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Journey forward
Cesta vpted

Diagn6za: RAKOVINA
Tonuti v mofi vzteku, zoufalstvi a beznad¢je
Zrazeni zevnitf.
Testy-operace-lécba
Potom; NADEIJE ... ZNOVUZROZENI
Novy zacatek Zivota plného vasné
STESTI!

Budoucnost
A, jeste jednou
VYLECENI
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Seznam pouzitych zkratek

CV — cyklické voltametrie (Cyclic Voltammetry)

DPP — diferenc¢ni pulzni polarografie (Differential Pulse Polarography)

DPV — diferen¢ni pulzni voltametrie (Differential Pulse Voltammetry)

CPSA — chronopotenciometricka rozpoustéci analyza za konstantniho proudu (Constant
Current Chronopotenciometric Stripping Analysis)

AAS — atomova absorp¢ni spektroskopie (Atomic Absorption Spectrometry)

HMDE - visici rtut'ova kapkova elektroda (Hanging Mercury Drop Electrode)

DME — kapajici rtutova elektroda (Dropping Mercury Electrode)

GCE - elektroda ze skelného uhliku (Glassy Carbon Electrode)

PGE - elektroda z pyrolytického grafitu (Pyrolytic Graphite Electrode)

CPE — kompozitni uhlikové elektrody (Composite Carbon Electrode)

HOPGE - elektroda z vysoce orientovaného pyrolytického grafitu (Highly Oriented Pyrolytic
Graphite Electrode)

SCE — nasycena kalomelova elektroda (Saturated Calomel Electrode)

AdTSV — adsorptivni pfenosova rozpoustéci voltametrie (Adsorptive Transfer Stripping
Voltammetry)

E, - potencial piku (Potential of Peak)

Esw - potencial bodu obratu (Switching Potential)

I, — kapacitni proud

Ii; — ireverzibilni proud

Ik - kineticky proud

I, — proud piku

I4 — diftzni proud

ta —doba akumulace

MT — metalothionein (Metallothionein)

ZN — zhoubny novotvar
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1. Uvod

Pti pohledu na zebficek nejCastéjSich ptiCin umrti ve vyspélych zemich zjistime, ze prvni
misto zaujimaji kardiovaskularni nasledované nadorovymi onemocnénimi. Podle Svétové
zdravotnické organizace (WHO) je kazdym rokem ve vyspélych zemich diagnostikovéano asi
11 miliont pfipadii onemocnéni malignim nadorem a piedpoklada se, ze v roce 2020 bude
nové diagnostikovanych ptipadi vice nez 16 milioni. Nyni jsou nddorova onemocnéni
pric¢inou smrti vice nez 6,7 milionu lidi celosvétoveé, coz znamena, ze priblizné kazdych pét
sekund na Zemi umira jeden ¢lov€k na zhoubny novotvar. Z téchto divodi vytvotila WHO
vroce 2002 Univerzalni program pro kontrolu rakoviny, ktery je moZzny adaptovat pro
jakoukoliv zemi na svété. Jednim z hlavnich bodi tohoto programu je ,,Screening a v€asna
diagnostika nadorového onemocnéni“. Je velmi dobfe zndmo, ze vcasna diagnostika
nadorového onemocnéni velmi vyrazné zvySuje Sanci na uspéSnou lécbu pacienta trpiciho
timto onemocnénim. Proto, abychom mohli nddorové onemocnéni vcasné diagnostikovat,
potfebujeme ukazatel — nadorovy marker. Jsou to latky, obvykle proteiny, které jsou
produkovany v téle jako odpovéd na rist nadorového onemocnéni anebo samotnou
nadorovou tkani. Nékteré markery jsou specifické pouze pro jeden typ zhoubnych nadord,
zatimco dal$i jsou pouzitelné i pro vice typd. Témér vSechny dnes pouzivané markery jsou
detekovatelné nejen v pritomnosti nadorového onemocnéni. V dneSni dob¢ je v bézné praxi
pouzivana pouze hrstka nadorovych markert jako napt. specificky antigen prostaty. Mnoho
dalsich potenciondlnich markert je stidle studovédno, pficemz se kladou velké pozadavky na
snadnou detekci, dostupnost pro celou populaci (screening), zavislost na stddiu onemocnéni,
ukazujici vyvoj onemocnéni a objevujici se jiz pfi samotném zrodu onemocnéni — v€asna

diagnostika.

On Hearing the News. Vitézné dilo prvniho ro¢niku soutéze Lilly Oncology on Canavas
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I. Teoreticka ¢ast

Kazdym rokem je ve vyspélych zemich diagnostikovéano asi 11 milionti pfipadii onemocnéni
malignim nadorem a 6,7 milionu lidi na tuto nemoc umira. Narodni onkologicky registr Ceské
republiky poskytuje cenné informace o nové diagnostikovanych piipadech zhoubnych
onemocnéni (ABRHAMOVA 2005; ASCHERMANNOVA 2005; JURICKOVA 2006). V roce 2003
bylo nahlaseno 66 637 novych ptipadi zhoubnych novotvart a nadori in sifu (dg. C00-C97 a
D00-D09 dle 10. revize MKN). Incidence onemocnéni (absolutni i relativni pocty) je u muza
v soucasnosti jen nepatrn¢ vys$i nez u zen. Dlouhodobé u obou pohlavi incidence
zaznamenava rostouci trend. Pocet nové hlaSenych piipadi v roce 2003 byl u Zen téméet
dvojnasobny nez v roce 1975 (ABRHAMOVA 2005). Incidence ZN u muzl nartstala pomaleji,
mezi roky 1975 a 2003 se relativni ukazatel zvysil o 80 %. Tempo narlstu incidence
novotvarQ je plynulé a ani data pro rok 2003 nenaznacuji zvrat v tomto vyvoji. Absolutni
pocet zemielych v roce 2003 narostl na 29 195 (16 208 muzii a 12 987 Zen), coz je 26,2 % z
celkového podtu zemfelych v CR. Podle statistik jsou jednou z nejéast&jsich onkologickych
diagn6z zhoubné nadory traviciho ustroji, zejména kolorekta (dg.C18 az C21). Pfes zminéné
pozitivni zmény sniZeni standardizovaného poétu onemocnéni Ceska republika zaujima t&sné
za Mad’arskem druhou pfi¢ku v pomyslném Zebiicku nejvyssi amrtnosti na dg. C18 az C21 v
Evropé. Jako pozitivni lze oznaclit vyvoj rakoviny délozniho hrdla (dg. C53). Nové hlasené
ptipady zhoubnych onemocnéni se tykaji pfedevsim osob starSich 60ti let. Zhoubné nadory u
zen jsou v uhrnu diagnostikovany v mladSim véku nez u muzi, nebot’ nékteré diagnozy jsou
pocetné uz ve vékové skupiné 30-59 let (ABRHAMOVA 2005; JURICKOVA 2006). Z téchto
diivodti vyhlasilo Ministerstvo zdravotnictvi CR a Ceska onkologicka spole¢nost program
zamétfeny na pokles vyskytu zhoubnych onemocnéni v Ceské populaci, ktery se ma, kromé
jiného, zaméfit na zlepSeni vc€asné diagnostiky mezi néz nélezi i1 hledani novych

potencionalnich nadorovych markera.
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1. Nadorova onemocnéni

1.1. Vznik zhoubného nadoru

Definovat, co je vlastné rakovina, je pomérné¢ obtizné. Slovo vychazi z feckého slova karkinos
= rak, nebo onkos = krab a z latinského cancer = rak. Rychlost, s jakou se buitka mnozi a
roste, patfi k velmi piisné fizenym biologickym procesiim, které zajist'uji, aby mira bunécné
proliferace odpovidala specifickym potfebam celého organismu. Vzacné dochéazi k porucham
téchto regulaci a buiika se zac¢ind nekontrolovatelné d¢lit. Populace takovychto nechténych
bun¢k, které neodpovidaji na prirozené signaly pro utlumeni ristu, pak tvofi nador. Rychle
proliferujici naddorové bunky predstavuji pro télo jistou zatéz, ale pokud v nich nedojde
k dal$im zméndm, které zptisobuji maligni konverzi, neohrozi zivot celého organismu. Buiiky,
které se sice rychle mnozi, ale jejich funkce a morfologie je zachovana vytvari benigni
nadory. Benigni nadory zlistavaji velmi dobfe lokalizované a nesifi se do svého okoli. Maligni
buiikky maji snahu pronikat do svého okoli (invazivita), ale i na vzdalena mista (metastazy).
Podstata pfemény zdravé bunky na nadorovou — tzv. maligni transformace — je doposud
zahalena fadou otdzek a nejasnosti. U nadorovych bunék jsou pozorovany vyrazné zmeny
v jejich diferenciaci a DNA (LEE et al. 2004). Vznik maligniho onemocnéni je nékolika
stupiiovy proces vzniku mutaci genti kontrolujicich proliferaci, diferenciaci a zanik bunék

(Obr. 1).

mutace
rﬂ’f’f
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Obr. 1.: Klonalni vyvoj nadorovych buné¢k. 1. mutace znamena pocatek nadorové transformace. Bunky s 1. a 2.
mutaci postupné v nadorové tkani prerustaji nebo nahrazuji buniky s 1. mutaci. Dalsi mutace (genetické zmény)
podnécuji bunéfnou populaci k veEtsi agresivité. Subklonalni geneticka heterogenita nadoru je odrazem
postupujiciho vyvoje nadorové tkané. Pievzato z hitps://www.zdraveentra.cz/cps/rde/xchg/zc/xsl/3141 _1486.html.

Ackoli nékteré¢ formy nadort jsou dédicné, vétsSina vznika na podkladé mutace somatickych
bun¢k a je zpiisobena chybami v replikaci DNA nebo plisobenim kancerogenti. Ucebnicovym

piikladem je efekt UV-zéafeni na vzniku dimert dvou sousedicich pyrimidinti. Tato zména

Michal Svoboda -10-
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prekazi normélni transkripci i replikaci DNA. Uginek X-paprski (ionizujici zateni) je odlisny:
dochazi k rozstépeni (preruseni) DNA-fetézce; vznikaji tak volné fetézce DNA, které musi
byt beze zbytku opét navazany opravnym mechanismem. Nestane-li se tak, mize dojit k
translokaci urcitych tsekti chromosomi, coz byva pficinou aktivace specidlnich gent
oznacovanych jako protoonkogeny. Jedna geneticka zména vsSak nestaci navodit maligni
transformaci bunky; ta obvykle vznikd az po nckolika (5ti az 10ti) genovych mutacich v
priabéhu fady let. Genovd zména navodi vznik nddorového fenotypu v mozném sledu:
proliferace epitelové bunky — hyperplazie — adenom — dysplazie — karcinom ,,in situ" —
karcinom invazivni. Pfeména normalni tkan¢ organismu do stavu invazivni nadorové choroby
trva v pruméru 5 — 10 let. Prabéh kancerogeneze byva ¢lenén do tii stadii:

. Odezva organismu

Somatické genetické
Zmeény

Patencial
agresivity

Hyper- Klonalni Invazivni Metastazy
plazie dysplazie progrese
Angiogeneze

1 1 1
&diéna Aktivace onkogenii cas
Dédiéna il -
; ; ztrata heterozygozi
plecispazice geneticky karyotyp instability
defekt v opravach DNA

Obr. 2.: Schéma vyvoje tumorigeneze. Pfevzato z https://www.zdravcentra.cz/cps/rde/xchg/zc/xsl/3141_1486.html.

(1) Iniciaéni stadium, které piedstavuje prvotni genetickou udalost, tj. mutaci urcitého
kritick¢ého genu. Jde o obdobi casové kratké, ale nevratné; iniciovanym bunkam piinasi
rustovou selekéni vyhodu. Buiika tak ziskava potencidl maligni transformace; v tomto stadiu
se muze proces zastavit. (2) Promo¢ni stadium, které trva 1éta, az desetileti; postizené bunky
(klon) jsou stimulovany jesté k intenzivnéjsi proliferaci. Promocni faktory samy o sobé nejsou
vSak schopny vyvolat maligni nadorovou transformaci, jen ji podpofit. Intenzita promoc¢nich
mechanisml musi dosahnout urcitého stupné, aby byl iniciovany klon stimulovén, a naopak
odstranéni podplrnych faktori muze proces kancerogeneze zpomalit nebo i1 zastavit. (3)
Stadium progrese je charakterizovano dal$im postupnym nahromadénim genetickych zmén
jako je (a) nekontrolovany riist pro trvalou aktivaci signalni transdukce ristového stimulu, (b)
alterace kritickych bodt bunécného cyklu, (c) deregulace DNA- transkripcnich faktorii. Nador

zustava nejprve v misté svého vzniku, ale aktivaci dalSich faktora se zacne §ifit do nejblizsiho
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okoli (invaze) a cestou krevniho ob¢hu na mista vzdalend (metastazy). Velmi dulezitou
podminkou pro rast nadoru je dostatecny piisun zivin a kysliku, ktery musi byt zajistén

vytvoienim cévniho zasobeni (nadorova neoangiogeneze), viz. Obr. 2.

1.2. Benigni a maligni nadory

Podle zptsobu S$ifeni nddoru, a tim daného klinického chovani, rozdélujeme nadory na
benigni a maligni. Rozdil v Sifeni jednotlivych nadori je dan hlavné rtiznosti v enzymatické
vybavé a vlastnostech bunéénych povrchli u bunck riznych nadorit ve srovnani s buitkami

netransformovanymi (Obr. 3).

Intracelulami
oblast thyrosin-
kinasa)
- (1D

Dby posel
(fosforyl. protein)

mAHA—+PROTEIN

Obr. 3.: Schéma bunééné regulace. Pfevzato z https://www.zdraveentra.cz/cps/rde/xchg/zc/xsl/3141_1486.html.

Buiiky benignich (nezhoubnych) nadori nemaji oproti jinym proliferujicim bunikam bunécné
povrchy vyrazné zménény, a proto je jejich rlst pouze expanzivni. Rostou vétSinou pomalu,
maji organoidni stavbu a jsou homologni, zistdvaji ohranicené, Casto vazivové opouzdiené a
na okoli piisobi vétSinou pouze tlakem, ktery mechanismem atrofie miize vytvaret sekundarni
pouzdro i u nadort, které vlastni pouzdro nemaji.

Maligni (zhoubné) nadory na rozdil od benignich rostou viici okoli agresivné a jsou neptesné
ohranicené. Zména povrchové struktury malignich bunék zplisobuje zménu reaktivity pfi
kontaktu s jinymi buiikami. To mé za nasledek propagaci tkanovymi Stérbinami — infiltrativni
rust. Pfitomnost protedz a dalSich enzymii na jejich povrchu vede pii proliferaci k destrukci
okolnich tkani (invazivni rast), ktery je cCasto provazen krvacenim znaruSenych cév.
K neohranicenosti pfispiva i snizena kohezivita mezi malignimi butikami a sniZzena adhezivita

nadorovych bunék ke tkanovym membrandm, obé podminéné poruchou mezibunéénych spojt

Michal Svoboda -12-
SPSCH Brno, Vranovskd


https://www.zdravcentra.cz/cps/rde/xchg/zc/xsl/3141_1486.html

Sttedoskolskéa odborna ¢innost
06 - zdravotnictvi
Brno, 2006

v ramci zmén bunécnych povrchli. Zmény povrchii vedou i k ziskani vétsi motility nddorové
bunky, a tim k usnadnéni prostupu hostitelskou tkani (VORLICEK 1995). VSechny zminéné
vlastnosti enzymatické vybavy a povrchi bunék malignich nddorti podminuji 1 dal§i velmi
charakteristickou vlastnost maligniho nddoru, kterou je nadorovy rozsev — metastazovani.
Metastazovani nadoru je vytvareni dcefinych patologickych lozisek v mistech vzdéalenych od
primarniho nadoru. Cely proces probiha ve tfech fazich. Prvni fazi je uvolnéni nadorovych
bunék z primarniho nadoru hystolytickymi faktory agresivniho rastu, ale i mechanickymi
vlivy, napt. intratumor6znim tlakem. Druha faze je pfedstavovana transportem nadorovych
bunék na nové misto, probihajicim bud’ ve form¢ implantacnich metastaz (oddrolovani Castic
a jejich ujimani na vzdaleném misté dutiny), lymfogennich metastaz (Sifeni nadorovych
bunc¢k lymfatickymi cévami) nebo hematogennich metastaz (Sifeni nadorovych bunék
krevnimi cévami). Treti fazi je etablovani uvolnénych a transportovanych nadorovych bunék
na novém misté. Tato faze je pro vysledny nadorovy rozsev nejpodstatnéjsi a jeji uspésnost je,
stejné jako u obou piedchozich, dana faktory nadorové bunky i faktory hostitelskymi (PEPPER
et al. 2003).

Michal Svoboda -13-
SPSCH Brno, Vranovskd



Sttedoskolskéa odborna ¢innost
06 - zdravotnictvi
Brno, 2006

2. Charakteristika vybranych zhoubnych nadoru

Tato prace byla zaméfena na studium zmény obsahu metalothioneinu u deseti riznych druht

zhoubnych nadorovych onemocnéni.

