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1. Uvod

Metalothioneiny (MT) byly poprvé popsany pifed vice nez 50 lety jako
nizkomolekularni proteiny, obsahujici vysoky pocet thiolovych skupin (Bell et al.,
2009). Poprvé izolovali metalothioneiny Margoshoe a Valle v roce 1957 z koriskych
ledvin (Eckschlager et al., 2009). Metalothioneiny jsou v pfirodé vSudypfitomné-
vyskytuji se u zivocichu, rostlin i prokaryont, nachazeji se v cytoplazmé i v
organelach - mitochondriich, lysozomech, bunéénych jadrech. V lidském organismu

se podileji na celé fadé dulezitych biologickych procesu.

1.1 Chemicka struktura metalothionein U

Metalothioneiny jsou nizkomolekularni, intracelularni proteiny s molekulovou
hmotnosti 6-10 kDA, které nemaji enzymatické aktivity. Obsahuji vysoky podil
aminokyseliny cysteinu — 25-30% (Penkowa et al., 2002, Hua et al., 2008).

Obrazek 1: T Firozmérn& struktura roztoku lidského metalothioneninu ur c¢ené
pomoci nuklearni magnetické rezonan €ni spektroskopie - p fFevzato z
(Ecskchlager et al., 2009).
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3D structure of solution of human MT [*3Cd.] detected using nuclear magnetic resonance
spectroscopy (Cd-7 Metallothionein-2)



Metalothioneiny jsou charakteristické jak obsahem iontl kovd, tak obsahem siry ve
formé thiolovych (SH) skupin. VétSinou se skladaji z 60-68 aminokyselinovych zbytku
V centrélni ¢4sti své molekuly obvykle obsahuji dvacet cysteinovych zbytkl, pfi¢emz
nejCastéji opakujicim se motivem je cystein (C)-serin (S)-cystein(C). Aromatické
aminokyseliny v primarni struktufe metalothioneini obvykle chybi. VSechny pfitomné
cysteiny jsou v redukované podobé a koordinované s ionty kovad, pfiCemz vytvareji
metalothiolatové klastry. Celkové je jedna molekula sav€iho metalothioneinu schopna
vazat jedenact jednovaznych nebo sedm dvouvaznych iontd kovi (Adam et al.,
2008). Metalothioneiny maji na obou vazebnych mistech zinek, ktery se pfi vyssi
afinité k thiolim muze vyménit za olovo, méd, kadmium, platinu, stfibro nebo Zelezo.
Doména metalothioneinu, ktera vaze kovy se sklada z dvaceti cysteinu, které jsou
vazany s lysinem a argininem (Eckschlager et al., 2009). Struktura lidskych
metalothioneind je zavisla na mnozstvi iontdl kovd a mnozstvi vodikovych radikald
(Maret et al., 2009). Geny pro metalothioneiny se u ¢lovéka nachazi na chromozému
16q12-22. U savcu jsou popsany Ctyfi izoformy MT1-4, u lidi je v souCasné dobé
popsano jiz 11 subtypl — jednotlivé izoformy a subtypy metalothioneinl ukazuje
tabulka 1.



Tabulka 1: Rozd éleni metalothionein U -pfevzato z (Petrlova et al., 2004).

MT Pocet aminokyselin  |Molekulovd hmotnost [Teroetické pl [swiss-prot oznaceni
MT1A 61 6133.2 8.38 P0473I
MT1B 61 6115.3 8.47 P07438
MT1E 61 6014.1 8.38 P04732
MT1F 61 6086.2 8.23 P04733
MT1G 61 6070.2 8.38 P13640
MT1H 61 6039.2 8.49 P80z94
MT1 61 6040.2 8.38 P80295
MT1K 62 6141.3 8.38 P80296
MT1L 61 6068.2 8.38 P80297
MT1R 61 6062 2 8.38 Q93083
MT2 61 6042 | 8.23 P02795
MT3 68 6926.9 4.79 P25713
MT4 62 6418.7 838 P47944

Nejcastéjsi jsou izoformy MT1 a MT2, které se vyskytuji v celém organismu.




Tabulka 2: Rozdily mezi MT1 a MT2, po éet a sekvence jednotlivych

aminokyselin.

10 20 30 40 50 60j

| | | | | |
MDPNCSCATG NSCTCASSCK CKECKCTSCK KSCCSCCPAG CTKCAQGCIC KGASDKCSCC A

Molekularni hmotnost: 6103 Da — METALOTHIONEIN 1 * 61 aminokyselin *

10 20 30 40 50 60

| | | | | |
MDPNCSCAAA GDSCTCANSC TCKACKCTSC KKSCCSCCPP GCAKCAQGCI CKGASDKCSC CA

Molekularni hmotnost: 6083 Da — METALOTHIONEIN 2 * 62 aminokyselin *

v s

ostatnimi izoformami metalothioneint jsou dany sekven&nimi rozdily v oblasti
promotoru, které umoznuji vazbu aktivatord neboli enhancerl transkripce pravé u
MT2 izoformy (Samson et al., 1998). Enhancery transkripce MT2 genu jsou kovy,
interleukiny, interferony, TNFalfa a glukokortikoidy (Raudenska et al., 2012).
Informace o sérovych hladinich jednotlivych izoforem metalothioneint dosud chybi.
Metalothionein 3 byl nalezen v mozku, kde pusobi jako inhibitor ristového hormonu.
Je primarné syntetizovan v astrocytech kortexu, mozkového kmene a michy
(Choudhuri et al., 1995). Pozdéji byla jeho exprese prokdzana i v ledvinach,
pankreatu, stfevu, mocovém meéchyri, prostaté a v fadé nadorovych tkani (Hua et al.,
2008). Struktura MT3 se vyrazné liSi od ubigiternich MT1 a MT2 (Karotki et al.,
2009). Metalothionein 4 byl prokazan v dlazdicobuné&nych epiteliich kize, jazyka a
zaludku. U&astni se regulace pH Zzaludeéni Stavy, citlivosti chutovych bunék jazyka a
ma protektivni u¢inek na posSkozeni kiize UV zafenim (Namdarghnabari et al., 2011).

1.2 Metody stanoveni metalothionein G v biologickém materialu

K méfeni obsahu metalothioneint v biologickych vzorcich télnich tekutin a tkani
pouzivame riizné metody. Endogenni metalothioneiny i jejich isoformy stanovujeme
na urovni transkripni (stanoveni mediatorové ribonukleové kyseliny - mRNA) a

translaéni (stanoveni hladiny proteint). Pouzivana je cela Skala metod — Western
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bloting, RT PCR nebo Northern bloting, imunoflueresce, imunohistochemie,
chromatografie, kapilarni elektroforéza, spektrometrie a elektrochemické stanoveni
hladiny metalothioneinu.

NejCastéji se metalothionein stanovuje kvantifikaci mnoZstvi kovl véazanych na
metalothionein a podle tohoto mnozstvi se ur€i odpovidajici hodnota
metalothioneinu. Metalothioneiny maiji rozdilnou afinitu ke koviim Hg(ll) > Ag(l) = Cu
(h > Cd (I) > Zn(ll) (Moffat et al., 1997). Z toho vychazi tzv. satura¢ni metoda Cd-
hem, pfi které se vyuziva vlastnosti metalothioneinu vazat kadmium Cd(Il) misto
zinku Zn(lIl). Pokud zname koncentraci kadmia uréime podle poklesu jeho hodnoty
koncentraci metalothioneinu ve vzorku. Na stejném principu jsou zalozeny dalSi
saturacni metody, které pouZivaji pouze jiné kovy stfibro Ag(l) a rtut Hg(ll)
(Eckschlager et al., 2009).

Absorbéni spektrometrie nebo chromatografie stanovuje absolutni pocet kovu
vazanych na metalothioneiny (Andon et al., 2006).

DalSi metoda méfi metalothioneiny pomoci mnozstvi sulfohydrolovych skupin s
pouzitim  chemického znaleni Ellmanovym reagentem (5,5'-dithiobis-(2-
nitrobenzoova kyselina) nebo téze DTNB), ktery je vyuzivan ke kvantifikaci thiolovych
skupin, které s ni reaguji a Stépi disulfidickou vazbu na Zluty 2-nitro-5-thiobenzoat.
Takto oznaCené sulfhydrylové skupiny jsou detekovany UV spektrometrii nebo

fluorimetrii (Eckschlager et al., 2009).

RIA a ELISA jsou vysoce senzitivni metody vhodné pro detekci metalothioneinu v
biologickych tekutinach i ve tkanich. Tyto metody pouzivaji protilatky proti
metalothioneinu, které jsou znaceny bud radiaktivni latkou — radioimunoanalyza
(RIA) nebo enzymem (ELISA) (Eckschlager et al., 2009).

Separacni technika odliSuje jednotlivé izoformy metalothioneini  pomoci

v i s

electrophoresa- kapilarni zénova elektroforéza), ktera byla vyvinuta v roce 1990 a

pouziva se od roku 1993 (Eckschlager et al., 2009).

Reverzné transkripni polymerazova fetézova reakce /RT-PCR/ a Northern bloting

stanovuje hladinu mediatorové ribonukleové kyseliny (mRNA) jednotlivych
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metalothioneind, jejichz geny jsou v lidském genomu umistény v klastru na

chromosomu 16 q13 (Ganguly et al., 1996).

Mezi elektrochemické metody patfi chronopotenciometrické méfeni hladiny vrcholu
H, ktery vznikne pfi katalytické reakci elektrolytu v pfitomnosti proteinu a voltametrie,
ktera méfi redukci nebo oxidaci SS a SH skupin (Kizek et al., 2004).

Obradzek 2: Souhrn analytickych metod vyuzZivanych pr o analyzu

metalothionein G - pfevzato z (Adam et al., 2008).

Analytické metody vyuzivané pro analyzu methalothio neinu

‘ Spektrametrie ‘

‘ Elektroforéza ‘ ‘ Chromatografie ‘ ‘ Kapilarni elektroforéza ‘ -
| Elektrochemie |
SDS; pl HPLC FPLC
Chronopotenciometrie
Voltametrie I
/\ Pik H
Redukce nebo oxidace (SS, SH) Brdi ékova reakce

Impulzem pro vznik voltametrie byl objev polarografu profesorem Jaroslavem
Heyrovskym, ktery za tento celosvétovy vynalez ziskal v roce 1959 Nobelovu cenu.
Jeho Zak Rudolf Brdi¢ka, v roce 1933 popsal polarograficky signal vznikajici v
pfitomnosti proteint obsahujicich siru. Nebylo vSak zcela ziejmé, které proteiny byly
touto metodikou stanovovany. Zjistil, Ze signal krevniho séra zdravého Clovéka a
pacienta s nadorovym onemocnénim je vyrazné odliSny. Tento nalez mohl byt proto
vyuZzit pro rozliSeni zdravého a nemocného Clovéka (Adam et al., 2008). Brdicka
popsal 100% specifitu této metody pfi diagnostice nadorovych onemocnéni. Tato
metoda je pojmenovana podle svého objevitele Brdi¢kova filtracni reakce, viz

obrazek 3.

11



Obrazek 3: Pravd épodobné schéma Brdi €kovy reakce - p fevzato z (Adam et al.,
2008).

pravd épodobné schéma Brdi €kovy reakce

[CO(NH 3)6]>* —€ > [Co(NH 3)g]?*

[Co(H,0)¢]2* —>— Co0

+R(SH),

+2H*, 28
e

RS,Co H,

+2H* +2e-

+R(S7), + Co°

Pozdéji bylo od této metody laboratorni diagnostiky nadord diky dalSim novym
moderngjSim analytickym chemickym a molekularné biologickym postupim
upusténo. V podstaté vice nez padesat let se BrdiCkova metoda nepouzivala.
Hlavnimi davody byla zejména finanéni ndkladnost a mala vytéznost. Teprve pozdéji
se zjistilo, Ze Brdi¢ka stanovoval skupinu mukoproteind (MP1, MP2 a MP3). V
soucasnosti se ovSem ukazuje, Ze prave tyto nizkomolekularni proteiny, jako je tfeba
metalothionein a glutathion, které Brdicka puvodné stanovil, hraji dulezitou roli v
mnoha vyznamnych biologickych procesech. To byl jeden z hlavnich duvodu, pro¢ je
tato metoda opét v zdjmu nékterych védeckych pracovist. Béhem poslednich deseti
let byla Brdickova metoda rlznymi zpusoby modifikovana. Dulezitou vlastnosti
metalothioneinu je, Ze patfi k termostabilnim proteinim, které zlstavaji pfitomné v
roztoku i po jeho tepelné denaturaci. Kizek se svym kolektivem (Kizek et al., 2004)
také tuto reakci upravili a zjistili, Ze pfi BrdiCkové reakci vznikd charakteristicky
elektrochemicky signal, ktery je zavisly na mnozstvi thiolovych skupin v cilové

molekule, na jeji velikosti a koncentraci. Vznikly signal je navic zavisly na teploté.
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Prokazali, Ze zvySeni teploty elektrolytl o 5-10 °C zvySuje signal metalothioneint o

vice nez 50% proti méfeni pfi pokojové teploté.

