisplatiny (cis-diamin-dichlor-platina), byla objevena v roce 1965 bûhem studia vlivu elektrického proudu na rÛst bakterií. Od

té doby byly syntetizovány a ovûfieny jako antikancerogenní medikament stovky platinov˘ch komplexÛ, z nichÏ nejznámûj‰í jsou

cisplatina, karboplatina, oxaliplatina, lobaplatina a ormaplatina. Aãkoliv je cisplatina úspû‰nû pouÏívána v chemoterapii zhoub-

n˘ch nádorÛ více neÏ 25 let, její biochemick˘ mechanismus úãinku stále není detailnû prozkoumán. Cytotoxick˘ úãinek cispla-

tiny spoãívá ve vzniku aduktÛ s DNA, pfiedev‰ím na guanin a adenin, coÏ má za následek prokfiíÏení vláken DNA a tím naru‰e-

ní mitózy.

Z fiady klinick˘ch studií je známo, Ïe rezistence vÛãi cytostatikÛm je ãastou pfiíãinou selhání terapie (Lindgren, et al., 2006,

Logachenko, et al., 2005). Rezistence nádorov˘ch bunûk k cytostatikÛm vzniká rÛzn˘mi mechanismy a cel˘ proces je na úrovni

buÀky multifaktoriální. Obzvlá‰tû komplikovaná je terapie nádorového onemocnûní pfii vzniku mnohoãetné lékové rezistence

(MDR; multidrug resistance). Jednou z pfiíãin rezistence nádorov˘ch bunûk je sníÏená koncentrace cytostatik v místû cílÛ pÛso-

bení léãiva. Na zmûny hladiny cytostatik v buÀkách se podílí nûkteré membránové proteiny jako Pgp, MRP a LRP. SloÏitost vzni-

ku MDR dokládají i zmûny fiady genÛ úãastnících se apoptózy nebo nádorov˘ch supresorÛ, dal‰ím faktorem MDR rezistence

mÛÏe b˘t pfiímá detoxikace cytostatik, nejãastûji je zv˘‰ena aktivita enzymÛ, které xenobiotika oxidují ãi konjugují s endogen-

ními konjugaãními ãinidly. Kromû v˘‰e uveden˘ch mechanismÛ je moÏné spojovat vznik MDR rezistence se zv˘‰enou expresí

nízkomolekulárního proteinu metalothioneinu (MT). Metalothionein patfií do skupiny intracelulárních, nízkomolekulárních na

cystein velmi bohat˘ch proteinÛ (obsah Cys aÏ 30 % v molekule proteinu) o molekulové hmotnosti 6-10 kDa. MT se skládají ze

dvou vazebn˘ch domén α, β které jsou sloÏeny z cysteinov˘ch klastrÛ. N-terminální ãást peptidu je oznaãena jako β-doména, má

tfii vazebná místa pro dvojmocné ionty; C-terminální ãást peptidu (α-doména) má schopnost vyvázat ãtyfii dvojmocné ionty kovÛ.

V pfiípadû jednomocn˘ch iontÛ kovÛ je MT schopen vázat celkem 12 atomÛ (Kägi, 1993, Kägi and Schäffer, 1988). Tato schop-

nost metalothioneinu mÛÏe mít za následek sníÏení terapeutické hladiny volného cytostatika a tím zvy‰ovat schopnost rezistent-

ních nádorov˘ch bunûk pfieÏívat v pfiítomnosti terapeutick˘ch dávek cisplatiny.

Materiál a metody
Chemikálie. Pokud není uvedeno jinak, v‰echny chemikálie byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich, USA.

Biologické vzorky
Bunûãné linie odvozené od neuroblastomu vysokého rizika a od nich odvozené linie rezistentní k cis-platinû byly kultivová-

ny v pfiítomnosti 1, 0,1 nebo 0,01 μM cis-platiny nebo karboplatiny.

Pfiíprava biologického vzorku
Vzorky byly mechanicky homogenizovány za sníÏené teploty, centrifugovány po dobu 30 min pfii 4 °C, 15 000 g (Eppendorf

5402, USA). Vût‰ina balastních proteinÛ byla odstranûna tepelnou denaturací (15 min po dobu 99 °C v termobloku Eppendorf

5430, USA) a následnou centrifugací pfii 4 °C, 15 000 g po dobu 15 min (Eppendorf 5402, USA).

Elektrochemická anal˘za
Vzorky bunûk byly analyzovány na pfiístroji 747 VA Stand ve spojení s 746 VA Trace Analyzer a 695 Autosampler (Metrohm,

·v˘carsko) s chlazen˘m prostorem pro uloÏení vzorkÛ (4°C). Elektrochemick˘ analyzátor byl sestaven v klasickém tfiíelektro-

dovém uspofiádání. Pracovní elektrodou byla visící rtuÈová kapková elektroda (HMDE) s plochou kapky 0.4 mm2; referentní elek-

trodou byla Ag/AgCl/3M KCl a pomocnou platinová elektroda. 

Základní elektrolyt (1 mmol.dm–3 Co(NH3)6Cl3 a 1 mol.dm–3 a amonn˘ pufr; NH3(aq) + NH4Cl, pH = 9.6) byl po kaÏd˘ch 5

anal˘zách vymûnûn. DPV parametry byly následující: poãáteãní potenciál –0.7 V, koneãn˘ potenciál –1.75 V, modulaãní ãas 0.057

s, ãasov˘ interval 0.2 s, potenciálov˘ krok 2 mV/s, modulaãní amplituda –250 mV, Eads = 0 V. Pro úpravu a vyhodnocování dat

byl pouÏit software GPES 4.9 (EcoChemie, ·v˘carsko).
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V˘sledky a diskuze
V práci byl srovnáván efekt pÛsobení

cytostatik cisplatiny a karboplatiny v 1,

0,1 a 0,01 μM koncentraci na senzitivní

a rezistentní bunûãné linie neuroblastomu

UKF-NB-4. Po uplynutí 0,5, 1, 2, 4, 6, 12,

24, 48 a 72 hod byla stanovena hladina

metalothioneinu v tûchto buÀkách. U rezi-

stentní linie byl pozorován nárÛst hladiny

MT v závislosti na koncentraci a druhu

cytostatika.

U karboplatiny byly zmûny v hladinû

metalothioneinu pozorovatelné jiÏ od

poãátku experimentu, kdy u dvou nejvy‰-

‰ích koncentrací byla hladina MT sníÏená

u rezistentních linií ve srovnání se senzi-

tivními. V 6. hodinû experimentu do‰lo

u rezistentních linií k prudkému nárÛstu

hladiny MT, kter˘ byl následován pokle-

sem a následn˘m prudk˘m zv˘‰ením hla-

diny MT u rezistentní nádorové linie od

48. hod. Tato zv˘‰ená hladina byla pozo-

rována po zbytek experimentu. U nejniÏ-

‰í koncentrace cytostatika byl pozorován

obdobn˘ trend, ale s ménû v˘razn˘mi

zmûnami (Obr. 1).

U cisplatiny lze rozdíly v hladinû MT

mezi senzitivní a rezistentní linií popsat

obdobnû, ale s tím rozdílem, Ïe zv˘‰ená

hladina MT se ustálila jiÏ po 24 h experi-

mentu (Obr. 2).

Kolísání hladiny MT u expozice cis-
platinû a karboplatinû s obdobn˘m prÛbû-

hem u v‰ech aplikovan˘ch koncentrací

cytostatika lze vysvûtlit poãáteãním vysy-

cením ve‰kerého volného MT cytostati-

kem a jeho následn˘m odstranûním z buÀ-

ky, coÏ se projevilo jako pokles hladiny

MT v buÀkách. Rezistentní linie na rozdíl

od senzitivní zareagovala na pfiítomnost

cytostatika zv˘‰ením exprese MT, coÏ

bylo zaznamenáno jako strm˘ nárÛst jeho hladiny. Zji‰tûné rozdíly v hladinû metalothioneinu jsou v dobré shodû s jiÏ dfiíve zji‰-

tûn˘mi poznatky o prÛbûhu detoxikace platinov˘ch cytostatik pomocí thiolov˘ch slouãenin, které zvy‰ují jejich schopnost pfie-

Ïívat v pfiítomnosti platinov˘ch cytostatik (Prusa, et al., 2006). 

Závûr
Ze získan˘ch v˘sledkÛ vypl˘vá, Ïe bunûãné linie neuroblastomu UKF-NB-4 rezistentní a senzitivní k cisplatinû reagují odli‰-

nû na pfiítomnost platinov˘ch cytostatik cis-platiny a karboplatiny. Hladina metalothioneinu byla zv˘‰ená u rezistentních neu-

roblastomov˘ch nádorov˘ch linií ve srovnání se senzitivními jiÏ po uplynutí 24 hod expozice. Dále bylo pozorováno, Ïe hladina

metalothioneinu se zvy‰uje v závislosti na koncentraci platinového cytostatika. Uvedené skuteãnosti naznaãují, Ïe metalothio-

nein hraje roli v rezistenci nádorov˘ch bunûk k platinov˘m cytostatikÛm.
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