2.1. Maligni melanom

Maligni melanom vznikd maligni pfeménou melanocytl, bunc¢k neuroektodermalniho
puvodu, vyskytujicich se predev§im v kiizi, v duhovce a spojivece, méné¢ ve sliznicich.
Nejcastéji se vyskytuji kozni formy melanomu. Slizni¢ni melanomy jsou vzacné. Uvedlni
melanom je pies relativné nizkou incidenci nejcastéjsim zhoubnym nadorem oka. Incidence
melanomu trvale roste u muzl i u zen. Vyskytuje se prakticky béhem celého produktivniho
véku s maximem od 30 do 70 let. Mirnou tendenci pomalejSiho nartistu mortality ve srovnani
s ristem incidence lze vysvétlit jen vysSim zachytem ponckud casnéjsich, a tedy prognosticky
priznivéjsSich stadii vlivem obecné lepsi informovanosti obyvatelstva, protoze k vyraznéjSimu
pokroku v l1é€bé melanomu dosud nedoSlo. Rizikovym faktorem pro vznik maligniho
melanomu vznikajiciho nejcastéji z plosného pigmentového pigmentového névu je expozice
UV zafeni, zejména jeho B slozce. Maligni melanom se vyskytuje ve ctyfech formach:
Lentigo maligna, akralni melanom, nejCastéji se vyskytujici Superficidlni melanom a
prognosticky velmi nepfiznivy noduldrni melanom s vyraznym vertikdlnim ristem do
hlubsich vrstev kiize. Obcas se setkdvame s melanomem az ve fazi uzlinovych metastdz, aniz
se podafi nalézt primarni loZisko (LAUEROVA et al. 2002). Pribéh onemocnéni je velmi
variabilni vzacné nejsou ptipady velmi pomalé progrese trvajici mnoho let, ani fulminantni
pribéhy s rychlou organovou diseminaci z primarniho loziska béhem nckolika mésici.
Melanom metastazuje lymfogenné i hematogenné, ve vétsing ptipadi se vSak metasazy objevi
nejprve v regiondlnich uzlindch nebo lymfatikdch ve sméru k regiondlni uzlinové oblasti.
Znacnou afinitu md melanom ke ktzi a podkozi. I vzdaleny rozsev je Casto po dlouhou dobu
omezen pouze na vysev koznich a podkoznich metastdz, jichz miize byt i n€¢kolik desitek az
stovek, bez viscerdlni diseminace. Krom¢ psychické alternace z progrese onemocnéni tito
pacienti nijak zvIast' netrpi a zlom se dostavi az pfi rozvoji plicnich, jaternich nebo
mozkovych metastaz. Zakladni a jedinou vskutku u¢innou 1écbou je chirurgicky vykon, jehoz
kurativni moznosti jsou vSak omezeny pouze na lokalizované faze onemocnéni. Radioterapie
se bézné neprovadi a chemoterapie vykazuje velmi malou ucinnost s pfiznivym efektem

trvajicim jen nékolik mésicii (KAVANAGH et al. 2005).
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Obr. 4.: Morfologicky projev maligniho melanomu. Pievzato z http://www.onmeda.de/krankheiten/melanom.html.

2.2. Zhoubny novotvar prsu

Zhoubné nadory mlécné zlazy jsou nejcastéjSim nadorovym onemocnénim zenské Casti
populace ve vyspélych zemich. U muzi je vyskyt zanedbatelny — asi 1 %. Pocet nové
hlasenych onemocnéni rakovinou prsu se za poslednich 20 let témét zdvojnasobil. Vyskyt
karcinomu prsu je ojedinély u Zen mladSich 25 let, zvySuje se s vékem a nejcastéjsi je mezi
40. az 60. rokem. VétSina zhoubnych 1€ézi prsu jsou priméarné epitelarni karcinomy. U tohoto
zhoubného nadoru rozliSujeme pét forem: lobularni karcinom, nejcastéjsi duktalni invazivni
karcinom, Pagetliv karcinom, cystosarcoma phyllodes a inflamatorni typ difuzniho karcinomu
vyznacujici se vysokou agresivitou a velmi Spatnou prognézou. Karcinom prsu se Sifi
lymfatickou cestou do regionalnich miznich uzlin, bézny hematogenni rozsev je do plic, kosti
jater, vzacnosti nejsou metastazy do mozku. Postizeni mékkych tkani hrudni stény vcetné

ktze byva Casté (HARRIS et al. 1992; VORLICEK 1995).

Pomozie nam v boji
proti rakoviné prsu

Kdyz hledéate pomoc

Obr. 5.: Zhoubny nador prsu patii k velmi zdvaznym onemocnénim soucasnosti nacez zasluzné upozoriuji i
nékteré spoleCnosti. Prevence je zakladnim kamenem boje se zhoubnymi nadory. Prevzato z
http://www.brantese.cz/default.html.

Nejbéznéjsim piiznakem choroby je vice ¢i méné ndpadny infiltrat tuhé konzistence
v kterékoliv oblasti prsu, nejcastéji v zevnich kvadrantech, ktery nemusi Cinit zddné obtize,

obvykle vSak na sebe upozorni tupou nebo bodavou bolesti. Jindy jde o ploSnou infiltraci
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nebo ztlusténi nékteré ¢asti prsu, bez ziejmé loziskové infiltrace. Nador mize byt fixovan ke
ktzi nebo hrudni sténé, je-li ulozen pti bazi. Kozni zmény predstavuji vtazeniny kize nad
nadorem, edém kiize, ekzematoidni zmény nebo infiltrace bradavky a dvorce, rozsifeni zilni
kresby prsu, lokalizovany nebo difiizni erytém, nddorova infiltrace a exulcerace kiize. Postup
pfi 1é€bé nadoru prsu zavisi na klinickém stadiu nemoci. Je-li nemoc zachycena jiz
v pocatcich, pfistupuje se ke kurativnimu chirurgickému zakroku. V pozdégjSich stadiich je
1é¢ba provadéna radioterapeuticky, chemoterapeuticky, poptipadé v pozdnich stadiich nemoci

paliativné (ABE et al. 1992).

2.3. Zhoubny novotvar plic

V Ceské republice zaujima zhoubny nador plic prvni misto mezi zhoubnymi nadory u muzi a
je na prvnim misté v pfi¢inach umrti na zhoubné nadory. Obvykle byva diagnostikovan u
osob ve véku 35 az 75 let, nejcastéjsi vyskyt je mezi 55. az 60. rokem Zzivota. Incidence
karcinomu plic ma stoupajici tendenci, a to pfedevS§im u Zen. Podobné jako u jinych
onemocnéni se na vzniku karcinomu podili celd fada faktorti exogennich (koufeni, pracovni
prostiedi), genetickych, imunologickych, hormonalnich i metabolickych (HECHT 1999).
Karcinomy plic predstavuji velmi riiznorodou skupinu nadora. Podle nékterych teorii vznikaji
ze spolecné buiky. Jiné teorie zastavaji ndzor, ze ptivod malobunécnych a nemalobunéénych
karcinom je odlisny. Rist zac¢ind v bazalni vrstvé epitelu bronchu, pozdéji nador intenzivné
prorustd do okoli a vétSinou metastazuje. Bronchogenni karcinomy muizeme rozdélit podle
histologick¢ho typu do 5 skupin: epidermoidni karcinom, malobunéény karcinom,
adenokarcinom, karcinom z velkych bun¢k a adenoepidermoidni karcinom, pti¢emz prvni tfi
typy se déli stejnou mérou asi o 90% diagnostikovanych nadori. Malobunéény karcinom se
vyznacuje rychlym ristem a vyraznym sklonem k metastdzovani do kosti, jater, centralniho
nervového systému, nadledvin, citlivosti k radioterapii 1 chemoterapii. Ostatni druhy
karcinomu plic rostou sice pomaleji, metastazuji pozdéji, jsou vSak malo citlivé na
chemoterapii i radioterapii. Pfiznaky onemocnéni zaviseji na lokalnim rozsahu nadoru, na
prorustani do okoli (mediastina, hrudni stény, pfilehlych organil) a na vzniku metastaz
(metastazuje lymfatickou 1 krevni cestou). Jejich rozsah je zna¢ny, od ptiznakl souvisejicich
pfimo s karcinomem (kasel, bolest hrudniku, dusnost) az po ptiznaky metastaz (bolesti hlavy,
patologické zlomeniny kosti, poskozeni jater) (ZIEGLER et al. 1996). Pii 1¢cbé musime
vychézet z histologického typu nddoru, ze stddia onemocnéni a z celkového klinického stavu.
Malobunéény karcinom je 1écen ve vétSiné pripadi chemoterapeuticky, radioterapie ¢i

chirurgicky zakrok jsou indikovany velmi ziidka. U ostatnich druht karcinomu je naopak
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chirurgicky zakrok jedinou cestou k uzdraveni a chemoterapie ¢i radioterapie se zatrazuji

pouze pro zlepSeni kvality zivota (BECK et al. 1988).

2.4. Zhoubny novotvar Stitné zlazy

Maligni onemocnéni §titné zlazy tvoii heterogenni skupinu nadort, které se vyskytuji
lokalizaci tumort endokrinniho systému a tvoii 89 % vSech endokrinnich malignit. Nej€astéji
se vyskytuje u pacientl ve véku od 25 do 65 let. Progn6za onemocnéni zavisi na typu
karcinomu, rozsahu onemocnéni a u urcitych druhti karcinomu také na v€ku pacienta. Nékteré
dobie diferencované karcinomy rostou tak pomalu, ze diagnéza malignity zde zalezi spiSe na
lokalni invazivni progresi nez na histologickém typu. Prognéza dodie diferenciovanych typt
je vyrazné lepsi u mladSich nemocnych. Mezi mozné pfiCiny karcinomu S§titné zlazy patii
chronickd TSH stimulace $titné Z14zy, nedostatek ¢i nadbytek jodu, anamnéza radiaéni terapie
v oblasti krku. Svoji roli hraji i1 genetické faktory, pifitomnost nékterych onkogenii a
pritomnost uzli ve §titné zlaze. Zhoubny nador Stitné zlazy se vyskytuje ve Ctyfech formach:
necastéjsi papilarni adenokarcinom, folikularni karcinom, medularni karcinom a anaplasticky
karcinom vyznacujici se velice Spatnou prognozou (doba preziti pacienta vétSinou nepiesahne
2 roky) (FARID et al. 1994). Jediné kauzalni feSeni karcinomu S§titné zlazy je chirurgické, a
proto se chirurgicky zakrok doporucuje u vSech uzli prokazatelné malignich a suspektné
malignich. Radia¢ni terapie, chemoterapie a terapie radioaktivnim joédem se uziva u
inoperabilnich karcinomu ¢i v terapii metastdz a pokrocilého onemocnéni(SCHMUTZLER and

KOEHRLE 2000).

2.5. Zhoubny novotvar ledviny

Tento nador tvofi asi 3 % vSech malignit. Postihuje ¢astéji muze nez zeny, vpoméru 2:1,a
vyskytuje se prevazné u osob nad 60 let véku nebo u déti. Zvysené riziko vzniku nadoru
ledvin je popisovano u obezity, roli hraje také zevni prostiedi, vlivy hormonalni, faktory a
vyznamny vliv byl potvrzen u koufeni cigaret. Nadory se také vyskytuji u nemocnych
v termindlni f4zi onemocnéni ledvin, naptiklad u cystické choroby ledvin. Riziko vzniku
nadoru ledvin u dialyzovanych pacienti vzristd 30x (MCLAUGHLIN and LIPWORTH 2000).
Néador vznika z epitelidlnich bun¢k proximalniho tubulu a vyskytuje se v n¢kolika variantach
bunéénych typl: karcinom ze svétlych bunck, z granularnich buné¢k a vietenitd nebo

v

sarkomatoidni varianta. Prognosticky nejpfiznivéjsi je varianta ze svétlych bunék.
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Sarkomatoidni varianta ma nejhorsi prognézu. VétSina zhoubnych nddort ledvin ziistava
dlouhou dobu néma. S typickou triadou potizi — bolest v bederni krajin¢€ nebo bfise, hematurie
a hmatny tumor v bfiSe — pfichadzi jen neceld pétina nemocnych. Mnohdy se nador poprvé
manifestuje az vzdalenymi metastdzami. Nejcastéjsi lokalizaci metastdz jsou plice, pak mekké
tkan¢, kostni metastdzy, metastazy do kiize a mozku. Z klinickych obtizi jsou Casté horecky
malatnost, té¢zka Gnava a hubnuti. Pouze chirurgicka lécba davd nemocnému s lokalizovanym
zhoubnym nadorem ledviny nadéji na vyléceni. Zhoubny nador ledviny je totiz zndm svou

rezistenci k cytostatikim 1 hormonalni 1é¢bé (VORLICEK 1995).

2.6. Zhoubny novotvar jicnu

Zhoubny nador jicnu piedstavuje 4 % nadort traviciho traktu. Jako mozné pficiny
onemocnéni se udava Castd konzumace vielych napojii a kancerogenli v potrave. Zhoubné
nadory jicnu se vyskytuji Castéji u kurdkll a pravidelnych konzumentti alkoholu, rovnéz je
pozorovan castéjsi vyskyt malignit doprovazejicich riiznd jind onemocnéni jicnu. Nejcastéji
byva postizena stfedni €ast jicnu. Makroskopicky se jedna hlavné o ulcerézni formu,
polypozni nebo infiltrativni rist. Mikroskopicky byva nejcastéjsi formou skvamoézni
plochobunéény karcinom. O adenokarcinom se jednd méné nez v 10 % nadort. ProtoZe jicen
neni kryt ser6zou, nador se velmi rychle a lehce S$ifi do okoli. Metastazuje lymfatickou 1
krevni cestou, nejcastéji do mediastina, plic, jater, mozku a kosti (RIBEIRO et al. 1996).
Onemocnéni je provazeno bolesti na hrudi pfi polykani, infiltraci okolnich struktur pak vznika
bolest stald. Ztizend prGchodnost jicnu zpusobuje regurgitaci, pii které hrozi aspirace.
Chirurgicka 1é¢ba je metodou prvni volby. Pokud to lze je provedena totalni ezofagekotomii
s nahradou zaludkem nebo tlustym stfevem. Chemoterapie je problematickd a radioterapii Ize
vyuzit k pfedopera¢nimu zmenseni nadoru. Samostatna radioterapie ma pouze paliativni efekt

(LEE et al. 2005).

2.7. Zhoubny novotvar tlustého stieva

AZ v 99 % jsou zhoubné nadory tlustého stfeva tvofeny karcinomem, kterého v posledni dobé
neustale piibyva. V Ceské republice patii maligni nador tlustého stfeva k nejzavazn&jsim
malignitdm, protoze v incidenci jej pfed¢i jen karcinom prsu u Zen a karcinom plic u muzi.
Piivod vyskytu rakoviny tlustého stfeva neni sice plné€ objasnény, ale je jisté naptiklad to, ze v
50 % zde hraje roli vrozena dispozice. Z dalSich faktord je mozno jmenovat: nadbytecny

piijem zivociSnych tuki, nedostatek vldkniny a kancerogeny ve stravé. Typickym piiznakem
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onemocnéni je krvaceni. Pfi vétSich krevnich ztratich se objevuje krev ve stolici, napadné
jsou 1 jiné zmény ve vyprazdiiovani. Karcinom tlustého stfeva se vyskytuje ve 3 hlavnich
makroskopickych formach: exofyticky, exulcerovany a cirkuldrné¢ stenozujici nador.
Mikroskopicky jde vétSinou o adenokarcinom a hlenotvorny karcinom. Vice nez 50 %
malignit se nachazi v rektu, téméf 25 % v esovité klicce a zbytek v ostatnich ¢astech tracniku.
Asi 2 % karcinomli se vyskytuji ve vice lokalizacich (KELVIN and MAGLINTE 1987).
Zakladnim terapeutickym postupem u kolorektdlniho karcinomu je jeho chirurgické
odstranéni. Chirurgicka Iécba spociva v radikalnim odstranéni nddoru vcetné jeho spadovych
lymfatickych uzlin a v obnoveni kontinuity zazivaciho traktu. Chemoterapie je bud’ soucasti
pfipravy na operaci nebo je uzivana pii adjuvantni 1écb€. Radiacni terapie se ruting aplikuje
v ruznych davkach pied operaci. Zafeni je uzivano k zmenSeni nadoru. Pooperaéni
radioterapie se aplikuje vybérové podle stadia onemocnéni(KEMENY 1987; TOMITA et al.
1999).

2.8. Akutni lymfoblastika leukémie

Jde o maligni hemopatii charakterizovanou anomalni proliferaci a diferenciaci
hematopoetické prekurzorové bunky, ktera neni schopna vyvinu do normalni zralé¢ funkcni
populace. Hlavni rizikovou skupinou jsou déti do 10 let, druhym vrcholem vyskytu je pak
skupina lidi nad 50 let. U ALL rozeznavame tfi zdkladni typy: L1 ¢asty u déti, vyznacujici se
dobrou progndzou, L2 a na lé¢bu velmi Spatné reagujici typ L3. Onemocnéni se vyznacuje
vysokou afinitou k postizeni centradlniho nervového systému, ktery mize byt ¢asto i prvnim
mistem klinické manifestace onemocnéni nebo prvnim mistem postiZeni pfi relapsu choroby i
po dlouho trvajici remisi onemocnéni. V détském véku je lymfoblasticka leukémie (zejména
typ L1) uspésné léCena, fada déti se zda byt trvale vyléCena. U dospélych je progndza
podstatné horsi (Put and EVANS 1998). Lécba se fidi dle kombinovanych protokola
obsahujicich chemoterapii, hormonélni terapii a radioterapii. V prvni, u prognosticky
priznivych ptipadd vSak spiSe v druhé remisi, se pak pfistupuje ke transplantaci kostni

dfené¢(ARMITAGE 1994).