Specificita této metody je vySSi nez 90% (Adam et al., 2010). Tato metoda byla
klicova pro nasi préci, nebot pro méfeni hladiny metalothioneinl v séru nasich
détskych pacientd se solidnimi nadory jsme pouzivali stejny postup. Princip nami

uzivané metody znazornuje obrazek 4.

Obrazek 4: Schéma DP voltametrie 4 -p fevzato z (Eckschlager et al., 2009).

: B
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1.3 Funkce metalothionein @ v organismu

PfestoZze metalothioneiny byly objeveny jiz pfed vice, nez 40 lety mnoho jejich
biologickych funkci neni dosud pIné objasnéno. Metalothioneiny jsou nejvice
studované proteiny ze skupiny tzv. metaloproteinu, které reprezentuji zhruba 30%
vSech znamych proteinl a o jejichz kompletni struktufe a mechanismu metylace
mame stale velmi omezené informace (Ngu et al.,, 2009). Jsou to multifunkéni
proteiny, které se v burice nachazeji ve velmi nizké koncentraci a jejich hladina
stoupa pfi zvySené hladiné kova v organismu (Kavaati et al., 2010). Jednou z
hlavnich funkci ubiquitérné se vyskytujicich isoforem MT1 a MT2 je regulace hladin
kovu v organismu. Tézké kovy vyskytujici se v zivotnim prostfedi maji vliv na lidské
zdravi. V organismu mame esencialni tézké kovy (Fe, Cu, Zn, Mn, Co, Mo), které
jsou v malych davkach nepostradatelné pro spravnou funkci organizmu (jsou
soucasti molekuly riznych enzymu, nebo funguiji jako jejich aktivatory) a nebezbecné
toxické kovy Hg, Cd, Pb, As, Cr. Esencialni i toxické kovy se vazou na -SH, - COOH
a — NH2 skupiny biomolekul a méni tak jejich strukturu a funkci. NejzdvaznéjSim
ucinkem druhé skupiny kovu je, Ze v toxické koncentraci funguji jako enzymatické
jedy a zasahuji do mnoha bunéénych a metabolickych pochodl. Nékdy dochazi téz
ke kompetici s esencialnimi latkami (olovo nahrazuje vapnik v kostech, kde se
posléze kumuluje, kadmium nahrazuje zinek v nékterych enzymech) (Raudenska et
al., 2012). Je znamo, Ze mezi jedinci téhoZ druhu existuje zna¢né variabilita v jejich
toleranci a ucinku. Pravé za tuto vnitrodruhovou variabilitu je odpovédna rozdilna
mira exprese a funk&nosti kovy vazicich peptidi metalothioneint a glutathionu. Mira
exprese metalothioneinl a jejich schopnost vazat kovy maze byt mimo jiné naruSena
zménami na urovni DNA. Bylo prokdzano, Ze nékteré jednonukleotidové
polymorfizmy (SNP) jsou asociovany s predispozicemi k ruznym chorobam a
rychlejSimu starnuti, coz potvrzuje kliCovou ulohu metalothioneinl pfi ochrané
organizmu a spekuluje se i o0 moznosti vyuziti téchto polymorfizmu jako ukazatell
rizika pro nositele rizikovych genotypu (Raudenska et al., 2012). Jednonukleotidovy
polymorfizmus (SNP) c. 152A/G v genu MT1A — znamen& zaménu A za G na 152.
pozici od zaCatku kédujici sekvence genu MT1A je provazen zvySenym rizikem
diabetu. Pfitomnost guaninu u tohoto SNP byla signifikantné asociovana s incidenci
diabetu typu 2 (Cipriano et al., 2006). Jednonukleotidovy polymorfizmus (SNP) c
80A/C v genu MT1A byl asociovan s dlouhovékosti v italské populaci. Zvyhodnéni

byli nositelée alely A (Kavaalti et al., 2010), nositelé alely C byli naopak
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predisponovani k rozvoji kardiovaskularnich nemoci a diabetu typu 2 (Cipriano et al.,
2006). Jednonukleotidovy polymorfizmus (SNP) — 77A/G v MT2A se nachazi v
regulacnim Useku DNA zvaném MRE (metal responsive element), na ktery se za
normalnich okolnosti vaze transkripéni faktor MTF-1. Pokud se vSak v sekvenci
vyskytuje v této pozici G misto A, MTF -1 se nemuze navazat a mira transkripce
MT2A se vyrazné sniZzuje. U nositeld alely G tohoto polymorfizmu byl nalezen vysSi
obsah kadmia v ledvinach (prumérné hodnoty kadmia byly 87 pg/g tkdné u nositell
genotypu AA, 151 ug/g u genotypu AG a 153 ug/g u genotypu GG) (Kavaalti et al.,
2011). Jednonukleotidovy polymorfizmus (SNP)+838C/G v MT2A je provazen
vyskytem ateroskler6zy, nedostatkem zinku a médi a vySSi hladinou prozanétlivého
cytokinu MCP-1. Ve vSech téchto pfipadech byli znevyhodnéni nositelé genotypu GG.
Genotyp GG tohoto polymorfismu byl téz asociovan s cCastéjSim vznikem
nekalcifikovanych plakd v karotidach (Giacconi et al.,, 2007). Jednonukleotidovy
polymforfizmus (SNP) — 209A/G v MT2A je provazen chronickym zanétem (vysoké
plazmatické hladiny IL-6), hyperglykémii se zvySenou hladinou glykovaného
hemoglobinu a nedostatkem zinku. Nositelé genotypu AA maji zvySeneé riziko vzniku
diabetes melitus 1. typu v kombinaci s ateroskler6zou (p=0,0015 odds ratio 2,62) a
jejimi komplikacemi jako je ischemicka kardiomyopatie (p=0,005 odds ratio=12,6)
(Giacconi et al., 2005). ZvySena exprese MT1A i MT2A byla zjisténa také u
Gravesovy-Basedowy choroby (Samson et al., 1998) a v bunkach obklopujicich
amyolidni plaky vznikajici pfi Alzheimerové chorobé (Hidalgo et al. 2006) a u
amyotrofické lateraini sklerézy. V dalSi praci polsti autofi sledovali vztah hladiny zinku
médi, metalothioneind a mozkovych nadord. U pacientd s malignimi nadory prokazali
pozitivni vztah mezi hladinou metalothionein a hladinou zinku a negativni vztah
mezi metalothioneiny a hladinou médi. Neprokazali statisticky signifikantni rozdil
mezi hladinou médi u pacientd s malignimi a benignimi mozkovymi nadory
(Florianczyk et al., 2003). Zinek, jehoZz metabolismus je ovliviiovan metalothioneiny a
naopak sam ovlifiuje hladiny metalothioneind prostfednictvim aktivace transkripéniho
faktoru MTF-1 (metal-responsive transcription factor), kterou mohou indukovat
nékteré kovy véetné zinku. MRE (metal responsive element), je kliCovy pro spravnou
funkci pfirozené i ziskané imunity (Wong et al., 2007). Deficit zinku je zodpovédny za
poruchy T a B maturace, které vedou k lymfopénii. Metalothionein 3 (také nazyvany
neuronalni ristovy faktor) se nachazi v mozku, je také pfitomen v pankreatu a v

tenkém stfevu. Metalothionein 3 je syntetizovan primarné v astrocytech kary,
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mozkovém kmeni a miSe (Choudhuri et al., 1995). Jeho hlavni funkci je inhibice
ristového faktoru v mozku (Faller et al., 2010). V experimentalni praci na mySich
modelech prokézali, Ze MT1 a MT2 hraji dalezitou roli u patologickych stavi CNS.
Jejich exprese se signifikantné zvySuje v reaktivnich astrocytech, mikrogliich,
makrofazich po traumatickém zranéni mozku. Tato neuroprotektivni funkce
metalothioneint je navic zvySovana pusobenim prozanétlivého cytosinu IL-6. Déle
hlavni izoformy MT1 a MT2 stimuluji astrogliésu, expresi ristovych faktor( a jejich
receptori, ovliviuji neurotrofiny (TGF beta, bFGF, VEGF, NT-3,4,5 NGF).
Metalothionein 1 ma nejvysSi efekt na angiogenezi. Z uvedenych experimentalnich
vysledkd vyplyva, Zze MT1 a MT2 nejen snizuji autoimunitni a zanétlivé poskozeni
CNS, ale maji i neuroprotektivni efekt béhem ischémie a poskozeni motorickych

neuront (Penkowa et al., 2006).

Metalothionenin 4 byl detekovan v epitelidlnich bunkach kuze, jazyku a Zaludku.
Ugastni se regulace tvorby pH Zaludeéni kyseliny, rozliseni chuté jazykem a
vyznamny je jeho protektivni U€inek na kUzi poskozenou UV zafenim
(Namdarghanbari et al., 2011, Sutherland et al., 2011).

Metalothioneiny reaguji také na vyplaveni nebo aplikaci nékterych hormonu, cytokina
a jinych biologicky aktivnich latek napfiklad glukokortikoidd, IL1 a IL6, INF alfa, TNF
alfa a vitaminu D (Abdel-Mageed et al., 1998). Plsobi také chemotakticky na
zanétlivé bunky a ovliviuji angiogenezi (Miyahita et al., 2005). Metalothioneiny se
uvoliuji i extracelularné, kde maji imunomodulaéni efekt, tento proces vSak jesté
neni plné objasnén (Eckschlager et al., 2009). Diky ovlivnéni hladiny zinku maji
metalothioneiny schopnost regulovat syntézu apoenzym( a Ffady transkripénich
faktord (Eckschlager et al.,, 2009). Vyznamné je zapojeni metalothioneini do
karcinogeneze, coz prokazuje cela fada experimentalnich a klinickych studii. Vlivu
metalothioneint na prabéh a chovani nadorového onemocnéni a vzniku rezistence k
chemoterapii a radioterapii budou vénovany dalsSi kapitoly. Metalothioneiny
vyznamnou meérou ovliviuji oxidativni stres organismu. Mezi prokazané antioxidanty
patfi enzymy, proteiny a nizkomolekularni latky bilirubin, tokoferol, karotenoidy,
ubiquinol, askorbat, glutathion, cystein a urat (Hirokazu et al., 2007). Metalothioneiny
se uplatiuji v prevenci oxidativniho stresu nékolika zplUsoby. Maji nizky redoxni
potencial, a proto mohou byt oxidovany bunéfnymi oxidanty (Bell et al., 2009).

Metalothioneiny stabilizuji lysozémy a sniZuji apoptézu zpusobenou oxidativnim
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stresem (Baird et al., 2006). V oxidativnim stresu je dulezita tzv. Fentonova reakce,
pfi které jsou uvolfiovany vodikové radikaly z peroxidu vodiku a dalSich reaktivnich
kyslikovych radikald. Méd a Zelezo pfimo katalyzuji uvolnéni vodikovych radikala
Fentonovou reakci a pravé tyto radikaly mohou blokovat komplex metalothioneinl se
zinkem (Formigari et al., 2007). Vztahu metalothionein a oxidativnimu stresu v
souvislosti s nadorovym bujenim bude vénovana dalSi kapitola. V literatufe existuje
mnoho experimentalnich studii, které se snaZi objasnit dalSi funkce metalothioneina.
Z vysledkl téchto experimentalnich praci vyplyva, Ze metalothioneiny mohou byt
exportovany a vychytavany burfikami diky mechanismim zprostfedkovanym
receptory (Maret et al., 2010). Vysoké hladiny metalothioneind byly detekovany u
mysSi v pankreatické stavé stimulované pilokarpinem (DeLisle et al., 1996). U krys se
zvySovala Zlu€ova sekrece po dieté obsahujici hodné médi (Evering et al., 1991). V
in vitro studiich byly metalothioneiny uvolnény po indukci diferenciace
fibroblastickych preadipocytl do adipocytu (Trayhurn et al.,, 2000). Metalothioneiny
byly také detekovany v seminalni plasmé sekretované prostatou (Suzuki et al., 1994).
Z uvedeného vyplyva, Zze metalothioneiny jsou vyznamné pro celou fadu dilezitych
biologickych procesu, nicméné mnoho jejich funkci a biologicky vyznam jejich

jednotlivych izoforem musi byt dale jesSté zkoumany.

1.4 Metalothioneiny a karcinogeneze

Rozdily v expresi metalothioneint pfispivaji k charakteristickym vlastnostem
nadorovych bunék, jako jsou zvySena proliferace, zmény metabolismu,
metastazovani a rezistence k apoptoze (Pedersen et al., 2009, Krizkova et al., 2010,
priloha 5). Pro karcinogenezi je dllezity protein p53, ktery mlze byt ovliviiovan nejen
diky vztahu mezi zinkem a p53, ale i pfimou vazbou p53 na metalothioneiny.
Zakladni funkce p53 jsou kontrolovat bunéény cyklus, indukovat apoptdzu a pusobit
jako tumor supresor. Metalothioneiny ovSem vazbou s p53 v urcitych nadorech
blokuji apoptézu a tim ovliviiuji progresi tumoru. Ostrakowitch et al., 2006 prokazala
komplex metalothioneint a p53 v epitelialnich burikach nadoru prsu, a diky tomuto
nalezu autofi predpokladaji, Ze pravé tento komplex reguluje apoptézu nadorovych
bunék. Metalothioneiny jsou nezbytné pro funkci i dalSich proteint zapojenych do
karcinogeneze napfiklad NF-kappa B, PKCI, GTPase, Rab 3A a dalSich. Maji také

proangiogenni efekt (Eckschlager et al., 2009, Takahashi et al., 2012) a
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pravdépodobné se podili i na posunu nador do vice invazivnich stupfil - zvySuji
grade jednotlivych nadora. (Hiura et al., 1998, Formigari et al., 2007). Vzestup
cytoplazmatické i nuklearni exprese metalothioneint hraje duleZitou roli ve vzniku
metastatické diseminace karcionom@ dutiny astni (Szelachowska et al., 2009).
Transkripéni faktor — hypoxii indukovany faktor 1 (HIF-1) je odpovédny za regulaci
genl nadorového rlstu, angiogeneze a metastazovani. Ve Schmitzové studii
(Schmitz et al., 2009) porovnavali vztah epxrese HIF-lalfa a metalothioneini s
progresi kolorektalni karcinomu. Autofi prokazali, Zze hladina HIF-lalfa statisticky
signifikantné koreluje s hladinou metalothioneint v bunce a predpokladaji tedy, ze
metalothioneiny jsou proto zapojeny do komplexu biologickych pochodu
indukovanych hypoxii v lidskych nadorovych tkanich. Aktivace metalothioneini muze
hrat dalezitou roli v pfeméné potencialné malignich Iézi do ¢asnych stadii karcinoma
(Pontes at al., 2009). Metalothionein 2 zvySuje tvorbu matrixové metaloproteinazy 9 v
nadorovych bunkach a tim zvySuje jejich invazivitu a podporuje metastazovani
(Raduenska et al., 2012). Uzky vztah metalothioneind a p53 je odpovédny za
agresivitu nadoru dutiny ustni (Cardoso et al., 2009). Expozice kadmiem, ma jasny
karcinogenni potencial u lidi i u hlodavct (Filipi¢ et al., 2012). Hlavnim zdrojem
kadmia v populaci je pravdépodobné cigaretovy kouf. V experimentalni praci (Rachel
et al., 2013) sledovali vztah mezi kadmiem a vlastnostmi epitelialnich plicnich
bunécnych linii. Pfi zvySené koncentraci kadmia byly v téchto burikdch zvySené
hodnoty hlavnich izoforem metalothioneind MT1A a MT2A. Autofi prokazali, ze
expozice kadmiem vede ke vzniku charakteristickych vlastnosti naddorovych bunék. V
experimentalni praci (Cernei et al., 2013, pfiloha 2) jsme sledovali vztah sarcosinu
v kultivaénim mediu, hladin metalothioneind (stanovenych elektrochemicky, tedy
stejnou metodou jako v naSi klinické studii) u nadorovych bunék karcinomu prostaty.
Sarcosin je dalSi nové diskutovany nadorovy marker karcinomu prostaty, ktery
ovliviiuje metabolismus aminokyselin a proces metylace, ktery vznikA bé&hem
progrese karcinomu prostaty. Tato prace prokazala statisticky signifikantni pozitivni
korelaci mezi hladinou sarcosinu a hladinou metalothioneint stanovovanou kapilarni
elektroforézou a BrdiCkovou reakci, coz potvrzuje pFedpoklad, Ze sarcosin a
metalothioneiny se zapojuji do karcinogeneze nadora prostaty. Bylo publikovano, Ze
exprese metalothioneinu 3 muze mit vliv na patogenesi nemalobunééného karcinomu
plic (Weryska B et al., 2013). Samotny nador stimuluje a remodeluje svoje

mikroprostfedi, coz podporuje jeho rist a indukuje angiogenezi. Nador méni
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extracelularni matrix a funkci existujicich bunék a tim ovliviiuje imunitni systém.
Napfiklad protein RCAS1 je odpovédny za unik nadoru z imunologického dohledu
organismu a remodelaci mikroprostfedi, stejné tak mohou puasobit i metalothioneiny
(Dutsch-Wicherek et al., 2010).

Na druhou stranu je nutné zminit, Ze metalothioneiny naopak redukuji chemickou
karcinogenezi indukovanou benzo(a)-pyrenem (B(a)P), ktery se vyskytuje v
kontaminovaném Zivotnim prostfedi. Metalothionein plsobi jako protektivni
endogenni ochranny faktor proti poSkozeni DNA uc€inkem B(a)P (Takaishi et al.,
2009). V dalsi studii (Kanda et al., 2009) prokazali, Zze metalothioneiny stanovené
metodou RT PCR v hepatocelularnim karcinomu pusobi jako tumor supresorové
geny, které ovliviiuji hypermethylaci. V literatufe je vSak pfevaha praci, které potvrzuji

zejména kancerogeni pusobeni metalothioneinl a nikoliv antikancerogeni.

1.5 Metalothionein - prognosticky marker u zhoubnyc h nador G

V soucdasné dobé je jiz publikovan velky pocet studii zabyvajici se souvislosti
exprese metalothioneind v bunkach rdznych typu nadord a pribéhem nadorového
onemocnéni. OvSem vyuziti metalothioneind jako potencialniho diagnostického nebo
prognostického znaku ¢&i nadorového markeru zUstava stale kontraverzni
(Tcheocharis et al., 2002). Tyto studie se zabyvaji pfedevSim vztahem mezi
metalothioneiny a nadory dospélého véku (Hua et al., 2008). VétSina téchto praci
stanovovala pfitomnost metalothioneind imunohistochemicky v parafinovych vzorcich
v tkanich rdznych tumord a prokazala u fady z nich pozitivni korelaci mezi zvySenou
expresi metalothioneinll a progresi nddorového onemocnéni a/nebo kratSim prezitim
pacientl. Ve své studii Hua a kolektiv (Hua et al., 2008) potvrdili vztah mezi snizenou
expresi MT1 a MT2 a progresi karcinomu prostaty. Multivariantni analyza
prognostickych faktord melanomu (tlouStka nadoru, Clarkova klasifikace, ulcerace,
pohlavi a lokalizace) prokazala, ze zvySena exprese metalothioneinl je signifikantni
dalSi nezavisly prognosticky marker melanomu (Eckschlager et al., 2009). | dalSi
studie u 1270 pacientd s melanomem prokazala, Ze imunohistochemicky prokadzana
overexprese metalothionein v nadorovych burikach primarniho melanomu je vysoce
vyznamné asociovana s vysokym rizikem progrese a nizsi dobou pfeziti (Weinlich et

al., 2006). V sveé praci loachim a kolektiv (loachim et al., 2000) prokazali, Ze zvySena
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exprese metalothionein v mo&ovém méchyfi koreluje s agresivnim chovanim
nadoru. Ve studii (Janssen et al., 2002) byla exprese metalothioneini u
kolorektalniho karcinomu asociovana s vysokym rizikem postiZzeni lymfatickych uzlin
a kratSim celkovym preZzitim pacienta. Bay a kolektiv (Bay et al., 2006) prokazali, Ze
vysoka exprese metalothioneini u nadoru prsu je znamkou Spatné prognoézy. U
nadort ovarii, kdy €asto muZze nastat diagnosticky problém jako rozliSit benigni,
bordeline (hrani¢ni) a maligni nadory, prokazala studie (McCluggage et al., 2002), Ze
pravé uroven exprese metalothioneind muze pomoci v tomto rozhodovani. Ve studii
(Dziegel et al., 2005) méli pacienti s vysokou expresi metalothioneind u maligniho
fibr6zniho histiocytomu, liposarkomu a synovialosarkomu kratSi celkovou dobu
preziti. Pfi hodnoceni prognostického vztahu metalothionein k nadorovému
onemocnéni je tfeba zohlednit i hormonalni regulaci nadorového onemocnéni. Jak
jsem jiz uvedla, hladiny metalothioneini jsou ovliviiovany i pusobenim celé fady
riznych hormona. Ve studii (Adam et al., 2008) méfili hodnoty metalothioneint v séru
modifikovanou Brdi¢kovou reakci a zjistili, Ze bufiky nadort prsu mély hodnotu nizsi
ve srovnani s ostatnimi na hormonech nezavislymi nadory. Stejny vysledek méla i
prace El-Sharkawy et al. 2008, kde prokazali signifikantni inverzni korelaci mezi

metalothioneiny a overexpresi estrogenovych receptort u nadoru prsu.

Existuji i jiné studie, které u vySe zminénych i dalSich nadorovych onemocnéni tento
prognosticky vyznam exprese metalothioneinl naopak nepotvrdily (Jasani et al.,
1997, Eckschlager et al., 2009). Prace Ofnera a kolektivu (Ofner et al., 1994) nenaSla
korelaci mezi expresi metalothioneini a prognézou kolorektalniho karcinomu. Ve
Smithové studii (Smith et al., 2005) nebyla prokdzana souvislost mezi snizenou
expresi MT3 a prezitim pacienta nebo jinym prognostickym znakem. DalSi
multivariatni studie u nadord prsu také nepotvrdila souvislost mezi expresi
metalothioneind jak na Grovni mRNA tak ani na Urovni proteind a horsi prognézou,
vzhledem k silné asociaci metalothioneint s dalSimi faktory negativné ovlinujici

prognozu tohoto onemocnéni (Jin et al., 2004).

VySe zminéné prace pouZivaji ke stanoveni hladiny metalothioneint v nadorovych
burikadch Fadu rdznych diagnostickych postupl. NejCastéji byla prokazovana exprese
metalothioneind v nadorovych tkanich imunohistochemicky. V pilotni studii Petrlové a
kolektivu (Petrlova et al., 2006) byla metodou elektrochemického stanoveni

metalothioneinl v séru vySetfena skupina dospélych pacientd s onkologickymi

20



diagn6zami. V této studii autofi porovnavali sérum dospélych pacientd s melanomem,
chronickou lymfatickou leukémii, nadorem prsu, kolorektadlnim karcinomem a
karcinomem ledviny se sérem zdravych dobrovolnikd. Hladiny sérovych
metalothioneint byly u vétSiny onkologickych pacientl statisticky signifikantné vyssi
viz obrazek 5. V naSi praci jsme stejnou metodou zjiStovali, zda tento statisticky
vyznamny prognosticky marker muzeme vyuZzit i u rdznych histologickych typu

détskych nadora.

Obréazek 5: Hladiny metalothionein G a nadorové diagnézy- p fevzato z (Petrlova
et al., 2006).
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V obecné roviné je nutné pfipomenout, Ze pravé nalezeni nejen prognostického
markeru, ale potencialné i nového nadorového markeru by mohlo byt dalSim
vyznamnym pfinosem v lé¢bé onkologickych onemocnéni. Na zakladé analyzy WHO

jsou nadorova onemocnéni druhou hlavni pfi€inou umrti jak v evropském méfitku, tak
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i v Ceské republice. Jejich podet ma pres vdechny snahy o prevenci stéle vzristajici
tendenci. Podle studii WHO Ize oCekavat, Ze v nejblizSich letech bude ve vyspélych
zemich postizen timto onemocnénim b&hem svého Zivota kazdy treti ob&an. V Ceské
republice je kazdoro¢né odhaleno témér 60.000 novych pfipadd nadorovych
onemocnéni. Zhoubné novotvary jsou v CR pfiginou umrti pfiblizné 28.000 osob
ro¢né (tedy cca 25% vSech umrti). Celkem u nas Zije témér 285 tisic osob, u kterych
byl novotvar zjistén. U déti jsou nadorova onemocnéni také druhou nejCastéjSi
pri¢inou smrti po Urazech. Vice nez sto novych détskych pacientll s nadorovym
onemocné&nim na milién déti je roéné hlaseno v Ceské republice. Podle evropskych
statistik se v souc¢asné dobé dafi vylécit priblizné 45% vSech dospélych pacientu. U
prognézy pacientl je ¢asna diagnostika onkologického onemocnéni. U nékterych
dospélych nadord mame jiz specifické nadorové markery (AFP, CA 125, CA 153,
CEA, PSA a dalsi), které pomohou odhalit recidivu nebo vznik nového onemocnéni
jesté pred vzplanutim klinickych projevd nebo objevenim nalezu na zobrazovacich
metodach. Tyto nadorové markery jsou produkovany malignimi burikami nebo
samotnym organismem jako odpovéd na prlibéh nadorového onemocnéni. Nadorovy
marker je definovan jako substance, jejiz hladina mize byt stanovena v krvi, modi
nebo ve tkani a ktera je ovliviiovana samotnym karcinogenim procesem. Idedlni
marker by mél spliovat nasledujici poZzadavky: snadna detekce, dostupnost pro
celou populaci bez limitace véku a pohlavi, vysoka zavislost na stadiu onemocnéni a
vysoka specifita rozliSeni mezi pacienty s onkologickou diagnézou, nemocnymi s
nenddorovou diagn6zou nebo zdravymi lidmi (Kfizkova et al.,, 2010, pfiloha 5).
Bohuzel fada nadorovych markert je zvySena az pfi pokrocilém stadiu onemocnéni. |
pres velké mnozstvi studii zabyvajicich se prognostickym vyznamem metalothioneint
u fady nadorovych onemocnéni, v literatufe bohuZzel nejsou dosud Zadné informace,
o tom, Ze by hladina metalothioneini mohla mit u nékteré nadorové diagndzy stejnou

vypovédni hodnotu jako ostatni standardni nadorové markery.

1.6 Metalothioneiny a chemorezistence

Rezistence nadorovych bunék k IéEbé cytostatiky je zplusobena fadou mechanismd,

v i s

které se ¢asto kombinuji. K nejéastéjSim z nich patfi redukovany vstup cytostatika do

buriky, jejich zvySeny eflux z buriky, zvySena oprava DNA, ktera podmifiuje zvySenou
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toleranci DNA k poSkozeni, defekty v apoptotickych drahach, zvySené odbouravani
cytostatika a také zvySena hladina intracelularnich thiold glutathionu a
metalothioneinu, které mohou néktera cytostatika vyvazovat (Eckschlager et al.,
2009). Jiz pred 20 lety bylo popsano, Ze vysoka koncentrace thiolovych skupin v
cytoplazmé je schopna vazat platinové alkylacni derivaty. Chemorezistence na tyto
derivaty je zplUsobena prenosem platiny z cisplatiny a karboplatiny na
metalothioneiny, které zpusobuiji jejich inaktivaci (Andrews et al., 1987). V buné&nych
liniich neuroblastomovych bunék rezistentnich k cisplatiné kultivovanych v médiich,
ktera obsahovala vysokou koncentraci cisplatiny a karboplatiny byla signifikantné
zvySena hodnota metalothioneind ve srovnani s bunécnou linii senzitivni na platinové
derivaty kultivovanou ve stejném prostfedi (Eckschlager et al., nepublikovana data).
Neindukovana forma MT3 je hlavné exprimovana v mozku, ale je zvySené
exprimovana i v fadé nadorovych tkani a mlze se rovnéz podilet na vzniku
chemorezistence. Studie Karotkiho (Karotki et al., 2009) prokazala, Ze transplatina
reaguje rychleji s cysteinovymi ligandy Zn7MT3 nez cisplatina. Rychlost reakce
cisplatiny a transplatiny se Zn7MT3 byla rychlejSi nez jejich reakce se Zn7MT2. DalSi
studie potvrdila, Ze buriky karcinomu ovaria rezistentni na cisplatinu maji zvySenou
hladinu jaderného metalothioneinu (Surowiak et al.,, 2007). Také u pacientd s
hepatoblastomem |é€enych karboplatinou, bylo zjisténo, Ze pacienti nereagujici na
[éCbu méli vysSi procento bunék exprimujicich metalothioneiny (Endo et al., 2004). V
dalSi praci Suganuma a kolektiv (Suganuma et al., 2003) prokazali signifikantné vyssi
mnozstvi metalothioneind v burkach karcinomu Zaludku rezistentnich k 1é&hé
cisplatinou. Endo-Munoz s kolektivem (Endo- Munoz et al., 2010), ktery ve své studii
zjiStoval vliv metalothioneind na vznik chemorezistence bunék nadoru Zaludku
béhem perfazni cytostatické IéCby cisplatinou, nepotvrdil vztah exprese
metalothioneind k rezistenci k platinovym derivatiim. Interakce metalothioneint s
cytostatiky neni omezena jen na kovalentni vazby (Doz et al., 1993). Metalothioneny
napfiklad ovliviiuji i antineoplastickou aktivitu galia. Autofi dalSi prace prokazali, ze
indukce tvorby metalothioneint zinkem ma protektivni G¢inek na cytotoxicky efekt

galia u bunécénych linii lymfom (Yang et al., 2007).

Byla prokazana i Uc¢ast metalothioneind na rezistenci k nékterym cytostatikim
neobsahujicich platinu. Bacolod et al., 2009 zjistil, Ze vazba 1,3-bis(2-chloroethyl)1-
nitrosorurey (BCNU) na metalothioneiny pfispiva krezistenci k tomuto

protinadorovému léku u bunéénych linii meduloblastomu. Tento autor prokazal
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obdobny efekt i u bunécnych linii rabdomyosarkomu (Bacolod et al., 2002).
Ezofagealni karcinomy, které neexprimuji metalothioneiny, odpovidaji Iépe na
chemoradioterapii (5-fluorouracil a cisplatina) nez karcinomy s vysokou expresi

metalothioneind (Sunada et al., 2005).

Existuji i dalSi studie, které prokazaly vliv metalothioneinu na chemorezistenci i u
cytostatik, ktera neobsahuji kov. Shimoda et al., 2003 prokazal snizenou apoptozu
indukovanou etoposidem u linii karcinomu plic a jater, u kterych byla zvySena
exprese metalothioneind. Obdobny vysledek popsal Chun s kolektivem (Chun et al.,
2004), ktery u bunécnych linii adenokarcinomu Zaludku zaznamenal vysSi hladinu
metalothioneinu v bunikach neodpovidajicich na IéCbu irinotecanem nez v burkach
citivych na tuto lé¢bu. Zeny s karcinomem prsu lééené chemoterapii
(cyklofosfamidem, metotrexatem, 5 fluororucilem nebo doxorubicinem) maji
signifikantné delSi dobu preziti, pokud nadorové bunky maji niZSi expresi
metalothioneint (Yap et al., 2009). Grabellus s kolektivem (Grabellus et al., 2010)
chtéli potvrdit pfed tim publikovany fakt, Ze rezistence k melfalanu je asociovana s
vysokou expresi metalothioneini. U 41 pacientl se sarkomy koncetin sledovali
expresi metalothioneind po |é¢bé lokalni hypertermickou perfusi TNF alfa a
melfalanem. Prokazali pouze souvislost mezi obsahem metalothioneint a nadorovou
proliferaci, ale jejich obsah v burikach nebyl prediktivnim faktorem pro terapeutickou

odpoveéd na melfalan.

Byly jiz provedeny nékteré studie zaméfené na farmakologickou modulaci hladin
metalothioneinu s cilem zvysit jejich mnoZstvi v normalnich tkanich, aby se sniZila
jejich vnimavost k toxicité cytostatik (Doz et al., 1993). Stanoveni metalothioneinl se
vSak zatim standardné pro predikci G¢innosti cytostatik na dané nadorové
onemocnéni nepouzivd, nebot zakladni hladiny metalothioneind v obou
chemosensitivnich i chemorezistentnich nadorovych burikach z biopsie pfi stanoveni
diagnézy mohou byt nizké a v rezistentnich bunkach stoupaji az pfi setkani

s pfislusnym cytostatikem.

1.7 Metalothioneiny a oxidativni stres

Oxidaéni stres vznika nadmeérnou tvorbou reaktivnich forem kysliku a dusiku a/nebo

poklesem antioxida¢ni obrany organismu. Volné radikdly mohou modifikovat
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promotorovou ¢ast DNA, ktera reguluje aktivitu gend — navozuje nebo potlacuje
transkripci. Reakci superoxidu s oxidem dusnatym vznikajici peroxinitril nitruje
bilkoviny, volné radikaly pusobi lipoperoxidaci, pfi které vznikaji kancerogenni

aldehydy, vysoka koncentrace radikalu oxidu dusnatého zrychluje tumorigenezi.

Stanoveni oxida¢niho stresu nema sice pro diagnézu nadorového bujeni vyznam,
protoZe pozitivni nalez je nachazen u mnoha nemoci, ale je dllezité o ném védét
vzhledem k moZnosti iniciace zhoubného nadoru (HoleCek et al.,, 2010).
Chemoterapie i radioterapie redukuje hladinu antioxidantd v séru a tim zvySuji
hladinu oxidativniho stresu. Nejen samotna onkologicka |éCba, ale i Fada Iéku
uzivanych k podplrné nebo symptomatické |écbé nador( napfiklad analgetika,
imunosupresiva nebo néktera antibiotika zvySuji také oxidativni stres (Tsukahara et
al., 2007). Nadorové buriky akumuluji velké mnozZstvi antioxidantl, nebot’ jim chybi
kontrolni mechanismus pro udrZzeni homeostazy. Role antioxidantll v terapii u
onkologickych pacientl zGstava stale kontraverzni téma. Nékteré studie u dospélych
pacientl popisuji po preventivnim podani antioxidantt zlepSeni doby preziti, zlepSeni
odpovédi na protinadorovou lé€bu a sniZeni toxickych komplikaci ve srovnani s
kontrolami bez podani antioxidant, ovSem tyto studie jsou €asto limitovany nizsi
statistickou vyznamnosti. VSeobecné jsou znameé studie s vitaminem C, ktery se
Casto podava na zvyseni antioxidacni obrany. Vitamin C podporuje tvorbu kolagenu
tak zvané ,vytvareni zdi okolo nadoru“ a inhibuje hyaluronidazu, kter4 podporuje
Sifeni nadorl a vznik metastaz. Hladiny vitaminu C byvaji u vétSiny pacientd s
nadory snizeny. Na zakladé recentniho vyzkumu (Cullen et al., 2013), ktery ve studii
faze 1 prokazal u dospélych onkologickych pacientu, ze aplikace vitaminu C snizuje
nezadouci Uc€inky chemoradioterapie a zvySuje kvalitu Zivota, je v sou€asné dobé
podavani vitaminu C v nadorové 1é8b& doporuéeno i Ceskou onkologickou
spole¢nosti. V literatufe byl popsan nizsi vyskyt karcinomu prostaty u pacientd s
vysokou hladinou selenu v séru (Combs et al., 2004). Na zakladé téchto vysledkl v
soucasné dobé (2001-2013) probiha velka epidemiologicka studie v USA — SELECT
— na vice nez 32 000 muzi zaméfena na posouzeni vlivu selenu a vitaminu E na
incidenci karcinomu prostaty. Selen vazany na bilkoviny neni ihned k dispozici pro
periferni bunky, napf. prostaty. Navic metylselenidy jsou rychle vylu€ovany z téla. Ke
snizeni rizika karcinomu jsou proto vyZadovany davky selenu vysSi nez jsou pfitomny
v obvyklé stravé. Hladina selenu by méla byt 1,58 ymol/l v krvi nebo 1,23 umol/l v

plasmé (Combs et al., 2004).
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V soucasné dobé je ovSem stale velmi obtizné pfimé méfeni markerd reaktivnich
kyslikovych radikald a oxidativniho stresu diky jejich velké nestabilité a reakci s
mnoha dalSimi molekulami. K odhadu méfeni oxidativniho stresu se pouZivaji rizné
degradacni biomolekuly (Liu et al., 2012). Ve vétSiné studii se k méfeni oxidativniho
stresu pouziva sérum, plasma, erytrocyty, granulocyty, lymfocyty nebo mo¢, jsou i
studie, ve kterych biomarkery oxidativniho stresu meéfili v jinych biologickych
materialech napf. v mozkomiSnim moku, bronchoalveolarni lavazi, v tekutiné
stfedniho ucha a v nékterych dalSich (Tsukahara et al., 2007). Ve vétSiné prfipad
byla provadéna analyza redukovaného a oxidovaného glutathionu, glutathion
peroxidazy, glutathion reduktazy, selenu a vitaminG ¢&i provitamini napfiklad
tokoferolu a karotenu. Bylo zjiSténo, Ze i za normalnich fyziologickych podminek jsou
déti vystaveny vySSimu oxidativnimu stresu nez starSi lidé. V naSi dalSi studii
(Pohanka et al., 2012 -pfiloha 6) jsme méfili pfitomnost LMWA (nizkomolekularnich
antioxidantd) u déti ze stejného séra, které jsme pouZzivali i pro méfeni
metalothioneind. V této studii jsme pouZili vzorky od 48 pacientd s
meduloblastomem, glioblastomem, neuroblastomem a astrocytomem a analyzovali
jsme hladinu redukované (GSH) a oxidované formy (GSSG) glutathionu pomoci
square wave voltametrie. Nejvyssi korela¢ni koeficient jsme prokézali u pacientl s
meduloblastomem. V této praci jsme oveéfili, Ze uvedena metoda je vhodna k méreni
nizkomolekularnich antioxidanti u détskych onkologickych pacientl. Na zakladé
téchto vysledkl predpokladame, Ze v budoucnu by toto méfeni mohlo pfispét i k

rozliSeni jednotlivych typd nadorovych onemocneéni.

1.8 Metalothioneiny u d éti

Praci zabyvajicich se vyznamem metalothioneint u déti je ve srovnani s dospélou
populaci velmi malo. Suzuki s kolektivem (Suzuki et al., 1994) stanovoval
imunohistochemicky metalothioneiny v nezralé mozkové tkani. Fetalni mozek v 21
tydnu nevykazoval Zadnou expresi, ale glidini tkan jiz v 35 tydnu obsahovala
metalothioneiny v detekovatelném mnozstvi. Béhem dalSiho vyvoje se postupné
zvySuje exprese metalothioneinu v bilé hmoté v riznych oblastech mozku a to jak
v jadrech, tak i v cytoplazmé. Predpoklada se, Zze metalothioneiny maji dulezity vliv
na vyvoj a funkci mozku. To bylo potvrzeno i v experimentalni praci (Penkowa et al.,
2006) viz kapitola funkce metalothioneinu. DalSi prace sledovala metalothioneiny u

autistickych déti. Autofi zjistili, Ze diky nedostatku metalothionein( tyto déti mohou
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neadekvatné reagovat na pretizeni kovy (Eckschlager et al., 2009). Rtut ma
neurotoxické Uc€inky, které se projevuji zvlasté u déti. Ve své studii Woods a kolektiv
(Woods et al.,, 2013) chtéli potvrdit hypotézu formulovanou na zakladé jiz
prokazaného zvySeni neurotoxicity rtuti u dospélych s genetickou variabilitou
metalothioneind, ktera predpoklada, ze stejny mechanismus by mél fungovat i u déti.
Ve studii sledovali sedm let v ro€nich intervalech 507 déti (vék 8-12 let), které mély
amalgamové zubni vyplné obsahujici rtut. V této kohorté opakované hodnotili
neurobehavioralni jednani déti a pfitomnost rtuti v moci. U 330 déti sledovali varianty
genotypu isoforem metalothioneind MT1M (rs2270837) a MT2A (rs10636). U divek
prokdzali pouze malo signifikantnich interakci mezi expozici rtuti a variantami
metalothioneind, ale na8li velmi mnoho signifikantnich vztahlU meazi
neurobehavioralnim chovanim, hladinou rtuti a variantami MT1M a MT2A u chlapcd.
Vzhledem k tomu, Ze hodnota rtuti v moci pfedstavuje komplexni odraz celkové

expozice rtuti nelze tuto hodnotu vztahovat pouze k dentalnim amalgdmovym
vyplnim.

Jak jsem jiz zminila, jedna z dalezitych roli metalothioneina je jejich role v obranném
antioxidacnim systému organismu. Béhem zanétlivé reakce organismu neutrofily a
endotelialni buiky uvolfuji volné kyslikové radikaly, které poskozuji tkané a mohou
vyustit az v multiorganové selhani. Chuang s kolektivem (Chuang et al., 2006)
prokdzal, Ze déti s téZkym prubéhem septického Soku mély nizsi hladiny sérovych
metalothioneind a v dusledku toho i snizenou antioxida¢ni kapacitu. Ve skupiné déti s
niz§i hodnotou metalothionein(l, byl také vySSi pocet pacientd, ktefi na septicky Sok
zemfeli. Béhem septického Soku je také snizena exprese fady genu, které jsou
spojeny s metabolismem kovu. Wong s kolektivem (Wong et al., 2007) mél ve své
praci tykajici se prubéhu septického Soku u déti, rozdilné vysledky proti pfedchézejici
studii, nebot' zjistil, Zze pravé u pacientld s tézkym prabéhem septického Soku je
zvySena hladina metalothioneind a nizsi hladina zinku. Mlady rychle rostouci
organismus ma vysSi metabolicky obrat a predpoklada se, zZe diky témto procesim
jsou déti i za fyziologickych okolnosti vystaveni vy$Sim koncentracim ROS (Hirokazu
et al., 2007). Nejen septicky Sok, ale i fada dalSich pediatrickych onemocnéni ma
souvislost s nerovnovahou mezi ROS a oxidativnimi stresem. Vzhledem k tomu, ze
metalothioneiny jsou duleZité antioxidanty, které se do antioxidacnich procesu
zapojuji mnoha zpuasoby, predpokladame souvislost metalothioneint i s fadou dalSich

pediatrickych onemocnéni, kde ovSem jejich vyznam nebyl jeSté studovan. Na rozdil
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od dospélych je u déti v literatufe také velmi malo Gdaju o vlivu metalothioneinli na
prubéh nadorového onemocnéni. Exprese metalothioneini v nddoru prokazovana
imunohistochemicky byla snizena u 80% détskych pacientu s relapsem ependymomu
(Peyre et al., 2010). V dalSi studii prokazali metalothioneiny v bioptickych vzorcich
osteosarkomu a predpokladali, Ze hraji Ulohu ve vyvoji tohoto onemocnéni
specifického pro starSi déti a dospivajici (Endo- Munoz et al., 2010). Déti s akutni
lymfoblastickou leukémii a s pozitivni expresi metalothioneint v nadorovych blastech
prokazanou imunocytochemicky mély tendenci k horSimu celkovému preziti ve
srovnani se skupinou s negativnimi blasty. Také relabujici pacienti s ALL pokud byli
pozitivni na metalothioneiny méli horSi celkové preZiti nez pacienti, jejichZ blasty byly
negativni. Rozdily mezi témito skupinami vSak nebyly statisticky signifikantni
(Sauerbrey et al., 1994). V dalSi préaci sledovali vliv Bcl-2, Tp53, p21Wafl/Cip 1 a
metalothioneint na diferenciaci neuroblastomu a jeho odpovéd™ na lécbu, z téchto
faktord pouze nuklearni Tp53 mél souvislost s pacientovou prognézou. U této
diagn6zy metalothioneiny nemély vypovidajici hodnotu (Bohoérquez et al., 2008).
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2. Cile

Z vySe uvedeneho vyplyva, Ze metalothioneiny jsou v lidském organismu zapojeny
do celé fady procesl a vzajemné se ovliviiuji. Pfedpokladali jsme, Ze méfeni jejich
hodnot v séru détskych pacientd v pribéhu onkologické l1é¢by muze byt pfinosné

z nékolika aspektu.

Metalothionein novy nddorovy markerud  éti?

Vzhledem k vyznamnému zlepSeni 1éEebnych modalit — intenzifikaci chemoterapie,
zdokonalené radioterapii a cilené, tak zvané biologické |eé€bé se preZiti onkologickych
pacientd béhem poslednich let vyznamné zlepSilo. Pétileté preziti bez znamek
onemocnéni u détskych onkologickych pacientll ve svété i na naSem pracovisti je
79%. Pro dalSi zlepSeni prognézy nadorl je nezbytna jejich v€asna diagnostika. U
détskych solidnich nddord nemame zadny dalSi specificky nadorovy marker kromé
metabolitd katecholaminl v moc&i u neuroblastomu, AFP, HCG, beta HCG u
germinalnich nadord a AFP u hepatoblastomu. Vzhledem k prokazanému vztahu
metalothioneinl a karcinogeneze a také diky jejich prognostickému vyznamu u fady
onkologickych diagn6z, ktery jsme popsali vySe, jsme predpokladali, Zze
metalothionein v séru by mohl byt novy potencialni nadorovy marker détskych
onkologickych onemocnéni. Tento marker by také mohl byt vyuZzitelny nejen k ¢asné
diagnostice nador( détského veéku, ale zvlasté k monitorovani jejich pribéhu, aktivity
a rozsahu nadorového onemocnéni a eventualné i k véasnému zachytu pozdnich
recidiv a relapst. Rozsahlé studie by si vyZzadaly zafazeni sérovych hladin tohoto

proteinu do skriningu nadort u dospélych a/nebo u déti.

Metalothionein a chemorezistence ud étskych nadorovych onemocn éni?

V predchéazejicich experimentélnich studiich na bunéénych liniich odvozenych od
détskeho nadoru neuroblastomu provadénych na naSem pracovisti, byl jiz prokdzan
vztah metalothioneind ke vzniku chemorezistence k platinovym derivatiim. Chtéli
jsme tento vysledek ovéfit i v klinické studii a prokazat souvislost zvySené sérové
hladiny metalothioneini po podani cisplatiny s moznym rizikem mensi odpovédi na

léCbu, kterou jsme chtéli hodnotit zobrazovacimi metodami a podle nalezu posuzovat
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mozné vySsi riziko ¢asnych relapsu diky menSi uc€innosti chemoterapie. Vzhledem k
tomu, Ze u dospélych pacientd byl popsan vztah mezi zvySenou hladinou
metalothioneind v nadorovych bufkach a vznikem chemorezistence i k nékterym
cytostatikim neobsahujicim kovy, sledovali jsme i pacienty Ié€ené protokoly bez

platinovych derivatu.

Metalothionein a dalSi biomarkery v onkologické 1é ~ ¢€bé?

Jak jsme jiz uvedli, hodnoty metalothioneini rdznou mérou ovliviuji nejen aktivitu
samotného nadorového onemocnéni, ale i multimodalni protinadorovou Iécbu
cytostatiky a radioterapii. Hodnoty metalothioneint se také mohou ménit po podani
kortikoidu, které jsou Casto nezbytnou soucasti podpirné lé€by Ffady nezadoucich
acinkd protinadorové 1éCby, nebo mohou byt ovlivnény i aplikaci antibiotik, nékterych
dalSich Iékd a krevnich derivatl. NaSim dalSim cilem bylo zhodnoceni hladiny
metalothioneind a klinického stavu pacienta. Sledovali jsme souvislost mezi hladinou
metalothioneint s dalSimi, jiZ standardné zavedenymi markery jako jsou C-reaktivni
protein (CRP), hemoglobin, absolutni pocet lymfocytl, kreatinin. Vzhledem k tomu,
Ze u nékolika studii na détech, byl prokazan rust sérovych hladin metalothioneinl s

vékem, sledovali jsme i tuto zavislost.

Timto komplexnim hodnocenim jsme chtéli zjistit, které hodnoty jsou prediktivni pro
nadorovou progresi a chemorezistenci, a které jsou pouze reakci na komplexni

onkologickou Ié¢bu a s ni spojené mozné komplikace.

NaSi praci jsme chtéli rozsifit IéCebné preventivni postupy u détskych onkologickych
pacientt. Cilem bylo zjistit, zda sérové metalothioneiny nemohou byt v pediatrické
onkologii vyuzity:

1/ jako nadorovy marker umozrujici monitorovat pribéh nékterych nadort détského
véku;

2/ prognosticky faktor nékterych nadora détského véku;

3/ faktor umozniujici predikci rezistence k nékterym cytostatikiim zvlasté platinovym.
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3. Metody a soubor pacient U

V obdobi let 2008-2012 jsme vySetfili hladiny sérovych metalothioneind v 865
vzorcich séra ziskanych od 172 pacientd (71 divek a 101 chlapcu) se solidnimi
nadory. Median véku v dobé zahajeni sledovani pacientt byl 9 let 10 mésicu rozsah
2 meésice- 19 let 6 mésicl. VSichni pacienti byli [é€eni na Klinice détské hematologie
a onkologie 2. Lékarské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice v Motole. S
odbérem vzorkd dali rodi¢e informovany souhlas a studie byla pfed zahajenim
schvalend etickou komisi FNM. Klinické Udaje o pacientech uvadi tabulka 3 a
obrazek 6.

Tabulka 3: Charakteristika hodnocenych pacient .

Pocet Chlapci vs.divky | Vék median a | Metastazy Recidiva Exitus
_ rozmezi /roky/
Pacientu
N 172 101(59%)/ 9,8 (0,2-19,5) 93 (54,1%) 12 (7%) 32 (18,6%)

71(41%)

Obrazek 6: Po €ty pacient G podle diagndzy.
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V tabulce 4 uvadime nejCastéji pouzivana cytostatika v IéCebnych protokolech
uzivanych u nasSich pacientl. Pocet cyklid a kombinace byla dana histologickym
typem nadoru a klinickym stddiem onemocnéni. Davka cytostatika byla v prabé&hu

[éEby ménéna podle aktualni vahy nebo télesného povrchu jednotlivych pacientd.

Tabulka 4: Nej ¢astéji podavana cytostatika.

Nadorové diagnozy NejCastéjSi cytostatika davka cyklus v mg/m2/po  €etdni v cyklu

Ewinguav sarkom VCR 1,5 mg/m* D1, AMD 1,5 mg/m?-D1, DOXO 75 mg/m?- D1-2, VP
150mg/m?- D1-3 IFO3000 mg/m?- D1-3

Germinalni nadory BLEO 15mg/m?2- D1, VP 100 mg/m? -D1-5, CDDP 20mg/m? -D1-5, VBL
0,11 mg/kg - D1, IFO 1200 mg/m? D1-5

Hepatoblastom CARBO 500 mg/m? D1, DOXO 60 mg/m?-D1-2, CDDP 80 mg/m? - D1

HodgkinGv lymfom VCR 1,5 mg/m?- D1, CYC 500 mg/m?- D1, VP 125mg/m? -D1-5, DOXO 40
mg/m?- D1, DTIC 250 mg/m?3- D1

Nadory CNS VCR 1,5 mg/m?- D1, CCNU 75mg/m?D1 , CDDP 68 mg/m?- D1, CYC
2000mg/m?2- D1

Nefroblastom VCR 1,5 mg/m?2- D1, AMD 45 ug/kg- D1, VP 100mg/m? -D1-3, DOXO 33
mg/m?2- D1
Neuroblastom VCR 1,5 mg/m? D1, CARBO 750 mg/m?2- D1, VP 150 mg/m? -D1-3, CDDP

80 mg/m?2- D1,CYC 2100 mg/m?- D1

Non-Hodgkin. lymfom VCR 1,5 mg/m?- D1, ARA-C 150 mg/m? -D1-2, MTX 5000 mg/m?-D1 DOXO
25 mg/m?2- D1-D2, VP 100mg/m?- D1-5, CYC 200mg/m?2- D1-5

Osteosarkom DOXO 37,5 mg/m? - D1-2, MTX 12 000 mg/m? D1, CDDP 120 mg/m? - D1,
IFO 3000 mg/m? D1-3,VP 100 mg/m? D1-5

Retinoblastom VCR 1,5 mg/m?2- D1, VP 150 mg/m?-D1-2, CDDP 68 mg/m?- D1

Pouzivana cytostatika: AMD-aktinomycin D, BLEO-bleomycin, CARBO-
karboplatina, CCNU-karmustin, CDDP—cisplatina, CYC-cyklofosfamid, DOXO-
doxorubicin, DTIC-dakarbazin, IFO-ifosfamid, MTX-metotrexat, VBL-vinblastin,
VCR-vinkristin, VP—etoposid.
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Standardni podparnou lé¢bou béhem chemoterapie byla antiemetika ze skupiny
antagonistd 5-HTs receptord tzv. setrony nejCastéji ondasetron, pfi silné
emetogennich platinovych rezimech byly c¢asto pfidany také kortikoidy
(dexamethazon). Vzhledem Kk intenzivni cytostatické terapii, kterd zpuUsobuje
vyznamnou hematologickou toxicitu grade IlI-IV jsme pacientim 24 hodin po
dokon&eni podavali rastovy faktor stimulujici kolonie granulocytd (neupogen) a
néktefi dostavali i ristovy faktor pro ¢ervené krvinky (erytropoetin). Pacienty, které
jsme pfijali s infek&nimi komplikacemi, jsme nejCasté&ji I€Cili antibiotiky — empirickou
kombinaci prvni volby byl ampicilin/sulbactam a aminoglykosid pfi neustupujicich
teplotdch byla antibiotika zménéna na kombinaci piperacillin/tazobactam a
teicoplanin a pfi teplotach byla podavana antipyretika (paracetamol nebo ibuprofen).

PFi mukozitidé méla vétSina pacientt také analgetika a parenteralni vyzivu.

Odbéry krve jsme délali v dobé prfed zahajenim chemoterapie, v jejim pribéhu, v
prubéhu infekénich &i jinych komplikaci protinadorové IéCby a poté pfi pravidelnych
dispenzarnich kontrolach pacient po ukoncéeni komplexni terapie. Hladinu
metalothioneind jsme porovnavali s aktualnimi hodnotami krevniho obrazu, urey,
kreatininu, kyseliny mocove, LDH, aminotransferaz (ALT, AST), celkové bilkoviny a
CRP. Hodnota aktualniho krevniho obrazu byla stanovena v Oddéleni Kklinické
hematologie a hodnoty dal$ich biochemickych markerd v Ustavu lékafské chemie a

klinické biochemie Fakultni nemocnice v Motole podle standardnich protokold.

Pro méfeni metalothioneinlt jsme vyuZili zbyvajici sérum po standardné provadéném
biochemickém vySetfeni. Toto sérum jsme béhem 24 hodin odseparovali a zamrazili
na teplotu -70°C. Tyto vzorky byly poté na suchém ledu odeslany k dalSimu
zpracovani do Ustavu chemie a biochemie Mendelovy Univerzity v Brné. Na tfech
vzorcich krve jsme ovéfili, Ze hladiny metalothioneinu v séru se vyznamnéji neliSily ve
vzorcich, které byly zpracovany ihned po odbéru nebo byly uschovany 3 dny v
pokojové teploté &i v lednici. Vzorek krve dobrovolnika byl rozdélen na 3 alikvoty-
jeden byl zpracovan ihned, druhy byl zpracovan po 3 dnech skladovani v lednici a

tfeti po 3 dnech skladovani pfi pokojové teploté.

Metalothioneiny byly stanoveny modifikovanou Brdi¢kovou reakci. Ze ziskanych
vzorku bylo odebrano 10 pl a s 990 ul 0,2 M fosfatového pufru o pH 7 byl po dobu 15
minut denaturovan pfi teploté 99 °C v termobloku (Eppendrof, Hamburg, Némecko).

Takto pfipravené vzorky byly analyzovany upravenym postupem absorpéni
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pfenosové techniky (AdTS) s diferencni pulzni voltametrii (DPV). Metalothioneiny
byly stanovovany v 5 pl analyzovaného vzorku. VySetfeni bylo provadéno na pfistroji
Autolab Analyser (EceChemie, Nizozemi) ve spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm,
Svycarsko) v klasickém tfieleketrodovém uspofadani. Jako pracovni elektroda byla
pouZzita visici rtutova kapkova elektroda (HMDE) s plochou kapky 0,4 mm?2
referenéni elektroda byla Ag/AgCl/3M KCI a jako pomocnd slouZila grafitova
elektroda. Zakladni eletrolyt (1 mmol/l Co(NHz)sCls a amonny pufr, (NHs + NH4Cl, pH
9,6) byl po kazdych péti analyzach vyménén. Parametry AdTS DPV jsou nasleduijici:
pocate¢ni potencial -0,70 V, kone¢ny potencial -1,75 V, modulacni ¢as 0,057 s,
¢asovy interval 0,2 s, potencialovy krok 2.0 mV, modulaéni amplituda 250 mV, E ads
= 0V, teplota 5°C. Z proméfovanych vzorkd byl pfed méfenim odstranén kyslik
probublavanim argonem nasycenym vodou po dobu 120 s. Vzorek byl na visici

rtutové kapce adsorbovan po dobu 120 s.

Data byla hodnocena jako parametrickd. Kolmogorov-Smirnov test byl pouZit pro
testovani normalni distribuce hladin metalothioneinu a normaini rozloZeni dat nebylo
odmitnuto (K-S test, p=0,17). Statistické hodnoceni a pouziti vhodnych metod jsme
konzultovali se statistikem se zkuSenostmi v biomedicinském vyzkumu- Mgr. M.
Hladikovou. Vysledky byly zpracovany jako prumér + smérodatna odchylka (S.D.)
pokud byla pouZita jina metoda je to vysvétleno ve vysledcich. Rozdily s p<0,05 byly
povaZzovany za statisticky signifikantni. Pouzivané testy: pro porovnani hladin
metalothioneind mezi dvéma skupinami neparovy t-test, u parovych dat parovy t-test,
v kalkulaci véku a pro korelaci hladin metalothioneind s dalSimi parametry Pearsoniv
korelacni koeficient nebo test parcialni korelace koeficientd s kontrolou variace véku
(korelace metalothioneint s kreatininem, protoze obé hodnoty rostly s vékem
pacienta) a porovnani mezi skupinami jednofaktorovou analyzou rozptylu (one-way
ANOVA test) (zvlasté Scheffeho testem), ktery jsme pouzivali pro srovnani stfedni
odchylky. Byl pouzit software IBM SPSS Statistika (Release 20,0 , IBM Corporation,
Armonk, NY, USA).
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4. Vysledky
4.1 Metalothioneiny a nadorové diagnozy

Priimérna hladina metalothioneninl v séru u déti se solidnimi malignimi nadory byla
2,67 + 0,5 uM. Neprokazali jsme statisticky signifikantni rozdil v hladindch mezi
jednotlivymi nadory viz tabulka 5.

Tabulka 5: Hladiny metalohioninen @ u jednotlivych diagnéz.

95% interval spolehlivosti
Nadorové diaands N bramer [SMérodatn prumeru Minimalni  [Maximalni
gnozy odchylka hodnota hodnota
Od Do
CNS nadory 27 2,82 0,52 2,61 3,02 1,82 3,72
Ewinglv sarkom 12 2,67 0,67 2,26 3,12 1,35 3,87
Germinalni nador 14 2,91 0,91 2,39 3,44 2,16 5,55
Lymfomy 25 2,64 0,45 2,43 2,79 2,02 4,28
Maligni- mezenchymainfl, ;| oo | 39 2,32 2,78 1,72 3,15
nadory
Nefroblastom 9 2,36 0,27 2,15 2,57 1,86 2,73
Neuroblastom 32 |2,53 0,39 2,39 2,67 1,96 3,78
Osteosarkom 20 2,74 0,59 2,47 3,02 1,94 3,91
DalSi maligni nadory 20 2,51 0,41 2,32 2,77 1,97 3,33
Cely soubor 172 |2,66 0,55 2,58 2,74 1,35 5,55

NejvySsi hladinu metalothionein jsme prokazali u germinalnich nadord (MT 2,92 +
0,9 uM) a druhou nejvySSi hodnotu jsme zaznamenali u mozkovych nadort (MT 2,82
+ 0,5 puM). Tyto rozdily ovSem nebyly statisticky signifikantni a byly pravdépodobné
zpusobeny vékovou distribuci. Hladiny metalothioneind u déti s nadory jsme
srovnavali s hodnotami v séru u dospélych zdravych dobrovolnikd méfenymi stejnou
metodou. Primérna hladina metalothioneint v séru této kontrolni skupiny byla 0,52 +

v~

0,2 uM (Kfizkova et al., 2010-pfiloha 2). Pramérny vék kontrolni skupiny byl 27 let.
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Milenerowicz et al., 2010, ktefi pouzivali metodu ELISA (enzymo imuno absorbéni
technika), méli prakticky stejné vysledky u zdravych dospélych dobrovolnika. Singh a
Hanson (Singh, Hanson, 2006) méli ve skupiné 50 zdravych déti (vék 2-11 let)
primérnou hladinu metalothioneini méfenou imunoeseji pfiblizné 2 uM/L. Ponékud
vysSi hodnotu jsme nameéfili BrdiCkovou modifikovanou reakci v naSi kontrolni
skupiné déti s renalnim onemocnéni, ale s normalni hladinou kreatininu (MT 1,42 +
0,09 uM/l). Pokud porovnavame hladiny metalothioneinG u déti s nadorovym
onemocnénim se skupinou dospélych zdravych dobrovolniki je hodnota u
nemocnych déti az pétkrat vysSi. Kdyz srovname hladinu metalothionein u déti s
onkologickou diagn6zou a u déti s renalnim postizenim je tato hodnota o polovinu
vySSi. Oba dva tyto rozdily byly statisticky signifikantni (T-test, p < 0,01). Prokazali
jsme vysoce signifikantni pozitivni korelaci mezi hladinou metalothioneini a vékem,
ktera byla nezavisla na typu nadorového onemocnéni p=0.009 (F 7,05, df=1),

parametr odhadu véku B=0,023 (pozitivni).

4.2 Metalothioneiny a aktivita nadorového onemocn  éni

Neprokazali jsme zadny rozdil v hladinach metalothioneind mezi pacienty s aktivnim
novym nadorovym onemocnénim pred zacatkem a béhem I|éCby. Statisticky
signifikantni rozdil rovnéz nebyl mezi pacienty s lokalizovanym nadorovym
onemocnénim a metastatickym postizenim nebo nadorem progredujicim v pribéhu
terapie, ani mezi aktivnim nadorovym onemocnénim a kompletni remisi. Podrobné
hodnoceni uvadime v tabulce 6. V naSsem souboru méli pacienti, ktefi pozdé&ji
relabovali vyznamné nizSi hladinu metalothioneint ve srovnani s ostatnimi pacienty.
Primérna hladina metalothioneinl béhem sledovani u pacientt, ktefi recidivovali
pred zjisténim recidivy byla 2,34 uM, pacienti, ktefi zlstali v dlouhodobé kompletni
remisi méli hladiny 2,67 uM. Tento rozdil byl statisticky vysoce vyznamny (p=0,001).
Nasli jsme také signifikantni pokles hladin metalothioneind u déti béhem
dispenzarizace vice nez dva mésice po ukonceni léCby ve srovnani s hodnotou

odebrané do dvou mésicl po ukoncéené 1é¢hé.
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4.3 Metalothioneiny a chemoterapie

Hladina metalothioneind u pacientd s aktivnim nadorovym onemocnéni léEenych

chemoterapii proti tém, ktefi byli pouze operovani nebo zareni byla vyznamné nizsi

(p=0,02). Nebyl zde Zz&dny statisticky rozdil mezi pacienty léEenymi protokoly

obsahujicim platinu a témi, které platinové derivaty nedostavali.

s hladinou

Tabulka 6: Korelace aktivity nadorového onemocn  éni
metalothionein .
. Y . [Stfedni
Metastazy N Pramer Smérodatna chyba T test
odchylka S
praméru
Ano 93 2,62 0,48 0.05 p= 0,63
Ne 79 2,66 0,58 0.06
Y . [Stfedni
Nador N Prameér Smerodatna chyba T test
odchylka L
priméru
NO+DP 72 2,55 0,54 0,06 p=0,8
CR 72 2,53 0,42 0,05
. . [Stfedni
Relaps N Pramér Smerodatna chyba T test
odchylka S
praméru
Ano 160 2,67 0,54 0,04 p=0,001
Ne 12 2,34 0,26 0,07

NO — nové onemocnéni, DP — progrese onemocnéni, CR — kompletni remise.
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Tabulka 7: Srovnani hladin metalothionein G po ukon €ené IéEbé.

Stredni

Smérodatna| chyba
Primér N odchylka | priméru T test

MT hladiny prvni odbér po 1é¢bé 2,62 76 0,62 0,07
MT dalSi sledovani > 2 mésice 2,41 76 0,62 0,07 p=0,001

4.4 Metalothioneiny a vztah k dalSim biochemickym p  arametr im

V naSem souboru jsme nalezli vyznamnou negativni korelaci mezi hladinou
metalothioneind a absolutnim pocétem lymfocytd (p<0,001) a pozitivni korelaci mezi
hladinami metalothioneint a kreatininu v séru (p=0,003). Hodnoty metalothionein u

pacientl s normalnimi a zvySenymi hodnotami kreatininu uvadi tabulka 8.

Tabulka 8: Hodnoty metalothionein @G u pacient @ s normalnimi a zvySenymi

hodnotami kreatininu (pr Gmér MT ze vSech m éreni pacienta).

pramérny kreatinin nad I Stredni T test p=
normou N | Promer chyba | \epredpokladame shodné odchylk
primeéru epredpokladadme shodné odchylky
Ne 119 2,55 0,04 0,003
Ano 47 2,87 0,10 [t=-3,75 df=61

Korelace mezi hemoglobinem a hladinami metalothioneinl nebyla statisticky
signifikantni (p=0,085). Neprokazali jsme zadny rozdil v hladiné metalothioneinl mezi
pacienty s probihajicim infekénim onemocnénim a zvySenou hladinou CRP ve
srovnani se skupinou, kde byla hodnota CRP v normé (p=0,91). Korelace s dalSimi
laboratornimi vysledky rovnéz nebyla vyznamna. Statistické hodnoceni a korelaci

mezi jednotlivymi laboratornimi parametry uvadi tabulka 9.
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Tabulka 9: Korelace metalothionein

U a dalSich laboratornich nalez .

MT ANL CRP Hgb
MT Pearsonr |1 -0,252** 0,009 0,132*
vyznamnost - 0,001 0,912 0,085
dvoustranna
172 171 152 171
N
ANL Pearsonr -0,252** 1 -0,126 -0,040
vyznamnost (0,001 - 0,119 0,599
oboustranna
171 174 154 174
N
CRP Pearsonr 10.009 -0.126 1 0.039
vyznamnost (0.912 0.119 - 0.635
oboustranna
152 154 154 154
N

ANL — absolutni poc¢et lymfocytt, CRP — C reaktivni protein, Hgb - hemoglobin
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5. Diskuze

Studium etiopatogeneze détskych nadorl je pfedmétem zajmu nejen onkologickych
vyzkumnych center, ale i mnoha dalSich védnich obord napfiklad preventivni
mediciny, molekularni genetiky, virologie, patologie. VétSina klinickych i
experimentalnich studii vyZzaduje Casté odbéry krve, coZz znamena pfi souctu vSech
vyzkumnych odbérd u jednoho pacienta pomérné znacnou zatéz a u malych déti to
mulZze predstavovat i relativné vyznamnou krevni ztratu. Odbér 10 ml krve u ditéte s
hmotnosti 10 kg predstavuje ztratu asi 1,5% celkového krevniho objemu. V naSi praci
jsme proto nechtéli détské pacienty zatizit zadnymi odbéry provadénymi pouze z
vyzkumnych davodd. Diky tomu, Ze metalothionein je termostabilni protein, mohli
jsme pro jeho méfeni vyuZzit séra zbyla po rutinnim biochemickém vySetfeni, ktera by
se jinak po dvou dnech automaticky znicila. Stabilitu jsme ovéfili na tfech vzorcich
krve zdravych dobrovolnik(. Cetnost odbé&rii ve studii se tedy fidila pouze indikaci
oSetfujiciho Iékare podle aktualnich poZzadavku I1éCby a klinického stavu pacienta. Na
druhou stranu jsme ovSem diky tomuto postupu byli limitovani, nebot jsme nemohli
méfit hladiny metalothioneini v pfesné danych ¢&asovych intervalech a k
statistickému potvrzeni naSich otazek jsme potfebovali delSi dobu sledovani a vétsi

pocet pacientd.

Jak jsme jiz uvedli bylo zvefejnéno velké mnozstvi publikaci zabyvajici se
stanovenim metalothioneind v nadorové tkani, naproti tomu informaci tykajici se
souvislosti sérovych hladin metalothionein s pribéhem nadorového onemocnéni je
malo. Na naSem pracovisti jsme studovali metalothioneiny v séru pacient stejnou
metodu jiz u tfi onkologickych onemocnéni dospélého véku. ZvySena hladina
metalothioneind v séru pacientd s nadorem prostaty negativné korelovala s
Gleasonovym skoére (Gumulec et al.,, 2012). Sérova hladina metalothioneint u
pacientl se spinocelularnim karcinomem hlavy a krku vyznamné korelovala s
invazivitou nadoru a klinickym stadiem (Krej€ova et al., 2012, Sochor et al., 2012).
DalSi zahraniéni studie sledovala sérové metalothioneiny u pacientd s
hepatocelularnim karcinomem, u téchto pacientd byla hladina metalothioneint nizsi
ve srovnani s kontrolni skupinou (Nakayama et al., 2002). Pfedpokladali jsme, Ze u
riznych typlt détskych nadorovych onemocnéni nalezneme souvislosti s pribéhem
nadorového onemocnéni. U Zzadné z diagndz jsme ovSem naSi hypotézu nepotvrdili.

Neprokazali jsme rozdil mezi lokalizovanym onemocnénim, metastazami nebo
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progredujicim onemocnénim. Také mezi jednotlivymi nadorovymi diagnézami nebyly
statisticky signifikantni rozdily v hladinach metalothionein. Nejvy3si hodnotu jsme
prokazali u germinalnich nador a nadord CNS, ale neni jasné zda je to podminéno
diagn6zou nebo spiSe vékem, ktery je pravé u téchto nadort vySSi a hladiny

metalothioneint u déti s vékem rostou.

Mozkoveé nadory predstavuji po leukémiich a lymfomech druhé nej¢astéjSi nadorové
onemocnéni déti a mladistvych. Tyto nadory maji nejvyssi imrtnost. Pfestoze byla u
této skupiny onemocnéni identifikovana fada signifikantnich prognostickych faktort
(nekrdza, podil mitdz, diferenciace, vaskularni proliferace, tumor supresorové geny a
jejich proteiny (Tp53, c-erbB2), geny bunécného cyklu (p27, p14ARF) a dalsi), stale
zustava predikce léCebnych vysledkd déti s nadory CNS obtizna (Rickert et al.,
2005). V experimentalni praci (Florianczyk et al., 2003) prokazali u maligniho a
benigniho gliomu a astrocytomu, Ze hladina metalothionein u malignich nadora byla
vySSi nez u benignich. Huira a kolektiv (Hiura et al., 1998) porovnavali hladinu
metalothioneind v nddorovych bunkach u 114 pilocytickych astrocytomu, astrocytom
vySSiho gradu a glioblastomu. Glioblastomy méli také signifikantné nejvyssi procento
bunék obsahujicich metalothioneiny ve srovnani s ostatnimi méné agresivnimi
nadory a tento rozdil byl vysoce statisticky vyznamny. Z vysledkl jeho studie vyplyva,
Ze metalothioneiny maji také souvislost se vzestupem maligniho potencialu
astrocytomu. V nasi studii jsme méli pouze pacienty, ktefi méli high grade
glioblastomy, meduloblastomy a ependymomy a dostavali chemoterapii a
radioterapii. VétSina astrocytomu nizSiho stupné malignity je |Ié€ena pouze operaci a
¢asto bohuzel nejsou odeslani vabec na onkologické pracovisté, proto jsme je do
studie nezahrnuli. NejvySSi hodnota metalothioneind u naddoru CNS v nasi studii
mohla byt ovlivnéna selektivnim vybérem vysoce agresivnich malignich nadort CNS,
a také tim, Ze tkan centralni nervové soustavy obsahuje i za fyziologickych podminek
vysoké mnozstvi metalothioneint zvlasté metalothioneinu 3. DalSim nadorem s
nejvyssi hodnotou metalothioneind byly germinalni nadory. U téchto pacientd mohla
byt hodnota metalothioneint ovlivnéna nejen podanim cisplatiny, coz jsme ale

statisticky nepotvrdili, ale jak jsme jiz uvedli i starSim vékem pacienta.

V Ovodu této studie jsme jiz citovali prace prokazujici zvySenou hladinu
metalothioneind v bunkach fady zhoubnych nadora u dospélych (Dziegel et al., 2005,

Weinlich et al., 2006, Eckschlager et al., 2009). V naSi praci jsme také prokazali, ze
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détsti pacienti se solidnimi nadory méli pétkrat vySSi hodnotu sérovych
metalothioneint nez kontrolni skupina dospélych zdravych jedincu a o polovinu vy3Si
hodnotu ve srovnani s détmi s renalnim postiZzenim, ale bez onkologické diagnozy.
PFi naSem méreni jsme stanovovali pouze celkovou hodnotu metalothioneind v séru.
Thirummorthy et al., 2011 zkoumali koncentraci jednotlivych izoforem
metalothioneind u nadord prsu, prostaty, ledviny a Stitné zlazy. U téchto typu nador(
zjistili zmény exprese jednotlivych izoforem metalothioneind jak ve smyslu snizeni tak
zvySeni. Predpokladali jsme, Ze zde musi byt né&jaky mechanismus, ktery pfimo
ovlifluje mnoZstvi a strukturu metalothioneind. PFi vysoké koncentraci mohou vznikat
polymery metalothionein(, které mohou ovliviiovat jejich elektrochemické viastnosti a
tim i vysledky méfeni. Jak jsme jiz uvedli, hladina metalothioneini u nadorovych
onemocnéni je ovlivnéna i aktualnim mnozstvim kovl v organismu a mirou
oxidativniho stresu. Proto jsme u 56 vzorkd od pacientll hodnocenych v této studii
méfili hladinu metalothioneind v séru i jinou metodou - enzymoimunoeseji a
soucasné jsme ve stejném vzorku stanovovali i hladinu zinku. Praimérna hodnota
zinku v séru nasich pacientt byla 6,0 + 0,8 UM a primérna hodnota Zn v kontrolni
skupiné byla 15 + 2 pM. Primérna hodnota metalothioneinu stanovena metodou
ELISA byla 2,3 + 0,2 uM a 2,2 £ 0,1 uM stanovena Brdi¢kovou metodou. Kontrolni
skupina dobrovolnikd méla pramérnou hodnotu 0,6 £ 0,2 uM stanovenou metodou
ELISA a 0,5 £ 0,1 puM elektrochemicky. Tato studie jasné potvrdila, Ze imunologicka i
elektrochemicka metoda jsou plné zastupitelné a navic prokazala, Ze hodnota zinku
byla u naSich onkologickych pacienti snizena o 40% proti kontrolni skupiné
(Vyslouzilova et al., 2013- pfiloha 2). Tento vysledek je ve shodé i s dalSimi studiemi,
které prokazaly snizenou hladinu zinku u fady dalSich solidnich détskych nadord.
Stejné vysledky byly zaznamenany i u jinych onkologickych diagn6z: Hodgkinova
lymfomu, leukémii, kostnich sarkomd a mozkovych nadora (Dalvi et al., 2010, Yaprak
et al.,, 2010). Neprokazali jsme vSak opét Zadny rozdil v hladinach zinku a
metalothioneind mezi jednotlivymi diagnézami. V souasné dobé je predmétem
rozsahlé diskuze, zda jsou snizené sérové hladiny zinku u pacientt s nadory pficinou
nebo nasledkem vzniku nadoru. Pokud by se nizké hladiny zinku skute¢né podilely
na vzniku zhoubnych nadord byla by suplementace snadnym preventivnim

opatfenim.

V naSi praci jsme mimo jiné chtéli zjistit, zda Ize sérové hladiny metalothioneind

rutinné pouzit jako nadorovy marker. V naSi kohorté pacientdl jsme méli pouze maly
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pocet pacientl s nadorovym onemocnénim, kde bylo mozné vyuzit néjaky provéreny
nadorovy marker (germinalni nadory ¢ AFP, HCG, beta HCG, hepatoblastom — AFP,
non-Hodgkinsky lymfom — LDH). V dobé diagndézy pfi zvySené hodnoté téchto
markerll jsme nezaznamenali pozitivni nebo negativni korelaci téchto markerd s
hladinami metalothioneint, ale jednalo se o soubor, ktery byl maly pro statistické

hodnoceni korelaci (Kruseova et al., nepublikovana data).

Pacienti po ukoncené onkologické |é¢bé jsou pravidelné sledovani v dispenzarni
ambulanci. Jednim z hlavnich cild téchto kontrol, je v€as odhalit pfipadnou recidivu a
tim zlepSit progndzu téchto pacientd. V ramci doporuceni pro Ié€bu a sledovani
détskych onkologickych diagndz evropské pracovni skupiny détské onkologie SIOP i
severoamerické skupiny détské onkologie COG — maji vSichni pacienti pravidelné
RTG, CT, UZ a MRI vySetfeni, kdy zejména rentgenové metody pfindsi pacientim
uréitou miru radiacni zatéze. Pfedmétem fady odbornych diskusi je, jak Casto tyto
kontroly u déti provadét. Pokud dojde k recidivé maligniho onemocnéni je Sance na
vyléCeni pacienta mensi nez pfi primarni diagn6ze. Tato Sance je jeSté mensi, pokud
recidivu onemocnéni odhalime pozdé. Pro détské nadory ovSem nemame nadorovy
marker, ktery by v€as urcil, zda dojde k recidivé onemocnéni a mohli jsme tedy sniZzit
pocet rentgenovych kontrol. Myslime si, ze tedy jeden z dulezitych vysledkd naSi
prace byl nalez statisticky nizSi sérové hladiny metalothioneint u pacientll s ¢asnym
relapsem onemocnéni. Jiz v prvni pilotni praci (Adam et al., 2008), ktera sledovala
hladinu metalothioneint u rdznych nadorovych diagnéz mérenych stejnou metodou
zjistili, Ze pacienti s prvni a s druhou recidivou détské akutni lymfoblastické leukémie
méli nizSi hodnotu metalothioneinu ve srovnani se skupinou, ktera byla trvale v
kompletni remisi onemocnéni. Peyre s kolektivem (Peyre at al., 2010) prokazali, ze
az 80% déti s recidivou ependymomu ma down regulaci MT3 genu, ktera neni
zplsobena deleci téchto genu ani methylaci jejich promotoru. Exprese MT3 byla
obnovena inhibitory histondeacetylasy nebo lIé€bou zinkem. Z toho je mozné vyvodit
hypotézu, Ze pravé down regulace genu pro metalothioneiny maze byt zodpovédna
za pozdéjSi Casny vznik recidivy onemocnéni. V naSem souboru jsme v3ak méli
pouze 12 pacientl s ¢asnou recidivou onemocnéni, a pouze tfi z tohoto souboru méli
nadory CNS. Naproti tomu Huira a kolektiv (Hiura et al., 1998) u skupiny nadorti CNS
neprokézal vztah mezi expresi metalothioneint a recidivou astrocytomu. Pacienti s
nadory prsu lé€eni adjuvantni chemoterapii (cyklofosfamid, metotrexat, 5 fluorouracil

a doxorubicin) s vysokou expresi metalothioneini méli signifikantné nizSi riziko
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recidivy. Lze predpokladat, Zze metalothioneiny by mohly mit prediktivni vyznam pro
vCasny zachyt recidivy u této skupiny onemocnéni (Yap et al., 2009). Tento nélez je
dalSim podnétem pro sledovani hladin metalothioneint, abychom na vétSim poctu
pacientl mohli potvrdit souvislost jejich nizsi hladiny se zvySenym rizikem vzniku
relapsu onemocnéni. Pokud bychom tento nalez potvrdili opakované, bylo by vhodné
rizikovou skupinu s nizkou hladinou metalothioneini kontrolovat Castgji
zobrazovacimi metodami, neZz pacienty s pfiznivou hodnotou. Pro ¢asny zachyt
recidivy muize byt pfinosny i nas$ dalSi nalez pomalého poklesu hladiny
metalothioneind béhem dvou mésicu po ukonc&eni [éCby. Tento interval jsme vybrali,
nebot v tomto obdobi by mélo po ukondené chemoterapii jiz dojit k obnové
hematopoézy a rekonstituci imunity, stejné tak jako k normalizaci vétSiny ostatnich
systémli (Rasmussen, Arvin, 1982). Proto jsme predpokladali, ze i hladiny
metalothioneind by se mély snizit k normé ve stejném intervalu. Je mozné, Ze dalSi
vzestup metalothioneind by mohl byt také zndmkou recidivy onemocnéni. K ovéfeni

této hypotézy je vSak nutna delSi doba sledovéani vétsiho souboru pacientd.

VétSina klinickych i experimentélnich studii tykajicich se vzniku chemorezistence
nadorll, byla délana u dospélych pacientld. Napfiklad u akutni lymfoblastické
leukémie existuje vice rlznych mechanismu snizujicich efekt chemoterapie, které
jsou vSak odlisné u déti a dospélych. V naSi praci jsme nezaznamenali Zadnou
statistickou souvislost mezi sérovymi hladinami metalothioneind a podavani
platinovych derivatl a ani dalSich cytostatik. Pfedpokladame, Ze zde samoziejmé
existuji i dalSi mechanismy odpovédné za vznik chemorezistence u détskych
solidnich nadord k platinovym cytostatikim. Rovnéz sérové hladiny metalothionein(
jsou ovliviiovany fadou rliznych faktort a vznik rezistence k cytostatikiim by mohl byt

pouze jednim z nich.

V naSi praci jsme prokazali, Ze hladiny metalothioneint byly ovliviiovany nejen
samotnym nadorovym procesem, ale i celou fadou dalSich proceslt spojenych s
chemoterapii a s lé€ebnymi komplikacemi. Jednim z velmi zavaznych nezadoucich
ucinku protinadorové Ié€by je vznik septického Soku v disledku imunosupresivniho a
myelotoxického ucinku chemoterapie a radioterapie. Ten u naSich pacientt vznikne
nejCastéji v obdobi pancytopénie po probéhlé chemoterapii. VSeobecné se
predpoklada, Ze nerovnovaha mezi nadbytkem kyslikovych radikall a nizkou

hladinou antioxidant( vede u pacientl v septickém Soku k multiorgdnovému selhani.
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Nicméné aktualni zmény totalni antioxidacni kapacity v tézké sepsi zustavaji
kontraverzni a v podstaté neni znam ani pfesny mechanismus vzniku septického
Soku. Mezi antioxidanty, které mohou ovlivnit oxidacni stres a tim ovlivnit pribéh
septickeho Soku patfi kyselina moc€ova, bilirubin a vitaminy A, C a E. Hladina téchto
antioxidant stoupa jako odpovéd na akutni fazi oxidativniho stresu. Chuang a
kolektiv (Chuang et al.,, 2006) sledoval souvislost progn6zy déti v septickém Soku
s hodnotou celkové antioxida¢ni kapacity (TAC). Zjistil, Ze skupina pacientu, ktera na
septicky Sok zemrela, méla vysSi hodnotu TAC. Sérova TAC u téchto pacientl také
pozitivné korelovala s hladinou kyseliny mocové. V naSem souboru pacientld v
septickém Soku jsme nezaznamenali vyrazny vzestup kyseliny mocové. Také jsme
neprokazali korelaci mezi hladinou metalothioneind a hodnotou kyseliny mocové v
séru. PFicinou mize byt to, Ze vétSina pacientl méla pancytopénii a tim i velmi
omezeny pfisun vyzivy, diky bolestivé mukozitidé, kterou pacienti po onkologické
lé€bé v pancytopénii a septickych stavech zpravidla maji. PFi parenteraini vyzivé pak
tito pacienti maji nizkou celkovou hladinu kyseliny mocové. Jeji elevaci vidime,
vétSinou az pfi velmi tézkém renalnim selhani pfi multiorganovém selhani. Také vyse
zminéna prace Chuang et al., 2006 pfipousti, Ze elevace kyseliny mocové soucasné
s TAC mohla byt ddna i mirou renélniho poskozeni, ktery vétSinou doprovazi
pacienty se zvlasté nepfiznivym prabéhem septického Soku.

PFfi hodnoceni korelace hladin metalothioneint s dalSimi laboratornimi parametry
jsme prokazali jejich vazbu k absolutnimu poctu lymfocytd. Jednim z moznych
vysvétleni této korelace je, Ze lymfocyty produkuji cytokiny nebo jejich tvorbu
indukuji. Cytokiny jako jsou IL1, 2, 6 a TNF mohou indukovat tvorbu metalothioneind.
Tvorbu lymfocytd také ovliviiuje suplementace zinkem, ktery je rovnéz induktorem
metalothioneint (Wong et al., 2007, Malavolta et al., 2008). Autofi sledovali zmény v
metabolismu zinku v leukocytech periferni krve u détskych pacientl v septickém
Soku. Pacienti, ktefi na septicky Sok zemfreli, méli zvySenou hladinu metalothioneinu.
Také Cvijanovich et al., 2009 ve své praci prokazali souvislost mezi zavaznosti
septického Soku, stupném poSkozeni organt, hladinou metalothioneind a nizkou
hladinou sérového zinku. V naSem souboru pacientl jsme u tfi pacientu, ktefi
prodélali septicky Sok zaznamenali az dvojndsobny nérist sérové hladiny
metalothioneinu, po zlepSeni stavu hladiny metalothioneint opét klesly k normalnim
(pramérnym) hodnotam daného pacienta (Kruseova et al., nepublikovana data), coz
je v shodé s vySe uvedenymi literarnimi Udaji. U téchto pacientd jsme vSak z
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technickych divodua neméfili sérovou hladinu zinku. U tfi dalSich pacientd nabiranych
nékolik dni pfed uUmrtim pro progresi nadorové onemocnéni, byla hladina
metalothioneind sniZzena o vice neZ polovinu ve srovnani s jejich prfedchozimi
primérnymi hodnotami. Pfedpokladame, Ze nizka hladina metalothioneinl maze mit
souvislost s celkovym vy€erpanim organismu, ktery jiz nebyl schopen reagovat
produkci metalohioneini na patologické stimuly. Ve studii (Adam et al., 2008)
stanovovali stejnou metodou hodnotu metalothioneintd u détské ALL a u raznych typ(
dospélych nadorl. Primérné hodnoty u pacientt s détskou ALL byly 2,29 uM coz
byly obdobné hodnoty jako u naSi skupiny pacientd se solidnimi nadory. Dulezité je,
Ze i v tomto souboru pacientd méli vysledky méreni od tfi pacientu, ktefi v priabéhu
dané hospitalizace zemfeli a obsah metalothioneint byl také velmi nizky 1,0 uM. Tyto
v podstaté kazuistické nalezy nebyly statisticky vyznamné vzhledem k malému poctu
vySetfenych pacientl a lze predpokladat, Zze vzhledem ke klinické i etické strance

bude velmi obtizné ziskat rozsahlejsi soubor, ktery by umoznil statistické zpracovani.

Zjisténi, Zze hodnota CRP v séru nekoreluje s hladinami metalothioneini nasvédcuje,
Ze metalothioneiny nepatfi mezi proteiny akutni faze zanétu, a mohou tedy byt

laboratornim markerem nezavislym na akutni fazi zanétu.

Zinek je esencidlni prvek, ktery je zahrnuty do mnoha bunécénych pochodu. Je nutny
pro spravnou biologickou funkci pfiblizné 300 enzyma (Wei et al., 2008). U lidi je jeho
deficit spjaty s inhibici ristu a také je davan do vztahu s karcinogenezi nékterych
nadord. Metalothionein je tedy v popredi zajmu praci, které se metabolismem zinku v
lidském organismu zabyvaji (Gibson et al., 2008). Jiz jsme uvedli, Ze
jednonukleotidovy polymorfismus (SNP) metalothioneinu +838 C/G MT 2A a 209 A/G
MT2A je spojen s nedostatkem zinku (Raudenska et al., 2012). