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Uvod
nové diagnostikovano vice nez 50 tisic pfipadli nddorového onemocnéni u lidi rizného véku a pfiblizné polovina z nich nddoro-
vému onemocnéni podlehne (Abrhamova, 2005, Jurickova, 2006). Chemoterapeutika na bazi platinovych komplext jsou v sou-
Casnosti pouzivdna v chemoterapii Sirokého spektra malignich onemocnéni. Biologickd aktivita prvniho platinového cytostatika
— cisplatiny (cis-diamin-dichlor-platina), byla objevena v roce 1965 béhem studia vlivu elektrického proudu na rast bakterii. Od
té doby byly syntetizovany a ovéfeny jako antikancerogenni medikament stovky platinovych komplext, z nichZ nejznamé;jsi jsou
cisplatina, karboplatina, oxaliplatina, lobaplatina a ormaplatina. Ackoliv je cisplatina uspé$né pouzivdna v chemoterapii zhoub-
nych nidort vice nez 25 let, jeji biochemicky mechanismus tcinku stile neni detailné prozkouman. Cytotoxicky ucinek cispla-
tiny spociva ve vzniku aduktd s DNA, pfedev§im na guanin a adenin, coZ ma za ndsledek prokiiZeni vladken DNA a tim naruse-
ni mitozy.

Z tady klinickych studii je zndmo, Ze rezistence vii¢i cytostatikiim je ¢astou piicinou selhdni terapie (Lindgren, et al., 2006,
Logachenko, et al., 2005). Rezistence nddorovych bunék k cytostatikiim vznika riiznymi mechanismy a cely proces je na drovni
buniky multifaktoridlni. Obzvl4sté¢ komplikovand je terapie nidorového onemocnéni pfi vzniku mnohocetné 1ékové rezistence
(MDR; multidrug resistance). Jednou z pficin rezistence nddorovych bunék je sniZend koncentrace cytostatik v misté cilii piso-
beni lé¢iva. Na zmény hladiny cytostatik v butikdch se podili nékteré membranové proteiny jako Pgp, MRP a LRP. SloZitost vzni-
ku MDR dokladaji i zmény fady gent dcastnicich se apoptdzy nebo nddorovych supresori, dal§im faktorem MDR rezistence
miZe byt pfimé detoxikace cytostatik, nej¢astéji je zvySena aktivita enzymda, které xenobiotika oxiduji ¢i konjuguji s endogen-
nimi konjuga¢nimi ¢inidly. Kromé vySe uvedenych mechanisml je mozné spojovat vznik MDR rezistence se zvySenou expresi
nizkomolekuldrniho proteinu metalothioneinu (MT). Metalothionein patfi do skupiny intracelularnich, nizkomolekuldrnich na
cystein velmi bohatych proteinti (obsah Cys az 30 % v molekule proteinu) o molekulové hmotnosti 6-10 kDa. MT se sklddaji ze
dvou vazebnych domén a, f které jsou sloZeny z cysteinovych klastrii. N-termindlni ¢4st peptidu je oznacena jako -doména, ma
tfi vazebna mista pro dvojmocné ionty; C-termindlni ¢ast peptidu (a-doména) ma schopnost vyvazat ¢tyfi dvojmocné ionty kovd.
V piipad€ jednomocnych iont kovli je MT schopen vazat celkem 12 atomi (Kégi, 1993, Kégi and Schiffer, 1988). Tato schop-
nost metalothioneinu miZe mit za néasledek sniZeni terapeutické hladiny volného cytostatika a tim zvySovat schopnost rezistent-
nich nddorovych bunék piezivat v pfitomnosti terapeutickych davek cisplatiny.

Material a metody

Chemikdlie. Pokud neni uvedeno jinak, v§echny chemikdlie byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich, USA.

Biologické vzorky

Bunéné linie odvozené od neuroblastomu vysokého rizika a od nich odvozené linie rezistentni k cis-platin€ byly kultivova-
ny v pfitomnosti 1, 0,1 nebo 0,01 uM cis-platiny nebo karboplatiny.

Priprava biologického vzorku

Vzorky byly mechanicky homogenizovany za sniZené teploty, centrifugovany po dobu 30 min pfi 4 °C, 15 000 g (Eppendorf
5402, USA). VétSina balastnich proteint byla odstranéna tepelnou denaturaci (15 min po dobu 99 °C v termobloku Eppendorf
5430, USA) a naslednou centrifugaci pfi 4 °C, 15 000 g po dobu 15 min (Eppendorf 5402, USA).

Elektrochemickd analyza

Vzorky bunék byly analyzovany na piistroji 747 VA Stand ve spojeni s 746 VA Trace Analyzer a 695 Autosampler (Metrohm,
Svycarsko) s chlazenym prostorem pro uloZeni vzorkt (4°C). Elektrochemicky analyzator byl sestaven v klasickém t¥ielektro-
dovém usporadani. Pracovni elektrodou byla visici rtutova kapkova elektroda (HMDE) s plochou kapky 0.4 mm?; referentni elek-
trodou byla Ag/AgCl/3M KCl a pomocnou platinové elektroda.

Zékladni elektrolyt (1 mmol.dm—3 Co(NHj3)¢Cl; a 1 mol.dm-3 a amonny pufr; NHs(aq) + NH,CI, pH = 9.6) byl po kazdych 5
analyzach vyménén. DPV parametry byly nésledujici: po¢atecni potencidl —0.7 V, kone¢ny potencidl —1.75 V, modulacni ¢as 0.057
s, Casovy interval 0.2 s, potencidlovy krok 2 mV/s, modula¢ni amplituda —250 mV, E,4; = 0 V. Pro tpravu a vyhodnocovéni dat
byl pouzit software GPES 4.9 (EcoChemie, Svycarsko).
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Vysledky a diskuze

V praci byl srovnavan efekt plisobeni
cytostatik cisplatiny a karboplatiny v 1,
0,1 20,01 uM koncentraci na senzitivni
arezistentni bunécné linie neuroblastomu
UKF-NB-4. Po uplynuti 0,5, 1, 2, 4, 6, 12,
24, 48 a 72 hod byla stanovena hladina
metalothioneinu v téchto buiikich. U rezi-
stentni linie byl pozorovan nartst hladiny
MT v zavislosti na koncentraci a druhu
cytostatika.

U karboplatiny byly zmény v hladiné
metalothioneinu pozorovatelné jiz od
pocatku experimentu, kdy u dvou nejvys-
Sich koncentraci byla hladina MT sniZena
u rezistentnich linii ve srovnani se senzi-
tivnimi. V 6. hodiné€ experimentu doslo
u rezistentnich linii k prudkému narastu
hladiny MT, ktery byl nasledovan pokle-
sem a ndslednym prudkym zvySenim hla-
diny MT u rezistentni nddorové linie od
48. hod. Tato zvySend hladina byla pozo-
rovana po zbytek experimentu. U nejniz-
§i koncentrace cytostatika byl pozorovin
obdobny trend, ale s méné vyraznymi
zménami (Obr. 1).

U cisplatiny 1ze rozdily v hladiné¢ MT
mezi senzitivni a rezistentni linii popsat
obdobné, ale s tim rozdilem, Ze zvySena
hladina MT se ustdlila jiZ po 24 h experi-
mentu (Obr. 2).

Kolisani hladiny MT u expozice cis-
platin€ a karboplatin€ s obdobnym pribé-
hem u vSech aplikovanych koncentraci
cytostatika lze vysvétlit po¢ate¢nim vysy-
cenim veSkerého volného MT cytostati-
kem a jeho naslednym odstranénim z buii-
ky, coz se projevilo jako pokles hladiny
MT v buiikach. Rezistentni linie na rozdil
od senzitivni zareagovala na pfitomnost
cytostatika zvySenim exprese MT, coz

Obr. 1,2

(a) Rozdil obsahu metalothioneinu mezi rezistentni a senzitivni neuroblastomovou
nadorovou linii UKF-NB-4 v zavislosti na dobé expozice tfem koncentracim kar-
boplatiny (1, 0.1 a 0.01 uM)

(b) Rozdil obsahu metalothioneinu mezi rezistentni a senzitivni neuroblastomovou
nadorovou linii UKF-NB-4 v zdvislosti na dob& expozice tfem koncentracim cis-
platiny (1, 0.1 a 0.01 uM).

bylo zaznamenano jako strmy nérast jeho hladiny. Zji$téné rozdily v hladin€ metalothioneinu jsou v dobré shodé¢ s jiz dfive zjis-
ténymi poznatky o prib&hu detoxikace platinovych cytostatik pomoci thiolovych sloucenin, které zvySuji jejich schopnost pre-
Zivat v pfitomnosti platinovych cytostatik (Prusa, et al., 2006).

Zavér

Ze ziskanych vysledki vyplyva, Ze bunécné linie neuroblastomu UKF-NB-4 rezistentni a senzitivni k cisplating reaguji odlis-
né na pfitomnost platinovych cytostatik cis-platiny a karboplatiny. Hladina metalothioneinu byla zvyS$end u rezistentnich neu-
roblastomovych nddorovych linii ve srovnani se senzitivnimi jiZ po uplynuti 24 hod expozice. Dile bylo pozorovano, Ze hladina
metalothioneinu se zvySuje v zavislosti na koncentraci platinového cytostatika. Uvedené skute¢nosti naznacuji, Ze metalothio-
nein hraje roli v rezistenci nidorovych buné€k k platinovym cytostatikiim.
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