2.9. Neuroblastom
Neuroblastom je tfeti nejcastési pediatricky nddor, ktery je v priméru zodpovédny za 15 %
ze vSech umrti déti zpisobenych rakovinou (MARIS and MATTHAY 1999). Je to maligni naddor

skladajici se z nediferenciovanych neuroektodermalnich bunék (SCHWAB 1999). Klinickym

Michal Svoboda -19-
SPSCH Brno, Vranovskd



Sttedoskolskéa odborna ¢innost
06 - zdravotnictvi
Brno, 2006

znakem neuroblastomu je heterogenita. Nékteré z téchto nadorti podléhaji spontanni regresi
nebo diferenciaci do benignich ganglioneuront, nékteré jsou lé¢itelné chirurgicky s nepatrnou
nebo zadnou pooperacni l1éCbou, ale objevily se také ptipady, kdy se nador rozsifoval i
navzdory intenzivni multimodalni 1é¢bé. Tato klinicka diverzita izce koreluje s molekularné

biologickymi znaky tohoto nddoru (BEDRNICEK et al. 2005).

2.10. Nadory hlavy a krku

Néadory hlavy a krku zahrnuji oblast ktera je anatomicky vymezena od spodiny baze lebni az
po horni aperturu hrudniku. Oblast je velmi vyznamna smyslovymi centry, dale zde je i
spolecny zacatek a kitizeni polykacich a dychacich cest a touto oblasti prochazeji vyznamné
cévy nervy a bohaté propojena sit’ lymfatickych uzlin s vylUsténim mizovodu. Tyto
mnohocetné nadory maji nékolik spole¢nych ryst. Je to jednak predominance muzského
pohlavi a spolecny obecny rizikovy faktor — alkohol, tabdk, azbest a nikl (VOKES et al. 1993).
V oblasti hlavy a krku se nachazi obrovské mnozstvi bunck, které mohou dat vznik
nadorovému bujeni, avSak velkd vétSina nadori se vytvaii ze sliznic této oblasti. Mezi celou
fadou nejrtiznéjSich malignich nadort jde v pfevazné vétSiné o karcinomy v rizném stupni
diferenciace (MCKAIG et al. 1998). Obecné plati Ze chirurgickd resekce a na ni navazujici
radioterapie je jednou z hlavnich 1é¢ebnych metod nadort hlavy a krku. U malych nadort bez
metastaz je nckdy dostateCna chirurgicka lécba bez radioterapie, je téZ pouzivana i
radioterapie bez chirurgické 1écby. Chemoterapii je mozno pouzit budto ke zmensSeni
inoperabilniho nadoru, ktery se takto stane resekabilnim nebo k likvidaci metastdz (DIMERY

and HONG 1993).
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3. Metalothioneiny

Metalothioneiny (MT) patii do skupiny intracelularnich, nizkomolekularnich na cystein
bohatych proteinii o molekulové hmotnosti od 6-10 kDa (KASAHARA ef al. 1991; KIZEK et al.
2004b; KizZEK et al. 2004d). Diky své vysoké afinité k tézkym kovim (Zn, Cd, As, atd.) je
jejich hlavni funkci homeostaticka kontrola a detoxikace ionti kovi. Ze strukturnich modeld
lze ptedpokladat, ze molekula MT se skladd ze dvou vazebnych domén o a P které jsou
slozeny z cysteinovych klastri. Kovalentni vazby atomt kovii se ucastni sulthydrylové zbytky
cysteinli (Obr. 6). N-terminalni ¢ast peptidu je oznacena jako B-doména, ma tii vazebna mista
pro dvojmocné ionty a C-terminalni ¢ast (a-doména) ma schopnost vyvazat ¢tyfi dvojmocné
ionty kovili. V piipad¢ jednomocnych ionti kovli je MT schopen vazat celkem az 12 atomtl.
Klasifikacn€ byly MT rozdé€leny do tfid MT-1 a MT-II s ohledem na jejich primarni strukturu
a organismus, ze kterého byly izolovany. I. tfida zahrnuje sav¢i metalothioneiny tvofené 61 az
68 aminokyselinami s molekulovou hmotnosti 67 kDa. Ve II. tfid€ jsou zafazeny bakterialni

MT, proteiny se vzdalenou podobnosti k 1. tfidé (HAMER 1986).

ot
X

|:| cysteinylové skupina®,

p-doména ‘ tézky kov a—doména

Obr. 6.: Predpokladané schéma vazebnych domén (a a ) v molekule metalothioneinu. S: sulthydrylové zbytky
v molekule MT vazi ionty kovi.

3.1. Biosyntéza metalothioneinii v lidském organismu

Lidské MT patii do I. tfidy metalothioneinii a jsou kédovany rodinou gent vytvarejicich 10
isoforem. Vzniklé proteiny jsou rozd€leny do Ctyt skupin: MT-1, MT-2, MT-3 a MT-4. MT-1
protein existuje ve vice isoformach, respektive MT-1 protein vytvaii vice subtypl
kédovanych sadou MT-1 gentt (MT-1A, MT-1B, MT-1E, MT-1F, MT-1G, MT-1X).
V organismu dospélych jedinct jsou nejvice zastoupeny dveé isoformy MT (MT-1A, MT-2A),
které¢ se exprimuji ve vétsSin€ lidskych tkani, v mozkové tkéani je pfitomna pouze isoforma
MT-3 (n€kdy oznacovana jako ristovy inhibi¢ni faktor - GIF). V dlazdicovém epitelu je hojné
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zastoupena isoforma MT-4. MT-1 a MT-2 isoformy jsou obvykle exprimovéany v lidském
organismu ve velmi nizkych koncentracich. Jejich exprese vyrazné stoupa piti indukci mnoha
exogennimi a endogennimi faktory jako jsou UV zéfeni, té¢Zké kovy, stresové hormony, volné
kyslikové radikdly a cytokiny uvoliujici se zposkozené tkdné ¢i xenobiotika. O
molekularnim mechanismu exprese MT je prozatim znamo velmi malo, ale pravdépodobné¢ se
ho ucastni samotny kov vazbou na specificky transkripéni faktor, protein oznaceny jako metal

transription factor 1 (MTF-1).

STRES INFEKCE
hypofyzéln systém T-lymfocyty, T&zké kovy v systému
¢ makrofagy
glukokortikoidy Volné radikily €—————— . .
| buné¢na membrana
% kov-MT
v
GRF MTEF-1 MT —
\ jaderna

¢ # membrana
o Ea e O

Obr. 7.: Schéma regulace exprese MT genu. Vlivem stresovych faktori se zvySuje hladina cytokind
v aktivovanych T-lymfocytech a makrofazich. Hladina glukokortikoidii se pii stresu prostiednictvim téchto
cytokini zvySuje pres aktivovany hypofyzalni systém. Glukokortikoidy se v cytoplazmé vazou na GRF
(glucocorticoid receptor kompex) a ten pak aktivuje GRE (glucocorticoid responsive element). ZvySena hladina
kovti vazbou na MTF-1 (metal transkcription factor) naopak aktivuje MRE (metal response element) (MRE)
v promotorové oblasti MT genu. Reaktivni kyslikové radikaly jsou schopny aktivace MT genu prostfednictvim
antioxidant response elementu (ARE).

Komplex kov-MTF-1 pak v jadie nasedd na metal-responsive element (MRE) v promotorové
oblasti MT-genu a spousti jeho transkripci. Na syntéze MT se mohou podilet dalsi regulacni
proteiny prostfednictvim responzivnich elementl jako je glucocorticoid response element
(GRE), interferon response element (IRE), signal transducers and activator protein (STAT)
nebo antioxidant response element (ARE), dale vazebné receptory spojené s tvorbou druhych
posli ¢i aktivaci béznych transkripénich faktord (Obr.7). Jednotlivé isoformy metalothioneinti
se pak podileji na metabolismu detoxikace a homeostazy tézkych kovi, ucastni se ochrany
organismu pfed vzniklymi volnymi kyslikovymi radikaly a podporuji regeneraci poskozené

tkan¢ (ANDREWS 2001; HAMER 1986).
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Souvislost mezi hladinou metalothioneinu a rakovinou je na samém pocatku zkoumani.
Nejnovéjsi vyzkumy ovSem naznacuji, ze existuje vztah mezi mnozstvim metalothioneinu a
rychlosti rozvoje zhoubného nadoru (NAKAYAMA et al. 2002; THEOCHARIS et al. 2002).
Druhou a velmi zdvaznou otazkou pii studiu souvislosti mezi rakovinou a metalothioneinem
je zména jeho mnozstvi v pfitomnosti protinddorovych 1é¢iv (pfedevsim na bazi platiny). Pro
ovéteni téchto predpokladii je potfebné studovat zmény hladiny MT u pacientil se zhoubnymi

nadory.
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4. Nadorové markery

Nadorové markery jsou latky, které je moZno v organismu prokazat v souvislosti
s pritomnosti zhoubného nadoru. Jejich specifita, ale hlavné senzitivita jsou limitovany celou
fadou faktorti. VEtSinou negativni nalez nevylucuje pfitomnost zhoubného nadoru. Pokud byl
nadorovy marker nalezen, ma vyznam pro sledovani vyvoje onemocnéni u téhoz nemocného a
muze byt vyuzit pro urceni progndzy a sledovani Gc¢innosti 1écby (BATES 1991; VORLICEK
1995).

V soucasnosti je znama celd skupina riznych latek, predev§im proteinii vyuzivanych jako

nadorové markery. Jejich piehled je uveden v nésledujici tabulce.

Humoralni nadorové markery
¢ S nadorem asociované antigeny
0 diferenciacni, onkofetalniho typu
= CEA (karcinoembryonalni antigen)
= AFP (a —fetoprotein)
= PSA (prostaticky specificky antigen)
=  Antigeny CA-typu (CA 15-3, CA 72-4, CA 19-9)
= MCA (antigen mucindznich karcinomt)
= CYFRA 21-1 (fragment cytokeratinu 19)
= SCC (antigen skvamoéznich bungk)
O spojené s procesem proliferace (apoptozy?)

= TPA/S (tkanovy polypeptidovy antigen (specificky))

e Enzymy
* NSE (neuron-specificka enolaza)
* TK (thymidinkinaza)
= PAP (prostaticka frakce kyselé fosfatazy)
» LD (laktatdehydrogenaza)

e Hormony
» HCQG (lidsky choriogonadotropin)
* TG (thyreoglobulin)
»  CT (kalcitonin)
= PRL (prolaktin)

»  GH (ristovy hormon)
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=  PTH (parathormon)
*  ADH (antidiureticky hormon)

e Sérové proteiny
= FER (feritin)
= B2M (b 2-mikroglobulin)
= RAF (reaktanty akutni faze)
= CIC (cirkulujici imunokomplexy)

e Dalsi metabolity
= VMK (kyselina vanilmandlova)
= HIOK (kyselina hydroxyindoloctova)
=  MEL (melanogeny)
*  UGP (mocovy gonadotropinovy peptid)
*  NMP-22 (proteiny nuklearni matrix)
= S-100 (protein S-100)

Celularni nadorové markery

= ER, PR (receptory estradiolu a progesteronu)
= (D (katepsin D)
=  HER-2/neu (onkoprotein HER-2/neu)

= p 53 (protein kdodovany tumorsupresorovym genem p53

4.1. Novy nadorovy marker?

Nedavno Theocharis a spolupracovnici publikovali, Ze mnozstvi metalothioneinu (MT) se
méni u fady zhoubnych nédorti (nddory prsu, kize a pankreatu a dalSi) (THEOCHARIS et al.
2004). Je pravdépodobné, ze zmény v expresi MT mohou byt prognostickym markerem u
raznych typt zhoubnych nddorovych onemocnéni (ZELENA et al. 2004). Nadmérnd exprese
MT byla pozorovdna u malignich a vice gradingovanych typt zhoubnych nadort prsu,
koznich karcinomti, hepatocelularniho karcinomu, koznich melanomt, cervikdlnich
karcinomt, akutni lymfoblastické leukémie, karcinomii pankreatu a je vyznamné spojena
s progresi a horsi prognoézou v naddorovém onemocnéni. Naproti tomu bylo zjiSténo, ze
nadmérna exprese MT souvisi s méné gradingovymi typy nadora u karcinomu tlustého stieva,
karcinomu mocového méchyte a fibroblastickych koznich nadord. Novéjsi studie potvrdily
korelaci mezi nadmérnou expresi MT a gradingem u karcinomu vaje¢niku a karcinomu plic

(WEINLICH et al. 2003; WHITE 1998; ZELGER et al. 1993; ZELGER ef al. 1994).
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5. Protinadorova lécba

Lécba zhoubnych nadorii se déli na kurativni a paliativni. Kurativni 1é¢ba je volena v ptipadé,
7e charakter a rozsah nddoru davaji ptedpoklad pro jeho odstranéni z organismu, a tim
vyléceni nemocného. Nejcastéji se pouziva kombinace 1é¢ebnych metod. Paliativni 1écba se
pouziva v piipadé€, ze neni mozné celkové odstranéni nadoru. Lécebnym cilem je zlepSeni
stavu nemocného, a to 1écbou bolesti a obstrukénich ptiznakd. V minulosti se za jedinou
uc¢innou 1é¢bu zhoubnych nadorti povazoval chirurgicky vykon. V pomérné nedavné dobé
vSak byly vypracovany lécebné postupy, které jsou ucinné a které¢ daly podnét k prehodnoceni
vSech lé¢ebnych metod. Dnes je zcela jasné, Ze nejlepSich vysledkl se dosahuje, kdyz se 1écba
provadi multidisciplinarng. Chirurgickd lécba ma zésadni vyznam u solidnich nadorti a
v paliativnim léCeni. Lécba zafenim se pouziva v kurativni 1é€bé u mnoha nadorti a mé velky
vyznam i v paliativnim 1é¢eni. Chemoterapie a hormondlni terapie se pouziva v samostatné
1é¢be jen u nekolika nadort, ale pfi kombinované 1€¢b¢ a v paliativni 1€¢bé ma velky vyznam

u mnoha nadort (SMITH et al. 1993; VORLICEK 1995).

5.1. Vznik mnohocetné rezistence na 1écbu nadorovych onemocnéni

Z tady klinickych studii je zndmo, Ze rezistence vici cytostatikiim je vaznou komplikaci
1é€by nemocnych se zhoubnymi nadory (LINDGREN et al. 2006; LOGASHENKO et al. 2005).
Rezistence nadorovych bun¢k k cytostatikiim pravdépodobné vznika z riznych pficin a cely
proces je na Urovni buiiky zcela jist¢ multifaktorialni (Obr. 8). Obzvlasté komplikovana je
terapie nadorového onemocnéni v piipadé  mnohocetné rezistence (MDR; multidrug
resistance). Jednou z pficin rezistence nadorovych bun¢k je snizend koncentrace cytostatik
v misté cile plisobeni 1éCiva. Na zmény hladiny cytostatik v buitkach se podili nékteré
membranové proteiny jako Pgp, MRP a LRP. Pgp je membrinovy fosfoglykoprotein
s ATPéazovou aktivitou, ktery se nachazi v cytoplazmatické membrang. S timto proteinem
byla asociovana MDR rezistence pfedevS§im na cytostatika vyrobend z alkaloidy rodl Vinca,
antracykliny, taxany a epipodofylotoxiny. DalS$im vyznamnym je protein MRP (membranovy
transportni protein), ktery se nachazi v cytoplazmatické membrané¢ i membranach uvnitt
buiiky. Urovenn exprese MRP v nadorovych buiikich se lisi od exprese v normalnich
bunéénych typech, coz naznacuje bud’ zménénou funkci nebo aktivitu v rezistentnich
nadorovych buiikach. Pro vznik MDR rezistence je také vyznamny LRP je cytosolovy
protein (DOLLNER et al. 2004; HOFFMANN and KROEMER 2004; RIHOVA et al. 2005). Funkce
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LRP zatim neni plné vysvétlena. Lze predpokladat, ze LRP umoznuje ukladani cytostatik
v bunice do vezikull ¢i lysozomt. Zajimavé je také to, ze vétSinu téchto receptort blokuji
flavonodini slouCeniny jako genistein. Rezistence zpiisobena zménami topoizomerdz vede
k rezistenci zpuisobené zménou molekularniho cile cytostatik. Mechanizmus G¢inku téchto
latek spociva ve stabilizaci §t€pného komplexu, a tim inhibici opétovného spojeni rozstépené
DNA. Slozitost vzniku MDR rezistence je mozné spojit s fadou gent ucastnicich se apoptdzy
nebo nadorovych supresorti. Takovym proteinem je protein Bcl-2 jehoz zménénd exprese
rodiny byla nalezena v mnoha nadorovych bunkach. Velice ¢asto dochazi v nadorovych
bunkach k poskozeni gend, které se Ucastni v regulaci bunécného cyklu. Tato poskozeni
vedou ke zvySené aktivité cyklin dependentnich kindz a nekontrolované proliferaci. Je znamo,
ze v nékterych nadorovych buiikéch je poskozena funkce nadorovych supresorti. V neposledni
fad¢ je mozné vznik MDR rezistence spojit se zvysSenou ¢innost reparacnich mechanizmi
DNA. Cytostatika indukujici riizné primarni zmény v molekule DNA (napf. cisplatina se
vmezetfuje mezi dva guaniny v DNA). Lécebny efekt mize byt pravé potlacen vlivem oprav
reparacnimi enzymy. Z hlediska vysledku reparaéniho procesu je mozné sledovat rtizné
mechanismy reparaci: reverze poSkozeni DNA, excizni reparace DNA a inducibilni reparacni
mechanizmy souvisejici s tzv. SOS reparaci. Dal§im faktorem MDR rezistence mize byt
prima detoxikace cytostatik. Nejcastéji je zvySena aktivita enzymd, které xenobiotika oxiduji
¢i konjuguji s endogennimi konjugacnimi ¢inidly. Enzymy oxidujici xenobiotika tvori
pocetnou skupinu enzymil, z nichZ nejvétsi roli hraji mikrosomélni monooxygendzy. Ke
konjugacnim enzymim, inaktivujicim cytostatika konjugaci s endogennimi substraty, patii
zejména glutation-S-transferazy. Prave glutationtransferazovy systém byl rozséhle studovan v
souvislosti s rezistenci k cytostatikiim u leukemickych bunék (SKORSKI 2002; VENDRIK et al.
1992; VoLM 1998). Navic, kromé vsech vySe uvedenych mechanismii je mozné spojovat
vznik MDR rezistence se zvySenou expresi nizkomolekularniho proteinu metalothioneinu
(MT). Biologickou funkci MT je vazba a homeostaza ionti kovl v organismech. O
molekularnim mechanismu exprese MT je prozatim zndmo velmi malo, ale pravdépodobné se
ho tcastni samotny kov vazbou na specificky transkripcni faktor, protein oznaceny jako metal
transription factor 1 (MTF-1). Komplex kov-MTF-1 pak v jadie nased4d na metal-responsive
element (MRE) v promotorové oblasti MT-genu a spousti jeho transkripci (CAI et al. 2005;
GOODMAN et al. 2005; IL'YASOVA and SCHWARTZ 2005). Mimo jiné v okamziku, kdy se
v organismu objevi extern¢ podany kov (protinddorové 1é¢ivo) dojde k rychlému nartastu MT
koncentrace (KIZEK et al. 2004b; ZELENA et al. 2004). Exprimovany MT za¢ne okamzité
vyvazovat nami podavané protirakovinové 1é¢ivo. Vysledkem je prudky pokles koncentrace
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1é¢iva, a jeho mnozstvi se stane biologicky velmi malo u¢inné (ALBERTS et al. 1998; KIZEK et

al. 2004a; NAITO et al. 1999; ZELENA et al. 2004).

reparace
topoizomerazy

regulace bunééného cyklu

Pgp .
regulace apoptozy
protoonkogeny tumor supresorové geny
DNA
LRP ==

detoxikace

GST MT

Obr. 8.: Mozné bunécné mechanizmy ucastnici se procesu rezistence nadorovych bunék vici cytostatikiim; Pgp
= membranovy fosfoglykoprotein, MRP = membranovy transportni protein, LRP = cytosolovy protein, Bel-2 =
protiapopeticky protein, GST = glutation-S-transferazy, MT = metalothionein

5.1.1. Cisplatina a hladina MT

Koncem Sedesatych let minulého stoleti byl do klinické praxe zaveden cis-
diammindichlorplatnaty komplex. Tento komplex vytvaii adukty platina-DNA. Ani po tak
dlouh¢é dobé& neni zcela jasné, zda cytotoxicky efekt nesouvisi s vazbou cisplatiny k jinému
cilovému mistu v buiice — n&jakému proteinu nebo RNA. Bylo prokdzano, Ze cisplatina se
vaze v poctu asi 22 molekul na jednu molekulu DNA, na jednu molekulu RNA je to 170 — 33
tisickradt méné¢ a na molekulu proteinu jest¢ 33 tisickrit méné nez na RNA. Dalsim
vyznamnym problémem je, Ze vlastni testy byly provadény pouze na izolovanych molekulach
a ne v samotnych bunkach, kde jsou takové analyzy velmi problematické. U sav¢i bunky
vystavené cisplatiné dochazi k inhibici syntézy DNA, ale i RNA a bilkovin. DNA-polymeraza
nemuze dané misto precist a vznikd tak poSkozeni, které vede k razantni inhibici replikace
DNA (BRABEC and KASPARKOVA 2005). Cely proces je opravdu komplikovany, vznikly
adukt DNA cisplatina je faktickd chyba v primarni strukture DNA (Obr. 9). Proti takovym
chybdm se organismus brani a ma vypracovany mechanismus jak tyto struktury opravovat
(mutétorové geny). Jsou to excizni uvrA nebo SOS opravné mechanismy (recA). Pokud byly

experimentalné tyto opravné mechanismy v bunikach vyfazeny z ¢innosti doslo k vyssi vazbé
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cisplatiny na DNA. Ze ziskanych experimentalnich dat vyplyva, ze mutatorové proteiny velmi
intenzivné ovliviiuji protirakovinovou lécbu. Mimo jiné v okamziku, kdy se v organismu
objevi extern¢ podany kov (protinddorové 1é¢ivo) dojde k rychlému nartstu MT koncentrace.
Exprimovany MT zacne okamzité vyvazovat podavané protirakovinové 1é¢ivo. Vysledkem je
prudky pokles koncentrace 1éCiva, a jeho mnozstvi se stane biologicky velmi malo U¢inné
(SATOH et al. 1993).
HaN \H P
[CF]~100mM  HyN -~ | \CI
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Obr. 9.: Schema interakce cis-diammindichlorplatnatého komplexu (cis platiny) s DNA.

5.1.2. Radioterapie a hladina MT

Radioterapie je 1écebnd metoda zalozend na ucCinku ionizujicitho zafeni na zivé tkané. Pii
interakci energie zareni s tkanémi dochazi v urcitych casovych sledech ke zméndm, které
v zavislosti na druhu, kvalité, velikosti ozafené¢ho télniho objemu a davce zafeni vedou
k funkénim a morfologickym zménam tkani. Dusledkem je docasné ¢i trvalé poskozeni, nebo
i smrt bun¢k (VORLICEK 1995). Tonizujici zatfeni vSak také rozklada v organismu piitomnou
vodu na volné hydroxylové a superoxidové radikédly. Pievaha volnych radikdli nad
antioxidanty se nazyva oxidacni stres. Volné radikaly jsou charakterizovany neparovymi
elektrony. V pfitomnosti kysliku se na misto neparového elektronu okamzité navaze molekula
kysliku a vznika peroxylovy radikal, ktery se snazi ziskat z jiné slouceniny chybé&jici elektron,
¢imz vytvari jiny volny radikal. Tato fetézova reakce je preruSena bud’ vazbou dvou radikalt
na sebe nebo reakcei s antioxidantem. Jednim z téchto antioxidantt je, vedle glutathionu nebo
vitamini C a E, také metalothionein (CHUBATSU and MENEGHINI 1993; TAKEMURA et al.
1995).
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6. Elektrochemické metody vyuZzitelné pro studium proteint

Vysoce citlivé, rychlé a selektivni metody detekce anorganickych i organickych latek ve
slozité biologické matrici jsou metody elektrochemické a elektroanalytické (HARRIS 2003;
HEYROVSKY and KUTA 1962; KLOUDA 2003). Podstatou elektrochemickych metod je studium
zavislosti elektrochemického chovéani roztokii na jejich slozeni a koncentraci. Objektem
zkoumani je elektrochemicky ¢lanek — soustava, v niz je analyzovany roztok v kontaktu
s elektrodami (Obr. 10). Elektrody zprostfedkuji jeho spojeni s méficim piistrojem, ktery
sleduje nékteré z elektrickych veli¢in (proud /, potencidl E, vodivost G, elektricky ndboj O,
kapacitu C, aj.(GARAJ ef al. 1977; HARRIS 2003; HEYROVSKY and KUTA 1962; MARKUSOVA
2000).

— > zndt |
~fnode T~ -~~~ " Cathode™
L _ﬂ__ﬂ,)-
Zn 27 & FRET cul®s 2er Cu

Obr. 10.: Schéma elektrochemického ¢lanku, ktery je tvofen minimalné dvéma elektrodami (polo¢lanky).
Prenos elektrond mezi elektrodami je umoznén vnéj§im vodi¢em a ob& elektrody jsou fyzicky odd€leny
(MARKUSOVA 2000).

6.1. Voltametrie a polarografie

Voltametrie a polarografie jsou elektrochemické metody zalozené na sledovani intenzity
proudu na velikosti proménlivého vlozeného napéti vklddaného mezi pracovni
(polarizovatelnou) a referentni (nepolarizovatelnou) elektrodu — dvouelektrodové zapojeni.
Z diivodu eliminace ruSivych elementli plynoucich z dvoulelektrodového zapojeni (napf.
proudového zatizeni referentni elektrody) se v dnesni dobé pouziva kromé pracovni a
referentni 1 elektroda pomocna — tfielektrodové zapojeni (Obr. 11a). Schéma elektrolytické
nadobky v tiielektrodovém zapojeni je zobrazeno na Obr. 11b. Na pracovni elektrod¢ probiha
elektrodovy proces, ktery sledujeme. Jako pracovni elektrody se nejcastéji pouzivaji rtutové

(DME - kapajici rtutova elektroda, HMDE — visici rtutova kapkové elektroda) anebo pevné
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(uhlikovée — pastova uhlikova elektroda, elektroda ze skelného uhliku a elektroda
z pyrolytického uhliku; kovové — zlata, stfibrna apod.). Potencidl pracovni elektrody je
kontrolovany vii¢i elektrod¢ referentni s konstantnim potencidlem. Vlastni referentni
elektroda je od méteného roztoku oddélena solnym mistkem se zatavenou hustou sklenénou
fritou. Nejvice pouzivanou referentni elektrodou v dnesni dobé¢ je elektroda argentchloridova
(Ag/AgCl/3 M KCl). Proud protéka elektrodami pomocnou a pracovni. Pomocné elektroda je
prevazné z uslechtilého kovu (Au, Ag, Pt). Metody, kde se stale vyuziva rtutové kapkové
elektrody, se nazyvaji polarografické (HEYROVSKY and KUTA 1962; KLouDA 2003;

MARKUSOVA 2000).

AWR
1(t) méfeny proud il
] Nz
generatcr " iostat k
Ak ce E(t) | potencicstal
HBE
kontrolovany E M
P
a b
M

Obr.11.: (a) Schéma tiielektrodového zapojeni ve voltametrii; (b) Schéma elektrolytické nadobky: W —
pracovni elektroda, R — referentni elektroda, A — pomocna elektroda, M - michadélko, N, — pfivod inertniho

plynu.

Roztokem neprochazi proud, pokud zkoumany vzorek neobsahuje elektroaktivni latku, tzv.
depolarizator, ktery se v daném potencidlovém rozsahu oxiduje nebo redukuje. Ptitomnost
depolarizatoru se pii uréitém potencidlu projevi zvysenim proudu. Elektrodové déje (oxidace
anebo redukce) zplsobuji zmény jen ve velmi tésné blizkosti povrchu polarizovatelné
elektrody. Samotny elektrodovy proces zahrnuje déje, které jsou spojeny s transportem
elektroaktivni latky (analytu) k elektrodé, vlastnim elektrodovym déjem a vylu¢ovanim
produktu na elektrodé, pifipadné jeho transportem od elektrody (GARAJ et al. 1977,
HEYROVSKY and KUTA 1962; SOMMER et al. 2000). Transport elektroaktivni latky je ke

elektrod¢ zprosttedkovan tfemi pochody:

e Difuzi, kterd je fizena koncentratnim spadem v tésné blizkosti elektrody.
Koncentra¢ni spad je vyvolan ubytkem elektroaktivni latky u povrchu elektrody

zpusobenym jejim vylu¢ovanim na elektrod¢.
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e Migraci, kterou vyvolava elektrické pole mezi elektrodami svym plisobenim na nabité
castice.

e Konvekci, kterou je tok ¢astic vyvolany michanim.
Cilem elektrochemické detekce je zjiSténi koncentrace elektroaktivni latky. Z tohoto divodu
je sledovana predevsim difize, kterd na ni zavisi, a naopak potlacena migrace elektroaktivni
latky. Pridame-li do zkoumaného roztoku nosny (indiferentni) elektrolyt v koncentraci asi
stokrat prevysujici koncentraci elektroaktivni latky, pfevdznou Céast naboje pienaseji ionty
nosného elektrolytu a migrace elektroaktivni latky je zanedbatelné¢ mald. Soucasné je tim
vyznamné snizen elektricky odpor roztoku. Déle je nezbytné pfed samotnym méfenim
odstranit z nosné¢ho elektrolytu veskery kyslik, protoze jeho vylu¢ovani na povrchu elektrody
znemoznuje detekci ostatnich elektroaktivnich latek ptitomnych v roztoku, protoze se sam
zucastnuje elektrodové reakce. Odstranéni kysliku se provadi probublavanim roztoku inertnim
plynem (napt. dusik, argon) (HEYROVSKY and KUTA 1962; SOMMER et al. 2000; WANG
1994). Dosahne-li potencial polarizované elektrody hodnoty rozkladného potencidlu
elektroaktivni latky, kdy zacne jeji vyluovani, snizuje se koncentrace této latky na povrchu
elektrody v diisledku elektrodové reakce. Vylucovat se muze jen ta latka, ktera se nachazi
tésn¢ u povrchu elektrody, a tam se dostane difuzi (migraci eliminuje pfitomnost nosného
elektrolytu). Proto je prochézejici proud oznacovan jako difuzni. ZvySuje-li se dale vlozené
napéti, nartistd vylucovani elektroaktivni latky. Tento rist nastdva pouze potud, pokud se
nezacne vyluCovat kazda castice elektroaktivni latky, ktera je k povrchu elektrody difuzi
transportovana. Tim klesne koncentrace elektroaktivni latky u povrchu elektrody na nulovou
hodnotu. ZvySovani napéti jiz neurychluje jeji vylucovani, protoze tato latka u povrchu
elektrody prosté neni. Proud dosahl hodnoty limitniho difiizniho proudu. Jeho velikost je
urcena rychlosti difuze elektroaktivni latky k povrchu elektrody. Elektroda se polarizovala
koncentracni polarizaci (BARD and FAULKNER 1980; GARAJ et al. 1977, HARRIS 2003;
HEYROVSKY and KUTA 1962; KLOUDA 2003; MARKUSOVA 2000; MINDL 2000; WANG 1994).

Proudova odezva pfi aplikaci pulsu se sklada ze dvou slozek:

e kapacitni proud (I¢) — je potfebny k vytvoteni elektrické dvojvrstvy na rozhrani rtut’ —
roztok. Tento proud nesouvisi s pfeménou elektroaktivni latky. U DME dochazi k
neustalému obnovovani povrchu, a proto se musi kazda kapka nabit na dany potencial
a tak vznika kapacitni proud, ktery je funkci vlozeného potencidlu, velikosti povrchu

kapky a povahy zakladniho elektrolytu. Tento proud snizuje citlivost méteni.
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e difuzni proud (Ip) — ma faradaicky charakter a je rozhodujici pro stanoveni
koncentrace depolarizatoru. Jeho velikost je dana: velikosti ndboje vyménovaného
mezi polarizovanou elektrodou a roztokem za jednotku casu, poctem elektronii
vyménovanych v elektrodové reakci, koncentraci depolarizatoru a rychlosti jeho

pienosu z roztoku na povrch elektrody.

6.1.1. Diferencni pulzni polarografie a voltametrie

Pti diferen¢ni pulzni polarografii (DPP) a voltametrii (DPV) jsou na linearni potencidlovou
rampu aplikovany pulsy s konstantni amplitudou. Méfeny signal odpovidé rozdilu prouda
(AI), které jsou méteny v kratkych intervalech, a to pfed za¢atkem napétového pulsu a tésné
pied koncem napétového pulsu. U DPP ma zéavislost proudu na napéti tvar piku. Pfti DME je
doba kapky sefizena na urcity Cas kratS$i nez pfirozena doba kapky. Délka doby kapky se

uziva obvykle 2 az 3 s. Puls je vloZen na kapku ve stejnou dobu jejiho trvani.
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Obr. 12.: Diferenc¢ni pulzni voltametrie/polarografie - Na elektrodu je pfivadén linearné rostouci potencial. Na
konci doby ¢asového kroku je pfiveden na elektrodu potencialovy puls s konstantni amplitudou. Proud je méten
pred vloZzenim potencialového pulsu a pied koncem tohoto pulsu. Prevzato z (MARKUSOVA 2000).

Je nutné pouzit co nejkrat$i dobu k méfeni, aby byla ziskana co nejvétsi proudova odezva, ale
soucCasn¢ dostatecné dlouhou dobu, aby kapacitni proud byl nizky. Doba pulsu se vyuziva
radove desitky ms. Dalsi charakteristikou je tzv. doba ptfedpolarizace, coz je doba odkapnuti
piedeslé kapky do vlozeni pulsu. Velikost amplitudy se v praxi obvykle pouziva 5 az 100 mV
(Obr. 12). V ptipadé¢ DPV kapka neodkapava a celé métfeni probihd na jedné visici rtutové
kapkové pracovni elektrodé¢ (HMDE) (BARD and FAULKNER 1980; MARKUSOVA 2000).

6.1.2. Adsorptivni prenosova voltametrie

Adsorptivni pfenosova voltametrie je modifikaci voltametrie, pfi niz je stanovovana latka na

pracovni visici rtutovou kapkovou elektrodu danou dobu akumulovana z kapky vzorku, poté
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je prebytek vzorku omyt a zahdjeno méfeni pomoci vybrané elektrochemické techniky
v klasickém ttielektrodovém zapojeni (ADAM et al. 2005), viz. Obr. 13.

Oplachnuti

elektrody Méeni

HMDE Akumulace

Ag/AgCl CE

R SiilE

Obr. 13.: Schéma adsorptivni pfenosové voltametrie

6.1.3 Chronopotenciometricka rozpoustéci analyza

Potenciometricka rozpoustéci analyza (potentiometric stripping analysis, PSA),(ANDERSEN
1997; GARALI et al. 1992; HONEYCHURCH and RIDD 1995) byla vyvinuta pied zhruba dvaceti
lety pro stanoveni iontli kovll v roztocich za pomoci rtutové filmové elektrody.(ESTELA ef al.
1995) PSA vznikla kombinaci klasické analytické potenciometrie a katodického rozpousténi
kovil v materialu pracovni elektrody. (BIXLER and STAFFORD 1968)Pfi PSA se zaznamenava
potencial pracovni elektrody jako funkce Casu v zavislosti na potencialu po derivaci obvykle

dt/dE kfivka.
dE
N = E
( 7 ) =f(E)

Elektrochemicky dé na elektrod¢ pfitom probihd diky oxidaci (ptipadné redukci) analytu
chemickym cinidlem pfitomnym v roztoku (kyslik, ionty rtutnaté, atd.).(JAGNER 1982;
JAGNER and AREN 1978; JAGNER and GRANELI 1976) PSA poskytovala od pocatku oproti
voltametrickym metodam nékteré vyhody, zejména pfi stanoveni stopovych mnozstvi kovia
anodickym rozpousténim. Hlavni vyhodou je, Ze jednim z vystupnich signall je ¢as, veli¢ina
méfitelna presnéji nez proud. Dalsi vyhody, napf. moznost méfeni bez odstranéni kysliku ze
vzorku, jsou vyuzivany jen piinékterych zplisobech uziti této metody. Pii aplikaci
negativnich proudt (pii CPSA) ptitomnost kysliku ve vzorku za urcitych podminek dokonce
zesiluje signal poskytovany redukci analytu (HONEYCHURCH and RIDD 1995). Adsorpce
analytu na elektrod¢ byla vyuzita napt. v pracich tykajicich se CPSA sloucenin obsahujicich
adenin a jeho derivaty. Pro studium biopolymeri jsou PSA a CPSA vyuZivany az
v poslednich nékolika letech. K analyze peptidl a proteinii na rtutové elektrodé vyuzil obou
technik Honeychurch (HONEYCHURCH and RIDD 1995). Jeho prace se tykaly jak moznosti
stanoveni peptidii, proteinii nebo jejich slozek (cystein, insulin, BSA apod.), tak i studia

mechanismu  pfenosu  naboje v  téchto  latkdch. Nukleové  kyseliny  byly
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chronopotenciometricky stanoveny poprvé na uhlikovych elektrodach v r. 1995(CAI et al.
1996). Uhlikovou pastovou elektrodu modifikovanou DNA v kombinaci s CPSA pouzil Wang
mimo jiné k hybridizanim experimentim a k detekci mnoha latek interagujicich s
DNA(WANG et al. 1996a; WANG et al. 1996b; WANG et al. 1996¢c; WANG et al. 1998)
(aromatické aminy, hydraziny, daunomycin). Nov¢ji bylo CPSA vyuzito pro ultrasenzitivni
stanoveni thiolovych sloucenin, pfedev§im metalothioneinu (KI1ZEK et al. 2001; STROUHAL et
al. 2003; TRNKOVA et al. 2002).

6.2. Katalytické vyluéovani vodiku
Ve tficatych letech bylo zjisténo, ze proteiny poskytuji na rtutové elektrodé dva typy

katalytickych signal, Heyrovské prenatriovou vinu a Brdickovu reakci.

6.2.1 Brdickova reakce

Metodu pro polarografické stanoveni proteinti obsahujicich —SH skupiny na rtutové elektrodé
publikoval Brdicka(BRDICKA 1933a; BRDICKA 1933b) a déle ji vyvijeli Palecek a kol.
(PALECEK and PECHAN 1971). Jedna se o katalytické reakce proteini v Brdi¢kové soluci,
ktera se sestavd z amoniakdlniho pufru (NHsOH + NH4Cl) a komplexu
[Co(NHj3)6]CI3(BRDICKA 1936; BRDICKA et al. 1965). Brdickova procedura byla ptivodné
navrzena pro analyzu sirnych latek jako jsou organické slouceniny (2-merkaptopropionova
kyselina, 2-diethylaminoethanthiol hydrochlorid) aminokyseliny (cystein, cystin) a proteiny
(nejCastéji albuminy) (KOLTHOFF et al. 1975a; KOLTHOFF et al. 1975b). Za poznamku
bezesporu také stoji moznost vyuziti Brdickou navrzeného postupu jako diagnostické metody
v klinické medicin¢€ a farmakologii (BREZINA and ZUMAN 1952; BREZINA and ZUMAN 1958).
Moznosti stanoveni MT prostifednictvim Brdickovych prouda publikoval Olafson (OLAFSON
and OLSSON 1991). Bylo zjisténo, Ze za katalyticky signél proteinu v Brdi¢kové soluci jsou
odpovédny limitni proudy (Ziim). Autofi popisuji ireverzibilni redukci ammoného komplexu
Co’" podle reakce:

[Co(NH3)6]*" + e — [Co(NH3)]**

Vznikly amonny komplex je nestabilni a je hydrolyzovan podle reakce:

[Co(NH3)e]** + ¢ + 6H,0 — [Co(H,0)6)*" + 6NH;

Pravd&podobné po redukci Co® na Co®” pokraduje reakéni mechanismus zredukovanim
komplexu [Co(H20)s]*" na Co":
[Co(H,0)]*" + 2¢” — Co’ + 6H,0
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Samotné stanoveni MT se obvykle realizuje pfi negativnich potencialech a méteni se vétSinou
provadi v potencidlovém rozsahu od (Einit) 0 do (Eeng) —1,6 V. Prvni redukce komplexu Col
probiha kolem —0,2 V a druhy redukéni pik Co(II) je zaznamenan pii —1,0 V. Cely redukéni
proces na povrchu rtutové elektrody je katalyzovan vylucovanim vodiku. V ptipadé samotné
redukce komplext kobaltu se pfedpoklada difuzné fizeny proces.(RASPOR et al. 2001b)
Reakéni mechanismus je ovlivnén pfitomnosti —SH skupin proteinu a nestabilni [CO(H20)6]2+
komplex je zapojen do reakce typu:

[Co(H,0)]*" + R(SH); = RS;Co + 2H" a RS;Co + 2¢” — Co’ + R(S ),

V prostiedi Brdickovy soluce stanovované bilkoviny a peptidy zpusobuji potlaceni
proudového maxima komplexu Co(Il) (diky povrchové aktivité stanovovanych bilkovin nebo
peptidil) a vznik jedné nebo dvou polarografickych vin (nebo voltametrickych piki) proteinu
v oblasti potencidlll £, —1,2 az —1,5 V. Bylo prokdzano, Ze tuto reakci zpiisobuji sulfidické
skupiny (proteint, peptidi i1 jednodussich latek) ve spojeni s komplexy ionti kobaltu
(BRDICKA et al. 1965). Jak popisuje reakce preferuje [Co(H,0)s]*" komplex vazbu s —SH
skupinou. Za prvni katalyticky signal je odpovédna redukce R(SH), komplexu a probiha
kolem E, —1,35 V. Proudova odezva se méni v zavislosti na teploté, proto se predpoklada, Ze
se jedna o difizné fizeny proces. Vyska prvniho katalytického signalu odpovidd za
koncentraci MT v analytu. Koncentrace [Co(NH3)s]’" musi byt dostate¢na vadi
analyzovanému MT, aby signal redukovaného komplexu RS,;Co mohl nartistat proporcionalné
s koncentraci proteinu. Dalsi pik je zavisly na katalytickém vyluCovani vodiku. Pokles tohoto
piku s rostouci teplotou indikuje povrchovou reakci (MAIRANOVISKII 1968). Rasporova a kol.
uvadi, ze reakce Brdickovy soluce s MT a povrchem elektrody je protonizovana pfitomnosti

amonného pufru podle reakce(RASPOR ef al. 2001b):
NH; + H,0 < NH;"+OH™

Ani mechanismus elektrodového procesu BrdiCkovy reakce neni dodnes detailné znam,
predpoklada se, ze v katalytickém procesu hraje komplex Co(II) s proteinem vyznamnou roli.
Reakéni schéma MT na rtut'ové elektrodé v Brdi¢kove soluci je ilustrovano na obrazku 14. Pti
stanoveni MT procedurou Brdickovy reakce se nejcastéji vyuziva metody DP-polarografie a
voltametrie. Brdickova reakce byla pouzita ke studiu fyziologickych koncentraci MT u celé
fady organizmt (BEBIANNO and MACHADO 1997). Siroké uplatnéni nalezla Brdi¢kova reakce
pro stanoveni MT u fady motskych a sladkovodnich Zivo¢ichi (OLAFSON 1988; OLAFSON and

OLSSON 1991). Bylo zjisténo, Ze stanoveni izolovanych MT z biologického materidlu je

Michal Svoboda 36-
SPSCH Brno, Vranovskd



Sttedoskolskéa odborna ¢innost
06 - zdravotnictvi
Brno, 2006

zavislé na mnozstvi kovli v doménach proteinu (OLAFSON and SIM 1979). Experimentalni
podminky detekce MT Brdickovou reakci byly modifikovany, autofi se lisi pfedevSim v
koncentracnim zastoupeni slozek soluce. Rasporova a spol. pouzili k ptipravé soluce 2
mol.dm NH4CI + NH4OH, s 1,2 mmol.dm> [Co(NH3)6]Cls a redukei provadéli v rozsahu
potencialit od —0,9 do —1,9 V(RASPOR et al. 2001b), Olafson a dalsi navrhuji pouZzit pro
stanoveni MT soluci o slozeni 1 mol.dm™ NH,CI + NH,4OH, s 0,6 mmol.dm [Co(NH3)]Cl
(OLAFSON and OLSSON 1991). Postup stanoveni proteinti pomoci Brdickovy reakce ma Siroké
spektrum pouziti, napt. nedavno byla publikovéna prace pojednévajici o stanoveni Cistoty
separovan¢ho supresorového proteinu p53 (BRAZDOVA et al. 2002). Byly vypracovany
metody stanoveni proteinii nejen na rtutovych, ale i pevnych elektrodach, jako napf.
Tomschik a kol.,, ktefi se zabyvali rozpoustéci chronopotenciometrii vazopresinu a
angiotenzinu za konstantniho proudu na uhlikové pastové elektrodé (CPE) (TOMSCHIK et al.
1998).

e
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(CoH, 0 — &

+R(SH),
+2H%, 2¢”

RS,Co

+ -
+H +2e sken

RS), + cof T T — 1
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Obr. 14.: a) pravdépodobné schéma katalytického vylucovani vodiku pifi Brdickové reakci; b) DPV
voltamogramy Ccist¢ho elektrolytu Immol [Co(NH;3)s]Cl; v 1 mol amonném pufru (Cervend) a elektrolytu
s pfidavkem proteinu (modra).

6.2.2. H pik (Heyrovského prenatriova vina)

Prenatriova (n€kdy také presodiovd) vlna je katodickd odezva proteinii zaznamenand na
rtutové elektrodé pii negativnich potencidlech piedchéazejicich redukci sodnych ionth
zakladniho elektrolytu. Typ tohoto signdlu byl poprvé pozorovan Heyrovskym a
Babickou(Heyrovsky and Babicka). Méteni bilkovin v pfitomnosti amonnych iontii ukazalo,
ze katodické proudy odpovidajici za prenatriovou vinu souvisi s vylucovanim vodiku. Cely
elektrodovy proces je katalyzovan proteiny a bylo navrzeno, Ze by tento signal mohl slouzit k
jejich kvantitativni analyze. Pozdéji se také ukéazalo, ze ptivodné pouzity chlorid sodny nebo

amonny pufr, ktery se mimo jiné zicastituje protonizace elektrodového procesu, mize byt
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zaménén za jiny zakladni elektrolyt s podobnou aciditou. Prenatriovou vilnu lze pozorovat
piiblizn€ o 100 az 250 mV pozitivnéji od potencidlu vylu¢ovani zakladniho elektrolytu. Za
katalytickou reakci jsou pravdépodobné odpovédné —SH a —NH, skupiny proteinu. Pivodni
pokusy byly provadény s proteiny krevniho séra (Heyrovsky and Babicka) a pozdé&ji i s
mnoha dalSimi latkami jako jsou alkaloidy, pyrimidiny (HEYROVSKY and KUTA 1962)a jiné.
Prenatriové viny bylo Tomschikem a spolupracovniky vyuzito pro stanoveni vazopresinu a
angiotenzinu (TOMSCHIK 1995). K métfeni byla pouzita derivacni chronopotenciometrie
s konstantnim  proudem  (Chrono-Potentiometric ~ Stripping  Analysis —  CPSA).
Chronopotenciometricky signal, ekvivalentni polarografické prenatriové vin¢ byl autory
pracovné oznacen jako ,,pik H“(TOMSCHIK et al. 1998). Piku H bylo pouzito pro stanoveni
MT izolovaného z krali¢ich jater v prostfedi boratového pufru (pH 8), ktery je pravdépodobné
protonizovan podle reakce (TRNKOVA et al. 2002a):

MT + H-0-H + B(OH); - MT-H" + B(OH)4

Redukce je iniciovana pii (Eiit) 0 V a ukonena pii potencidlu (Eenq) —1,9 V. Pik H

metalothioneinu byl pozorovan v oblasti negativnich potencialt kolem —1,7 V (Obr. 15).

1 ng/mL
metalothioneinu

1000 dt/dE

Obr. 15.: Elektrochemicky signal katalytického vyluc¢ovani vodiku ve velmi negativnich potencialech (pik H)

Metodou CPSA v kombinaci s adsorptivni pfenosovou rozpoustéci technikou (Adsorptive
Transfer Stripping Technique — AdTS) je mozné detekovat az femtomolarni mnozstvi MT ve
velmi malych (5 pl) objemech vzorku (KIZEK ef al. 2001). Dale bylo zjisténo, ze jak vyska tak
potencidl piku H je zavisly na pH zakladniho elektrolytu, coZ mé pravdépodobné souvislost s

izoelektrickou pohyblivosti (p/) proteinu, a ze katalyticky proces MT je zna¢né ovlivnén
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koncentraci kysliku v zékladnim elektrolytu (TRNKOVA et al. 2002b). Ukézalo se, ze
nepfitomnost kysliku dramaticky snizuje vysku piku H a naopak ptitomnost kysliku je pro
katalyticky proces pifizniva (TRNKOVA et al. 2002b). Metoda AdTS CPSA byla pouzita pro
studium produkce metalothioneinu u bunc¢k kvasinky Yarrowia lipolytica, které byly
vystaveny ruznym koncentracim Zn, Co, Ni a Cd. Predbézné vysledky ukazuji, ze AdTS
CPSA by mohla nalézt uplatnéni i pro stanoveni fytochelatini (VACEK et al. 2002).
Elektrodové procesy, které odpovidaji za pik H nebyly doposud detailn¢ objasnény i ptesto,
ze vyluCovani vodiku je jednim znejdéle studovanych elektrochemickych déji. Proces

vyluCovani vodiku na rtutové elektrod¢ je charakteristicky a je popsdn Heyrovského reakei:

H(ads) + H;0" + ¢ - H, + H,0.

Dale Tafelovou empirickou rovnici a rovnici adsorbovaného vodikového atomu podle
Volmera (DVORAK et al. 1975). Vzhledem ke slozitosti katalytického procesu, ktery zasahuje
do vylucovani vodiku je kromé& katalyzujiciho proteinu velmi diilezitd koncentrace, sloZeni,
pH a teplota roztoku zdkladniho elektrolytu. Nové poznatky dosazené v derivaéni
chronopotenciometrii s konstantnim proudem naznacuji moznost jejiho SirSiho vyuziti, s tim
ze se jedna o nejsenzitivngjsi elektrochemickou metodu pro stanoveni proteinti (KIZEK et al.

2001).
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II. CILE PRACE

PredloZzena prace je orientovana na vyuziti modernich elektroanalytickych postupi pro
studium metalothioneinu. Jejim cilem je ukazat, Ze aplikace modernich elektrochemickych
metod pii feSeni urCitych problému v biologii mize byt velmi vyhodna. Jak se v posledni
dob¢ ukazuje, dilezitou oblast pfedstavuje piimé stanoveni nékterych biologicky aktivnich
slou¢enin pfimo v télnich tekutindch. Navic, dulezitym cilem je studium obsahu

metalothioneinu u pacientll se zhoubnymi nadory.

Pro tuto praci byly zvoleny nasledujici dil¢i cile:

e Optimalizace elektroanalytickych metod pro analyzu metalothioneinu.
e Vyuziti navrzenych postupll pro stanoveni metalothioneinu v krvi a krevnim séru.
e Vztah metalothioneinu k nddorovym onemocnénim.

e Sledovani hladiny MT v priibéhu protinadorové terapie
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[II. PRAKTICKA CAST

7. Materialy a metody

7.1.  Chemikalie

Metalothionein (MW 7143), obsahoval 5,9 % Cd a 0,5 % Zn, a byl zakoupen u Sigma Aldrich
(St. Louis, USA). Tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP) byl ziskan od Molecular Probes (Evgen,
Oregon, USA). Dalsi chemikéle (NH4OH, NH4Cl, H3BO;, Na,B407;, NaH,PO4, Na,HPO, a
[Co(NH3)6]Cl3) byly zakoupeny od Sigma Aldrich. Zasobni roztok MT byl pfipraven v ACS
vode¢ jako 10 ug MT/ml s 1 mM TCEP (KIzEK et al. 2004c) a uchovavan v mrazicim boxu pfi
—20 °C (PETRLOVA et al. 2006). Pracovni roztoky byly pfipravovany kazdy den fedénim
zasobniho roztoku. pH bylo méfeno za pouziti WTW inoLab Level 3 instrument (Weilheim,
Némecko) fizeného pomoci osobniho pocitace a programu (MultiLab Pilot; Weilheim,
Némecko). Pro kalibraci pH-elektrody (SenTix H) byl pouzit set WTW pufri (Weilheim,
Némecko). Voda byla demineralizovana pomoci reverzni osmozy na piistrojich Aqua
Osmotic 02 (Aqua Osmotic, Tisnov, Ceska republika) a dale ¢i§téna pomoci Millipore RG

(Millipore Corp., USA, 18 MQ).

7.2. Klinicky material

V pribéhu roku 2005 byla ziskana séra od pacientl 1é¢enych pro zhoubny nador na rtiznych
oddélenich FN Motol (Radioterapeutické oddéleni dospéli, Kozni odd¢€leni a III. chirurgicka
klinika 1. LF UK). Pokud to bylo mozné, byly sledovany zakladni biochemické ukazatele
(ALP, AST, ALT, GMT a nadorovy marker CA 15-3). Krevni séra byla ihned zmrazena na
—20 °C do doby jejich dalsiho zpracovani. Celkem bylo analyzovano 80 sér pacientii; z toho
pro zhoubny nador tlustého stteva n = 9 s primérnym vékem 55 roki; melanom n = 4
s primérnym vékem 59,5 roku; zhoubny nador prsu n» = 14 s primémym vékem 51,5 roku;
zhoubny nador plic n = 12 s primérnym vékem 62 rokii; zhoubny nédor §titné Zlazy n = 12
s prumérnym veékem 57 rokl; zhoubny nador ledviny n = 7 s primérnym vékem 31 rok;
lymfoidni leukémii » = 18 s primérmym vékem 19 roki; a zhoubny nddor jicnu n = 4
s primérnym vékem 55,5 roku. Déle byly v pribéhu roku 2006 ziskadny vzorky krve od 25
pacientil Kliniky otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku Fakultni nemocnice u sv. Anny

v Brné s primémym veékem 62 rokl a chirurgicky ziskané vzorky nadorové tkan€ od 7
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pacientt téze kliniky s primérnym vékem 60,4 roku. Krev i naddory byly ihned zmrazeny na

—20 °C do doby jejich dal§iho zpracovani.

7.3. Bunécné linie

Neuroblastomové bunécné linie byly odvozeny z kostnich metastaz neuroblastomil u pacientt
v relapsu onemocnéni. Jednotlivé rezistentni linie byly dale vystaveny plsobeni zvySujici se
koncentrace cisplatiny. Buniky byly kultivovany v bézném Dulbecco médiu obohaceném o
10% fetéalniho teleciho séra pii 37 °C. Vzorky testovanych linii byly ziskany z Kliniky détské

hematologie a onkologie, 2. I¢kaiské fakulta Univerzity Karlovy v Praze.

7.4. Urceni esterasové aktivity

Kultura byla oSettena trypsinem po dobu 2 minut a ndslednym protifepanim (60 ot/min) pro
uvolnéni piisedlych bun¢k. Biomasa byla separovéana centrifugaci (50 g, 5 min) a 1x promyta
PBS (pH 7,4). Lyze bunék byla provedena na ledové lazni ptidavkem Tritonu X100 do
vysledné koncentrace 0,1 % (v/v) po dobu 20 min. Mechanické necistoty zlyzatu byly
odstranény centrifugaci (10 000 g, 15 min, 4 °C). Supernatant byl po skonceni centrifugace
ihned zpracovan. Stanoveni intracelularnich esteras bylo provedeno fluoresceindiacetatovym
testem podle (VITECEK et al. 2005; VITECEK et al. 2004) s t€émito modifikacemi: pro inkubaci
reakéni smési byla zvolena teplota 37 °C. Hodnota celkovych proteinil byla stanovena podle
Bradforda. Bunécna hustota (pocet bunék na 1ml suspenze) byla stanovena pomoci

Fuchs-Rosenthalovy pocitaci komurky.

7.5. Biochemicka analyza

Hladiny vybranych jaternich enzym@ ALP (S-alkalickd fosfatasa), AST (S-aspartatamino-
transferasa), ALT (S-alaninamino-transferasa) a GMT (S-y-glutamyl-transferasa) byly
analyzovany spektrofotometricky na automatickém biochemickém analyzatoru Advia 1650
(Bayer, Tarrytown USA) za vyuziti setu Bayer pii 37 °C. MnoZstvi nadorového markeru CA
15-3 bylo stanoveno na analyzatoru Centaur (Bayer, Tarrytown, USA)
imunochemiluminiscenéni metodou. Analyzy byly provedeny na Ustavu klinické biochemie a

pathobiochemie, 2. 1ékatské fakulty Univerzity Karlovy v Praze.
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7.6. Priprava vzorki pro elektroanalytické stanoveni metalothioneinu

Ze ziskanych vzorkl krevnich sér bylo odebrano 100 pl a umisténo na 15 min. pii 99 °C do
termobloku (Eppendorf 5430, USA). Poté byly vzorky ochlazeny na 4 °C a centrifugovany pfti
4 °C, 15 000 g po dobu 30 min. (Eppendorf 5402, USA). Metalothioneiny patii
k termostabilnim proteinim, které zastavaji ptitomné v roztoku i1 po jeho tepelné denaturaci.
Takto pfipravené vzorky byly 1000 x zfedény a analyzovany ndmi upravenym postupem
adsorptivni pienosové techniky (AdTS) s diferenc¢ni pulsni voltametrii (DPV). MnozZstvi
analyzovaného vzorku bylo 5 pl. Ze vzorku krve byl odebran 1 ml vzorku, ktery byl nasledné
tepeln¢ denaturovan, centrifugovéan, ziedén a analyzovan stejnym postupem jako krevni
sérum. Vzorky nddorové tkdn€ byly homogenizovany kapalnym dusikem, zfedény fosfatovym
pufrem v mnozstvi ekvivalentnim hmotnosti tkané (10x), a tfepany 15 minut na tfepacce
(Vortex-2 Genie, Scientific industries, USA). Poté byly vzorky denaturovany pii 99 °C v
termobloku (Eppendorf 5430, USA), ochlazeny na 4 °C a centrifugovany pii 4 °C, 15 000 g
po dobu 30 min. (Eppendorf 5402, USA). Odebrany supernatant byl analyzovan stejnym

postupem jako vzorky krevniho séra

7.7. Elektroanalytické stanoveni metalothioneinu

Vzorky byly analyzovany na pfistroji AUTOLAB Analyser (EcoChemie, Netherlands) ve
spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm, Switzerland) v klasickém tfielektrodovém usporadani.
Pracovni elektrodou byla visici rtutova kapkova elektroda (HMDE) s plochou kapky 0,4
mm?; referenéni elektrodou byla Ag/AgCl/3M KCl a pomocnou grafitové elektroda. Zakladni
elektrolyt (1 mmol.dm™ Co(NH3)sCls a 1 mol.dm™ amonny pufr; NHs(aq) + NH,CI (Sigma
Aldrich, ACS), pH = 9,6) byl po kazdych 3 analyzach vyménén. AdTS DPV parametry byly
nasledujici: Cas akumulace 120 s, pocate¢ni potencial —0,6 V, kone¢ny potencial —1,6 V,
modulacni cas 0,057 s, Casovy interval 0,2 s, potencidlovy krok 1,05 mV/s, modula¢ni
amplituda 250 mV, E,s = 0 V, teplota 20 °C. V pifipad¢ adsorptivni pienosové techniky
v kombinaci s chronopotenciometrickou rozpoustéci analyzou (AdTS CPSA) byly parametry
nasledujici: ¢as akumulace 120 s, Iy —1 pA. Po adsorpci MT na HMDE byla elektroda omyta
a prenesena do elektrochemické nadobky obsahujici 0,1 M H;BOs + 0,05 M Na,B407 (Sigma
Aldrich, ACS).
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8. VYSLEDKY A DISKUSE

8.1. Elektrochemické méreni MT

Proto, aby bylo mozné studovat hladinu MT u pacientl je nezbytné mit k dispozici analytické
nastroje. Soucasné metody pouzivané pro kvantifikaci celkového mnozstvi MT
v biologickych materidlech je mozné rozd¢lit do nékolika skupin (Tab. 1). Prvni skupina je
zaloZena na méteni mnozstvi iontu kovu vazaného na molekulu MT. MnoZstvi vazaného kovu
je pak umérné k mnozstvi MT. Bylo prokazano, Ze afinita MT k riznym iontim koviim se 1ii
Hg(I) > Ag(I) ~ Cu(I) > Cd(Il) > Zn(Il) (MOFFATT and DENIZEAU 1997). Mechanismus
interakce MT k jednotlivym téZkym koviim neni doposud uspokojivé vysvétlen, ale je
vyuzitelny pro analyzu obsahu MT. Nejjednodussi metoda pro stanoveni kvantifikace MT je
Cd-hem metoda. Cd-hem metoda vyuziva dvou vlastnosti MT, jednak jde o tepelné stabilni
protein, ktery je navic schopny vazat sedm atomi kadmia misto zinku. Podobny princip

vyuzivaji saturacni techniky vyuzivajici Ag(I) a Hg(II). Druhd skupina metod je zaloZena na

kvantifikaci celkového obsahu MT s ohledem na mnozstvi vazaného tézkého kovu. Pro
identifikaci kovu navazaného v MT, stanoveni obsahu izoforem MT a celkového obsahu MT
je mozné vyuzit fady kombinovanych analytickych jako atomova absorpéni spektrometrie
s grafitovou kyvetou (GPC—-AAS), vysokoucinna kapalinova chromatografie v kombinaci
s AAS (HPLC-AAS). Analyzu jednotlivych iontl kovli vdzanych do struktury MT je mozné
kvantifikovat pomoci indukéné vazaného plazmatu v kombinaci s hmotnostni detekei (ICP—
MS). Relativné casto vyuzivanym zpiisobem detekce MT je kombinace nizkotlaké
chromatografie na Sephadexu G-75 v kombinaci s atomovou absorpcni spektrometrii (AAS).

Tteti skupina metod je zalozena na analyze sulthydrylovych zbytkli na molekule MT vétSinou

za vyuziti chemické modifikace Ellmanovym c¢inidlem. Chemickd modifikace umoziuje
analytické stanoveni MT pomoci detekce v UV oblasti a fluorescence. Bez této modifikace je

detekce MT pomoci vy$e uvedenych metod velmi obtizna. Ctvrta skupina metod vyuZziva

protilatek proti MT. Mezi tyto metody se fadi radioimunoanalyza (RIA) a enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). ELISA a RIA metody vykazuji vysokou senzitivitu pro
detekci hladiny MT v tkanich. Z tohoto divodu jsou pomérné Casto vyuzivany pro studium

exprese MT v tkdnovych fezech. Patd skupina metod jsou metody separacni. Separacni

techniky umoziuji rozliSeni jednotlivych izoforem MT. Pro separaci MT se Casto pouZziva
gelova permeacni chromatografie na Sephadexu G-75 (GPC). Velmi mélo je zndmo o

separaci MT pomoci iontové vyménné chromatografie ¢i vysoko ucinné kapalinové
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chromatografie (HPLC). Nedavno byly identifikovany jednotlivé izoformy a pod-izoformy
MT pomoci kombinace technik HPLC-MS (HATHOUT ef al. 2002; CHASSAIGNE and LOBINSKI
1998). Vice pozornosti je vénovano stanoveni MT za pomoci kapilarni zonové elektroforézy
(CZE). Separacni technika CZE byla vyvinuta v 1990 a je vyuZivana pro studium MT od roku

1993 (BEATTIE and RICHARDS 1994). Sestd skupina metod je zaloZena na detekci mRNA.

Rodina lidského genu MT mé 17 sub-genii (13 sub-gent nalezi MT-1, dva nalezi MT-2, jeden
nalezi MT-3, a jeden patii MT-4) na chromozomu 16 (MILES et al. 2000). Pro¢ ma rodina
gentt MT tak mnoho sub-genti? Souvisi exprese genu se zvySenou hladinou proteinu a kazdé
izoformy MT? Jsou n¢jaké rozdily ve funkci mezi izoformami? Pro odpovéd’ na tyto otazky je
nezbytné studovat expresi kazdého sub-genu a funkci kazdé izoformy MT. Hladiny mRNA je
mozné studovat za vyuziti polymerdzové tetézové reakce v kombinaci s reverzni
transkriptazou (RT-PCR) (HATHOUT et al. 2002). Jak je zuvedené¢ho piehledu ziejmé
vSechny doposud vyuzivané analytické techniky pro stanoveni MT vyzaduji pomérné slozitou

piipravu biologického vzorku.

Tab. 1.: Porovnani analytickych metod pro stanoveni metalothioneinu

Metoda ¥ Detekéni limit Vzorek
(ng/100 pl)
ELISA 0,2 lidska, krysi mo¢
Western blotting 10 ng proteinu vzorky MT-1, MT-2, MT-3
CZE-UV detekce 27,2 ov¢i jaterni buiky
HPLC-UV detekce 3,1 lidské jaterni bunky
GPC-fluorimetrie 2 krysi tkanové bunky
DPP 62 vzorky Cd, ZnMT
AdTS-CPSA " 0,16 krabi tkaf

Vysvétlivky: ELISA: enzymova imunoanalyza, CZE: kapilarni zénova elektroforéza, HPLC: vysokoucinna
kapalinové chromatografie, GPC: gelova permeacni chromatografie, DPP: diferencni pulzni polarografie, AdTS-
CPSA: adsorptivni pfenosova technika kombinovana s chronopotenciometrickou rozpoustéci analyzou za
konstantniho proudu.

Je potiebné také pfipomenout, ze uvedenou analytickou instrumentaci musi také obsluhovat

vysoce specializovany technik. Sedma skupina metod je zalozena na elektrochemické detekci

MT, viz. Obr. 16 (DABRIO et al. 2002; DORCAK and SESTAKOVA 2006; SESTAKOVA and
NAVRATIL 2005). Ptred vice jak pfed 70 lety byla objevena Brdickova reakce, vyuZivajici
komplexy kobaltu pro stanoveni proteinii obsahujici fadu sufhydrylovych skupin ve své
molekule. Vznikly katalyticky signal ma tvar dvojviny, tento tvar zavisi na poctu cysteinu
v molekule, na velikosti molekuly a jeji koncentraci (KIZEK et al. 2004d; PETRLOVA et al.

2005a; PETRLOVA et al. 2005b; PETRLOVA et al. 2005¢c; PETRLOVA et al. 2005d). Dalsi
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elektrochemickd metoda, ktera také vyuziva katalyticky signal vodiku vyluCovaného ze
zékladniho elektrolytu v pfitomnosti proteinu se nazyva pik H (KIZEK et al. 2001; TRNKOVA
et al. 2002).

Elektrochemické stanoveni proteinti a peptidi

/N

Voltametrie Chronopotentiometrie
Redukce nebo oxidace Katalyticka reakce Katalyticka reakce

Brdic¢kova reakce [\ PikH

Obr.16.: Schéma elektroanalytického stanoveni proteint a peptida

Jak je zuvedeného piehledu ziejmé, analytickych metod pro senzitivni analyzu MT neni
v soucasné dobé¢ mnoho. VétSina z nich vyzaduje velmi slozitou piipravu vzorku naro¢nou a
drahou laboratorni instrumentaci. Mezi analytické metody vyZzadujici minimalni pfipravu

vzorku a velmi nizké provozni a potizovaci naklady patii elektroanalytické techniky.

8.1.1. Optimalizace elektroanalytickych metod pro analyzu MT - pik H

Je zndmo, ze hladiny nddorovych markerti jsou casto velmi nizké, a proto je potiebné pro
jejich pravidelné monitorovani ziskavat vétsi objemy krve. Literatura poukazuje na moznost
vyuzit pro ultrasenzitivni stanoveni MT pomoci chronopotenciometrické rozpoustéci analyzy
(CPSA) ve spojeni s adsorptivni pfenosovou technikou (AdTS). V této praci byl vSak cely
postup znovu piehodnocen a nalezeny vhodné&jsi parametry pro detekci MT. Nejzajimavéjsiho
vysledku vSak bylo dosazeno pfi studiu signadlu MT v ptfitomnosti redukéniho ¢inidla fosfinu
(TCEP). Samotny TCEP neposkytuje zadny signéal v negativnich potencidlech kolem —1,7 V
(Obr. 17 inset). Avsak ptidavkem 1 mM TCEP k 500 fmol MT doslo ke zvyseni signalu o
vice jak 50 %. Dalsi otazkou bylo, zda vybrana koncentrace TCEP je nejvhodnéjsi pro
stanoveni MT. Proto byla postupné ptiddvana rozdilna koncentrace TCEP (0,1 — 1,5 mM) k
MT. Po dosazeni maxima (kolem 1 mM TCEP) se pik H ménil jiz minimalné (Obr. 17).

Pozorovany nariist signdlu MT pravdépodobné souvisi s uplnou redukci oxidovanych SH
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skupin v klasterech MT. Volné SH skupiny MT jsou pak schopny mnohem intenzivngji

katalyzovat vylu¢ovani vodiku ze zakladniho elektrolytu.

AdTS Chronopotentiometricka rozpous§téci analysa — pik H
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Obr.17.: AdTS CPSA voltamogramy MT bez TCEP a MT s TCEP (A); Vlozeny obrazek: chemicka struktura
TCEP a CPSA signal TCEP. Zavislost vysky pik H anebo potencialu na rizné koncentraci TCEP (B); Vlozeny
obrazek: CPSA voltamogramy pik H rizné TCEP koncentrace (40 fmol MT). Vyska piku 35 000 s/V odpovida
100 %. CPSA zékladni elektrolyt obsahoval boratovy pufr, pH 8,0. AdTS CPSA parametry byly nasledujici:
iniciacni potencial 0 V, konecny potencial —1,85 V, teplota 25°C, doba akumulace 100 s.

Navic bylo stanoveni MT testovdno v piitomnosti slozit¢ biologické matrice (lidska moc¢ a
sérum). Bylo zjisténo, ze s nartstajici osmolalitou moc¢i dochazi k poklesu signadlu MT a pik
MT se posouva k negativnéj$im potencidlim. Pfi osmolalit¢ moci nad 50 mmol/kg jiz neni
vhodné provadét stanoveni (pozorovany signal se snizil o vice jak 50 %). Proto je pro
analytické stanoveni proteini (MT) pomoci AdTS CPSA potitebné studovany biologicky
vzorek vhodné natedit, aby byla snizena jeho specifickd hustota a senzitivita stanoveni zlistala
zachovéana. K mo¢i (0,25 mmol/kg) bylo postupné ptidavano rozdilné mnozstvi MT. Ziskali
jsme linearni zavislost na koncentraci (y = 11317x + 9133,4, R* = 0,9994). I pii t&chto velmi
nizkych mnozstvich MT byly pozorované piky velmi uzké, dobie vyvinuté, separované a
vlastni analyza prob¢hla do 5 min. Diky tomuto nové modifikovanému postupu bylo mozné
ur¢it limit detekce 3S/N metalothioneinu v Cistém zakladnim elektrolytu jako 11 zmol.
Dosazena senzitivita navic usnadni konstrukci jednoduchého senzoru pro monitorovani

hladiny MT za vyuziti jednotek nanolitrti krevniho séra.

8.1.2. Analyza MT pomoci Brdi¢kovy reakce
V ndmi modifikovaném stanoveni MT pomoci Brdi¢kovy reakce byly pozorovany cCtyfi

signaly. Je pravdépodobné, ze katalytické signdly vylucovani vodiku ze zakladniho
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elektrolytu jsou pozorovany kolem potencialu —1,5 V). Dalsi signdl, ktery se objevuje kolem
potencialu —1,3 V odpovidd redukci komplexu RS,Co. Na obrazku 18 jsou ukazany
voltamogramy MT pii koncentraci 0,6; 1,25; 2,5 a 5 pmol MT. Na ziskanych
voltamogramech je jasné¢ viditelny vyrazné ménici se charakter jednotlivych signali MT
v zé&vislosti na jeho koncentraci. Pii 5 pmol MT je mozné popsat vyrazny katalyticky signal
pfi potencialu —1,5 V, a méné€ vyvinuty signal komplexu RS,Co, dale signaly pravdépodobné
redukce [Co(H20)s]*" kolem potencialu —1,2 V (oznageno jako Co;) a —0,8 V (Co,). Signal
Co; se snizujici koncentraci MT postupné snizuje a posouvd se smérem k negativnim
potencialim. Od koncentrace 0,5 pmol MT je signal jiz velmi malo rozliSitelny a byl
pozorovan kolem potencialu —1,1 V. U ostatnich pozorovanych signalii s klesajici koncentraci
roste rozlisitelni jednotlivych signalit Brdickovy reakce. Neddvno bylo ukdzano, ze pro
senzitivni stanoveni MT pomoci Brdickovy procedury je vyhodné provadét meéfeni za
snizené teploty vrozmezi 5 — 10 °C (RASPOR 2001; RASPOR et al. 2001a; RASPOR and
PASICIC 1996; RASPOR ef al. 1994). V nasem experimentu jsme také testovali vliv teploty na
stanoveni MT. Nami studovany protein (10 fmol) byl po dobu 120 s adsorbovan na povrch
HMDE, elektroda byla omyta a nasledné probihalo méteni v Brdickove soluci o rizné teploté
(5, 10, 18, 25 2 30 °C). V prubéhu experimentu byl pozorovan pokles Cat signalu na rostouci
teploté asi 0 0.6 % na °C. A proto je také vyhodné provadét méteni pomoci AdTS DPV pfi
nizké teplot¢ zakladniho elektrolytu. Ze ziskanych experimentalnich vysledki byly vybrany
nejvhodnéjsi podminky pro senzitivni stanoveni MT. Pfi relativné nizké koncentraci MT (40
fmol) byla studovana zévislost na dobé adsorpce na povrch HMDE. Vyska Cat signalu se
s nartstajici dobou akumulace zvySovala. V naSich experimentech jsme déle pouzivali 120
s dobu akumulace (pro vice jako 80 % maximalni vysky) pro rychlé stanoveni MT. Navic
jsme studovali vliv koncentrace (0,12; 0,25; 0,5; 0,7 a 1 mM) kobaltové soluce Co(NH3)sCl3
na pozorovan¢ AdTS DPV signaly MT. Ze ziskanych vysledkl bylo zfejmé, ze zvySujici se
koncentrace kobaltové sluce zvysSuje katalyticky signal Cat. A signal Cat se s touto zvySujici
koncentraci posunuje smérem k pozitivnéj§imu potencidlu. V dal§i ¢asti experimentd jsme
sledovali zavislost na koncentraci. Sledovali jsme signaly RS,Co a Cat. Oba sledované
signaly se s klesajici koncentraci linearné snizovaly (yrsaco = 0.9002x + 15.521; R*>=10.995a
yea = 0.6616x + 10.211; R? = 0.9955). Limit detekce byl uren jako 3S/N a pohyboval se
kolem 500 amol (750 pg.mL™"; 100 fM).
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Obr.18.: AdTS DPV voltamogramy MT v zévislosti na rizné koncentraci (0,6; 1,25; 2,5 a 5 pmol). Zakladni
elektrolyt obsahoval amonny pufr, pH 9,6. AdTS DPV parametry byly nésledujici: iniciacni potencial -0,3 V,
kone¢ny potencial —1,8 V, teplota 0°C, doba akumulace 120 s.

8.1.3. Vyuziti navrZenych postupi pro stanoveni metalothioneinu v krvi a krevnim séru

V soucasnosti prakticky neni znama zadna analytickd metoda pro rutinni stanoveni MT
v t€lnich tekutinach. Proto byl ndmi navrzeny postup ovéien pro detekci MT v lidském
krevnim séru a plné krvi. Kazdy vzorek byl nejdiive peclivé upraven podle postupu uvedeném
v kapitole 6. Ziskané homogenaty obsahuji pouze termostabilni proteiny, mezi néz MT naleZzi.
Vlastni analyza MT byla provedena modifikovanym elektroanalytickym postupem (kapitola
8.1.2.). Studovany vzorek byl adsorbovan z 5 ul kapky na povrch pracovni elektrody, poté je
piebyte¢ny roztok z povrchu elektrody omyt a modifikovana elektroda je umisténa do métici
nadobky. V piipadé, ze misto vzorku (obsahujiciho proteiny) pouZijeme vodu, ziskdme
zédznam redukce iontdi kobaltu (Co>") bez pozorovanych katalytickych signalt. Pri dalsi
analyze MT byl vyhodnocovan katalyticky signdl Cat,. Mnozstvi obsazeného MT ve
studovanych vzorcich bylo ur¢eno metodou standardniho piidavku. Vysledkem byla velmi
dobré linearni zavislost standardniho pfidavku MT na zvySujici se koncentraci (y = 7177,7x +
7939,3; R? = 0,9925) s limitem detekce (3 S/N) kolem 350 fmol (n = 10) a stfedni chybou

stanoveni 4,5 %.

8.2. Vztah metalothioneinu k nadorovym onemocnénim
Pted vice nez sedmdesati lety objevil Rudolf Brdicka katalytick¢ vyluCovani vodiku ze
zékladniho elektrolytu v pfitomnosti proteini (BRDICKA 1937a; BRDICKA 1937b).

Elektroanalyticka metoda byla dale vylepSena a vyuZita pro analyzu proteini krevnich sér
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pacientl s rakovinou. Ziskana experimentalni data pfinesla zajimavé vysledky ukazujici na
moznost vyuzivat tzv. Brdickovu filtratovou reakci pro studium prognézy zhoubnych
onemocnéni. Nebylo vSak zcela zfejmé, které proteiny byly podle vypracované metodiky
stanovovany. Pozdé&ji se podafilo objevit skupinu mukoproteini (MP-1, MP-2 a MP-3), ale
proteiniim o niz$i molekulové hmotnosti nebyla vénovéna zadna pozornost. Jak se vSak
v posledni dob¢ ukazuje, nizkomolekularni proteiny (jako je metalothionein) a peptidy (jako
je glutathion) hraji vyznamnou roli v fadé¢ biologickych procest véetné regulace bunééného

déleni.

8.2.1. Analyza MT v krevnim séru pacienti se zhoubnymi nadory

V dalsi ¢asti prace nas zajimalo, zda se bude ménit hladina MT u pacienti se ZN. Zcela jisté
je na misté otazka, jaka je tedy hladina MT u zdravych lidi. Otazka vskutku jednoducha, ale
odpovéd’ je velmi komplikovand a bude vyzadovat dlouhodobé a peclivé sledovéani fady
»zdravych 1idi“. Pro nase ucely jsme zvolili jako hladinu MT zdravych lidi z krevniho séra
darct krve. V téchto testovanych vzorcich lidského séra byla zjisténa prumérna koncentrace
MT 0,62 0,02 uM (n=15).

Sledovali jsme hladiny MT u pacientii na riznych klinikdch FN Motol v pritbéhu roku 2005.
Zjistili jsme, e u pacienti s nadory prsu byl primémy obsah MT 1,57 umol.dm™, pfi¢emz u
deviti pacientli ptekrocila hladina MT 1 umol.dm'3 (64 %) a u tii byla hladina MT vyssi nez 2
umol.dm™ (21 %). V piipadé pacienti s melanomem byla primémé hladina MT 1,97
umol.dm™, u 3 pacientd byl obsah MT vy3si nez 1 pmol.dm™ (75 %) a u 2 pacientii pfesahla
hladina MT 2 pmol.dm™ (50 %), viz. Obr. 19.
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Obr.19.: Mnozstvi MT u pacientti s melanomem a zhoubnym novotvarem prsu.
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U pacientd se zhoubnym nadorem tlustého stfeva byla praimémaé hladina MT 3,2 pmol.dm™,
tedy 2krat vy$$i nez u pacientii s nadorem prsu. Obsah MT vy$§i nez 1 pmol.dm™ byl
pozorovan u 8 pacientil (88 %), u 3 byla hladina MT vy3si neZ 2 pmol.dm™ (33 %) a u 2
pacientil (22 %) se hladina sérového MT pohybovala nad hodnotou 4 pmol.dm™. V piipadé
pacientii se zhoubnym nadorem plic byl primérny obsah MT 2,54 pmol.dm™, u 8 pacienti byl
obsah MT vys§i nez 1 pmol.dm™ (66 %), u 6 pacientd pieséhla hladina MT 2 pmol.dm™ (50
%) a v piipadé 2 pacientl byl obsah MT vy3§i nez 4 pmol.dm™ (16 %), viz. Obr. 20.
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Obr. 20.: Mnozstvi MT u pacientll s melanomem a zhoubnym novotvarem prsu.

U pacientii se zhoubnym nadorem titné Zlazy byl pramémy obsah MT 2,11 pmol.dm>,
pfiGemZ u osmi pacientii ptesahla hladina MT 1 pmol.dm™ (66 %), u &tyfech byla hladina MT
vy$s§i nez 2 pmol.dm™ (33 %) a u dvou pacienti prekro¢ila hladina MT 4 pmol.dm™ ( 16 %).
Primé&rna hladina sérového MT pacientd se zhoubnym nadorem ledvin &inila 1,82 pmol.dm™,
u 5 pacientl presahl obsah MT 1 pmol.dm™ (71 %) a u 2 byla hladina MT vyssi nez 2
umol.dm'3 (28 %), viz. Obr. 21.

Zhoubny novotvar ledviny Zhoubny novotvar tlustého stieva

354 ]

Obsah MT (uM)
Obsah MT (uM)

Pacient Pacient

Obr. 21.: Mnozstvi MT u pacientl se zhoubnym novotvarem ledviny a tlustého streva.
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U pacienti trpicich lymfoidni leukémii byl primérny obsah MT 2,29 pumol.dm™, u 13 byl
obsah MT vy3§i nez 1 pmol.dm™ (72 %), u 8 pacienti presahla hladina MT 2 pmol.dm™ ( 44
%) a v piipadé 4 pacientd piekro¢il obsah MT hodnotu 4 pmol.dm™ (22 %). V ptipadd
pacientd s diagnostikovanym zhoubnym nddorem jicnu byla primérna hladina MT 2,32
umol.dm'3, pficemz u 2 pacientii prekrocila hladina MT 1 umol.dm'3 (50 %), u 2 pacienti
byla hladina MT vy$si nez 2 umol.dm™ (50 %) a u 1 pacienta pfesdhla hladina MT 4
umol.dm™ (25 %), viz. Obr. 22.
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Obr. 22.: Mnozstvi MT u pacientl s lymfoidni leukémii a zhoubnym novotvarem jicnu.

Zjistili jsme, Ze primérné hladiny metalothioneinu v krevnim séru pacientll s riznymi druhy
zhoubnych nadord kolisaji od 1,5 do 3,5 umol.dm™. Navic je ziejmé, ze hladina MT je
v ptipad¢ vSech studovanych nddorovych onemocnéni zvySena oproti nami zjisténé primérné
ledviny, vyrazné vys$si hodnoty byly pozorovany u ZN plic a lymfoidni leukémie (Obr. 23).

Ziskana unikatni data pfinasi prvni hodnoty obsahu MT v krevnim séru lidi.
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Obr. 23.: Praimérné mnozstvi MT u pacientd se zhoubnymi nadory. Celkovy pocet analyzovanych pacientl s
nadorovym onemocnénim — 80 pacientli (44 muzt a 36 Zen). Primérna hladina metalothioneinu v krevnim séru
zdravého ¢lovéka — 0.6 uM.
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Ziskané vysledky naznacuji na moznost vyuzivat katalytickych signalti nejen pro kvantifikaci

MT, ale i pro hledani souvislosti s pribéhem néddorového onemocnéni.

8.2.2. Tvar a priibéh voltametrickych kiivek v krevnim séru pacienti se zhoubnymi
nadory

Jiz profesor Brdicka si pov§imnul, Ze prubéh voltametrickych kiivek se méni u jednotlivych
pacienti se ZN (BRDICKA 1934; BRDICKA 1937a; BRDICKA 1937b). Bohuzel se této otdzce
dale nevénoval. V naSich experimentech jsme si také povsimli rozdilného pribéhu ziskanych
voltametrickych kiivek. Popis elektrochemickych déji probihajicich na elektrodé bude zcela
jisté velmi obtizny, avSak zdznamy by mohly byt vyuZity pro rychlé odhaleni typu zhoubného
nadoru. U riznych nadorovych onemocnéni byly pozorovany velmi dobie charakterizované a
reprodukovatelné katalytické signaly; RS,Co, Cat; a Cat,. Pozorovana variabilita sledovanych
katalytickych signalli analyzovanych vzorkil kolisala mezi 10 — 20 %. Ziskané vysledky
naznacuji na moznost vyuzivat katalytickych signdl pro jednoduchou diagnézou ZN, avsak

bude potiebné velmi intenzivni a podrobné studium tohoto fenoménu (Obr. 24).

a

melanom zhoubny nador plic

a
a

lymfoidni leukémie zhoubny nédor jicnu zhoubny nador tlustého stieva

Obr. 24.: Voltametrické kfivky u riznych ZN. Na voltamogramech je pozorovatelna fada rozdilnych signald,
jejichz vyska muze jednoznaéné identifikovat charakteristicky dany ZN.
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8.2.3. Sledovani hladiny MT v priibéhu protinadorové 1écby

Mezi proteiny, které mohou ovliviiovat pribéh 1é¢by ZN je mozné zatadit také metalothionein
(PRUSA et al. 2005a; PRUSA et al. 2005b; PRUSA et al. 2005c; PRUSA et al. 2004; SVOBODA et
al. 2005; SVOBODA et al. 2006). Z tohoto diivodu jsme se zaméfili na sledovani hladiny MT u

pacientd se zhoubnymi nddory v oblasti hlavy a krku v prabehu jejich protinadorové 1écby.

Pacient 1 (muz, 65 let) byl k terapii pfijat pro zhoubny nador (ZN) hrtanu na konci prosince
2005. U pacienta nebyly pozorovany zadné metastdzy do lokalnich lymfatickych uzlin ani
vzdalené metastazy. Na zaklad¢ histologické analyzy byl ZN diagnostikovan jako dobte
diferencovany spinocelularni karcinom ve stadiu 3. Lécba byla zahdjena chirurgickym
odstranénim ZN a naslednou radioterapii. Sledovali jsme zménu hladiny MT v plné krvi,
ktera kolisala od 12,5 pg/ml do 10,9 pg/ml. Ve tfinactém dni po diagnéze onemocnéni byl
proveden chirurgicky zakrok, coz se projevilo prudkym vzestupem hladiny MT na hodnotu
13,4 pg/ml ve ctrnactém dni, respektive 16,9 pg/ml ve dni Sestnactém. Poté hladina MT v krvi
klesala k hodnoté 14,5 pg/ml ve dvacatém dni 1écby. Naslednad 1é¢ba primarniho ZN byla

sloZena z lokalni radioterapie (Obr. 25).
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Obr. 25.: Zmény obsahu MT v prubéehu terapie u ¢tyf sledovanych pacientli se ZN v oblasti hlavy a krku
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Pacient 2 (muz, 60 let) byl klécbeé piijat na zacatku roku 2006 pro diagnéozu ZN
hypofaryngu. Histologicky byl ZN stfedné diferencovany spinoceluldrni karcinom ve stadiu 3.
U pacienta bylo pozorovano vice metastdz do lokéalnich lymfatickych uzlin, ale zadné
vzdalené metastazy. Obsah MT v krvi pii pfijeti k terapii byl 13,5 pg/ml. Chirurgicky zakrok
byl proveden hned ve druhém dni a hladina MT po ném prudce klesla na hodnotu 7,33 pg/ml.
Poté vsak opét prudce vzrostla na hodnotu 15,6 ug/ml ve ¢tvrtém dni 1é¢by, ze které pozvolna
klesala az k velmi nizké hodnot¢ 2,5 ug/ml v dni desatém. Dvanacty den doslo ke skokovému
narGstu hladiny MT vkrvi na hodnotu 22,8 pg/ml. Pacient byl lécen chirurgickym
odstranénim ZN a néaslednou chemoterapii (Obr. 25).

Pacient 3 (muz, 65 let) byl k 1é¢be piijat na konci roku 2005 pro pokrocily ZN laryngu.
Histologicky byl ZN stfedné diferencovany spinocelularni karcinom ve stadiu 3. U pacienta
nebyly pozorovany zadné vzdalené metastazy. Hladina MT v krvi byla pfi piijeti k 1é¢be 12,1
pug/ml. Operace byla provedena hned ve druhém dni a obsah MT v krvi po ni klesl na hodnotu
10,7 pg/ml. Po kratké ¢tyfdenni stagnaci na této hodnot€ zacala hladina MT pozvolna stoupat
az k maximu 16,0 pg/ml v desatém dni 1é€by. Od tohoto dne zapocal pokles az k hladin€ 11,7
pg/ml ve ctrnactém dni. Pacient byl 1éCen chirurgickym odstranénim ZN a ndaslednou
radioterapii (Obr. 25).

Pacient 4 (muz, 65 let) byl k 1é¢bé ptijat v lednu 2006 pro velmi pokroc¢ily ZN orofaryngu.
Histologicky byl ZN stfedné diferencovany spinocelularni karcinom ve stadiu 4a, navic u
pacienta byl prokdzan ZN prostaty. Déle bylo u pacienta bylo pozorovéno vice metastaz do
lokalnich lymfatickych uzlin, ale Zddné vzdalené metastazy. Pacient byl 1é€en radioterapii a
naslednou radioterapii cisplatinou. Hladina MT v jeho krvi byla po prvni davce radioterapie
12,3 pg/ml. Nasledné byla podana chemoterapie cisplatinou a pozorovana hladina MT klesla
k hodnoté 10,6 pg/ml. Jesté tyz den veCer vSak hladina MT skokové vzrostla na 15,1 pg/ml.
Z této hodnoty zapocal pozvolny pokles obsahu MT v krvi, ktery se ve ¢tvrtém dni ustalil na
hodnoté 9,5 pg/ml. Na ziskaném zaznamu je velmi dobie patrny pokles MT po podani
cisplatiny z divodu jeho vazby na toto 1éCivo a nasledny vyrazny skokovy vzestup jako
odpovéd’ na pfitomnost platinového kovu v krvi pacienta (Obr. 25).

Ziskané experimentdlni vysledky naznacuji, ze studium hladiny metalothioneinu u
onkologickych pacientl je nejen zajimavé z hlediska obecného poznéni, ale piinasi i nové

poznatky pro pochopeni 1é¢ebné odpovedi (KIZEK ef al. 2004a).

Michal Svoboda -55-
SPSCH Brno, Vranovskd



Sttedoskolskéa odborna ¢innost
06 - zdravotnictvi
Brno, 2006

8.2.4. Mnozstvi MT v nadorové tkani

Nedavno byly publikovany experimentalni prace, které ukazuji na zmény obsahu kovu
v nadorové tkani (BECKER et al. 2005a; BECKER et al. 2005b; ZORIY et al. 2005). Proto jsme
se zam¢fili na sledovani obsahu metalothioneinu pfimo v naddorové tkani. Obsah MT jsme
sledovali v nddorové tkani sedmi pacientii kliniky ORL a chirurgie hlavy a krku Fakultni
nemocnice U svaté Anny v Brn¢. Jednalo se v Sesti pfipadech o spinocelularni karcinom a
jeden pripad lymfoepiteliomu, lokalizované v péti pfipadech v hrtanu, dale v nosohltanu a
dolni ¢asti hltanu. Metalothionein byl pfitomen ve vSech vzorcich nadorové tkan€, avSak u
pacientli 2 a 6 byl jeho obsah vyrazné¢ vyssi nez v ostatnich piipadech (Obr. 26a). Déle jsme
porovnali obsah MT v nédorové tkéni a v okolni zdravé tkéni. Ve vSech sledovanych

ptipadech byl obsah MT v nadorové tkani znateln€ vyssi (Obr.26b).
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Obr.26.: a) obsah metalothioneinu v nddorové tkani pacientl s diagnostikovanymi nadory hlavy a krku. b)
porovnani obsahu MT ve svalu, sliznici a nadorové tkani jednoho pacienta.

8.3. Metalothionein a jeho vztah k MDR

Dal§im vyznamnym cilem studia je hledani vztahu metalothioneinu v procesu vzniku MDR
rezistence vuci cytostatiklim na bazi platiny. Mezi bunéénymi liniemi neuroblastomu byly
izolovany linie senzitivni a rezistentni vic¢i cisplatiné. V piedeslé praci byly jednotlivé
bunécéné linie charakterizovany z hlediska chromozomovych zmén (BEDRNICEK et al. 2005).
Nyni jsme charakterizovali neuroblastomové bunécné linie v zéavislosti na aktivité

intracelularnich esteraz. V experimentu byla testovana moznost detekce poctu zivych bunék
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ve vzorcich neuroblastomovych bunéénych linii senzitivnich a rezistentnich k cisplatin€. Na
zéklad¢ zndmého poctu bunék, které byly homogenizovany v daném objemu byly do reakéni
smesi pro stanoveni intracelularnich esteras vnaseny ekvivalenty poctu bunck v rozmezi 0 az
7000. U senzitivnich bunéénych linii byla aktivita esterds vyrazn€ vyS$§i v porovnani
s kulturou rezistentni bunécéné linie. Detekovand aktivita intracelularnich esteras byla pfimo
umérnd pocCtu bunc¢k a limit detekce byl asi kolem 600 bunck v ptipadé senzitivni
neuroblastomové kultury a asi kolem 1000 bun€k v ptipadé rezistentni bunécné kultury. Dale
byla sledovdna zména hladiny metaltohioneinu u téchto linii pomoci nami navrzeného
elektroanalytického stanoveni (kapitola 7.1.1). Z naSich ptedesSlych experimentélnich praci je
ziejmé, ze interakce mezi platinovym lé¢ivem a metalothioneinem je pomérné silnd (ADAM et
al. 2005; PRUSA et al. 2005b; PRUSA et al. 2005¢c; PRUSA et al. 2004). Ziskané experimentalni
vysledky ukazuji, Ze u linii rezistentnich k cisplatin¢ dochéazi k vyraznému vzestupu hladiny
MT. Tento pozorovany jev pravdépodobné naznacuje na spojitost mezi MT a vytvofenou

rezistenci bunééné linie na toto bézné pouzivané cytostatikum (Obr. 27).
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Obr. 27.: Aktivita intracelularnich esteraz a hladina metalothioneinu u senzitivni a rezistentni neuroblastomové
bunécné linie. Esterazova aktivita byla urCena fluorimetricky a mnozstvi MT bylo analyzovano pomoci
Brdickovy reakce

Pro tfeseni vzniklého problému MDR rezistence souvisejici s hladinou MT bylo navrzeno
n¢kolik moznych postupl. Jednou z moznosti je blokovat syntézu MT proteinu vyuzitim
antisense mRNA (protismysiné RNA). Tato molekula vytvofi s mRNA metalothioneinu
komplex, ktery je z organismu velmi rychle odbouravan. Nasledn¢ tedy nedochéazi k nartstu
hladiny MT v organismu a externé¢ podané 1é¢ivo mize intenzivnéji piisobit v nadorové tkani.
Tento zptsob byl jiz experimentalné ovérovan. Zbylé zpiisoby jsou zatim jen moznou cestou

kam se vydat pii feSeni tak slozité otazky. Nabizi se vytvoreni nefunkéniho genu, ktery bude
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blokovat syntézu MT, piipadné repara¢nich mechanisma buiiky. Dalsi moznosti je pokusit se
vznikly protein degradovat specifickou protedzou nebo se pokusit jej vyvazovat dal§im kovem
napt. zinkem ¢i meédi (BLASTIK ef al. 2005; BLASTIK et al. 2006; BLASTIK et al. 2005; KERR et

al. 1994).
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9. ZAVER

Proto, aby bylo mozné studovat hladinu MT u pacientli je nezbytné mit k dispozici analytické
nastroje. Zjistili jsme, Ze elektrochemickych metod 1ze vyuzit pro vysoce senzitivni stanoveni
metalothioneinu s limitem detekce v faddech desitek zeptomold. Dale se nam podaftilo
prokazat, Ze elektrochemické metody jsou vhodné pro stanoveni metalothioneinu v
fad¢ biologickych vzorkil (nddorové tkané). Navic jsme uvedenych metod a postuptli, viibec
jako prvni, vyuzili pro monitorovani hladiny MT v télnich tekutinach (krevni sérum i plna
krev). K dnesnimu dni bylo analyzovéano vice jako 110 vzorkt krevnich sér nebo plné krve.
Ze ziskanych vysledkt dale vyplyva, ze v ptipad¢ vSech zkoumanych zhoubnych novotvara
dochazi ke znatelnému nartstu primérné hladiny metalothioneinu v krevnim séru pacientt se
ZN (od 1,5 do 3,5 umol.dm™) ve srovnani s nami definovanou primérnou hladinou v séru
zdravych lidi. Zajimava je i pozorovana souvislost mezi konkrétni diagnézou zhoubného
novotvaru a pribé¢hem elektrochemického zadznamu, poptipadé rozlozenim charakteristickych
katalytickych signali. Hladina metalothioneinu v krvi pacienti se méni 1 v prubéhu 1écby
zhoubného novotvaru, kdy narGistd nejen po podani cytostatik nebo radioterapeutickém
ozéfteni, ale 1 po kurativnim chirurgickém zékroku. Lze ptredpoklddat, Ze metalothionein také
pravdépodobné zna¢nou meérou zasahuje do procesu vzniku mnohocetné rezistence k
cytostatikiim na bazi tézkych kovl, coz dokazuje vyrazné vys$$i hladina metalothioneinu
v bunéénych kulturach rezistentnich viici t€émto 1€¢iviim.

Metalothionein by tedy mohl byt potencionalnim novym nadorovym markerem jak pro
vCasnou diagnostiku zhoubného novotvaru, sledovani progndézy onemocnéni, tak i pro
monitorovani pribéhu 1écby. Docasné omezeni jeho funkce by také mohlo vést k zlepSeni
citlivosti na chemoterapeutickou 1écbu a tim i k vétsi pravdépodobnosti Gspéchu v boji se

zhoubnymi novotvary.

Michal Svoboda -59-
SPSCH Brno, Vranovskd



Sttedoskolskéa odborna ¢innost
06 - zdravotnictvi
Brno, 2006

10. SHRNUTI

Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) je kazdym rokem ve vyspélych zemich
diagnostikovéano asi 11 miliont pfipadii onemocnéni malignim nddorem a piedpoklada se, ze
v roce 2020 bude nové diagnostikovanych ptipadl vice nez 16 miliond. Nyni jsou nadorova
onemocnéni pti¢inou smrti vice nez 6,7 milionu lidi celosvétove, coz znamend, ze priblizné
kazdych pét sekund na Zemi umira jeden ¢lovék na zhoubny novotvar. Z téchto divodl
vytvofila WHO v roce 2002 Univerzalni program pro kontrolu rakoviny, ktery je mozny
adaptovat pro jakoukoliv zemi na svéts. Ceské republika zahajila intenzivni program boje se
zhoubnymi nadory a vroce 2006 spustila unikdtni vyhodnoceni ziskanych dat o
onkologickych pacientech — Narodni onkologicky registr. Navic v Ceské republice vyhlasilo
Ministerstvo zdravotnictvi CR a Ceska onkologicka spole¢nost program zaméfeny na pokles
vyskytu zhoubnych onemocnéni v ¢eské populaci, ktery se ma, kromé jiného, zaméfit na
zlepsSeni vCasné diagnostiky mezi néz nalezi i hledani novych potencionalnich nadorovych
markerl. Jak se ukazuje, jednim z novych potencionalnich markeri by mohl byt protein
metalothionein (MT). MT patii do skupiny intracelularnich, nizkomolekularnich na cystein
velmi bohatych proteinti o molekulové hmotnosti 6 — 10 kDa. Souvislost mezi MT a
rakovinou je na samém pocatku zkoumani. Nejnovéjsi vyzkumy ovSem naznacuji, Ze existuje
vztah mezi mnozstvim MT a rychlosti rozvoje zhoubného nadoru. Analytickych metod pro
senzitivni analyzu MT vSak neni v soufasné dobé¢ mnoho. VétSina z nich vyzaduje velmi
sloZitou ptipravu vzorku naro¢nou a drahou laboratorni instrumentaci. Proto jsme se nejdiive
zamétili na vybér a optimalizaci metody vhodné nejen pro velmi citlivou analyzu MT ale také
metody vhodné pro stanoveni MT v krvi a krevnim séru. Nejcitlivéj$i ndmi optimalizovanou
metodou byla chronopotenciometrickd rozpousStéci analyza ve spojeni s adsorptivni
pienosovou technikou, kde jsme dosahli detekéniho limitu 11 zmold, ktery ndm umoznuje
analyzovat MT v kapkach lidské krve. Nasim dal$im a neméné dilezitym cilem bylo studovat
vztah MT k nddorovym onemocnénim. Pro tyto Gcely jsme zvolili elektrochemickou metodu
Brdickovy reakce, kterd splitovala nejen podminky dostatecné sensitivity a zaroven nadm
umoznila rychlou analyzu vétSiho mnozstvi vzorkli krve a krevniho séra. Analyzovali jsme
krevni séra pacientll s rtuznymi druhy zhoubnych nadorti (melanom, lymfoidni leukémie,
zhoubny nador prsu, plic, $titné zlazy, ledviny, jicnu a tlustého stieva, a nadory v oblasti
hlavy a krku). Nase vysledky ukazuji, Ze hladina MT je u vSech studovanych nadorovych

onemocnénich zvySend ve srovnani s kontrolnim vzorkem, v ptfipad¢ lymfoidni leukémie a
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zhoubného nadoru plic dokonce vice jak pétkrat. Kromé toho, Ze miizeme MT povazovat za
potenciondlni nadorovy marker, také patii do skupiny proteind, které mohou ovliviiovat
prubéh 1écby zhoubnych nadori. Z tohoto diivodu jsme se zaméfili na sledovani hladiny MT
u nddorovych bunéénych linii a dle u Ctyf pacientl se zhoubnymi nadory v oblasti hlavy a
krku v pribéhu jejich protinadorové lécby. Ziskané experimentdlni vysledky naznacuji, Ze
studium hladiny MT u onkologickych pacientli je nejen zajimavé z hlediska obecného

poznani, ale pfinasi i nové poznatky pro pochopeni 1é¢ebné odpovedi.
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11. SUMMARY

According to World Health Organisation (WHO), more than 11 million people are diagnosed
with tumour disease every year. It is estimated that there will be 16 million new cases every
year by 2020. Tumour disease causes more than 6.7 million deaths every year, which means
that one man dies every fifth second by tumour disease. As a response to the cancer epidemic,
WHO suggested National Cancer Control Programmes, which was published in 2002, that can
be adapted to socioeconomic and cultural contexts in all countries. Czech Republic has been
beginning an intensive program to fight with tumour diseases and triggered a unique
evaluation of data obtained from oncological patients — National Oncological register. In
addition, Ministry of Health of Czech Republic and Czech Oncological Society proclaimed a
programme lowering cancer incidence at population, which are aimed on, besides others,
improving of early detection of tumour disease including searching for new potential markers
of tumour diseases. It seems to be according to recently published papers that metallothionein
(MT) could serve as a new potential marker. MT belongs to group of intracellular, low
molecular and cysteine-rich proteins with molecular weight from 6 to 10 kDa. The link
between MT and a tumour disease is at the very beginning of investigations. Recently
published papers showed a possibility that link between amount of MT and rate of tumour
disease progression really exists. On the other hand, few analytical techniques could be used
now for very sensitive determination of MT. Most of them need very difficult and time
consuming sample preparation and/or high cost laboratory equipment. Thus, we aimed
primarily on selection and optimization of a method suitable not only for very sensitive
determination of MT but also for determination of MT in blood and blood serum.
Chronopotentiometric stripping analysis in connection with adsorptive transfer technique was
the most sensitive method for the above mentioned purposes. The detection limit of the
method was 11 zmole, which enable to us analyse MT in few drops of human blood. Studying
of link between MT and tumour disease was another, important aim. We used electrochemical
method — Brdicka reaction — for these purposes. This method was everything one expects
including not only high sensitivity but also requirements for routine analysis. We analysed
blood serum of patients with different tumour diseases (melanoma, leucemia, breast, lung,
thyroid gland, kidney, oesophagus and colon cancer, and otorhinolaryngological tumour
diseases). We found out that metallothionein content at human blood serum of the mentioned

patients increased in comparison with control. As for leucemia and lung cancer, we
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determined that content of MT was more than five times higher in comparison with control.
Besides that we could consider MT to be a new potential tumour diseases marker, MT also
belongs to group of proteins influencing way of a treatment of cancer. For that reason we
aimed on determination of MT at tumour cell lines and, moreover, at four patients with cancer
of head and neck during their treatment. The results obtained shows that investigating of MT
level at oncological patients is not only interesting with regards to common knowledge but
also brings new pieces of knowledge needed to better understanding of tumour disease

treatment response.
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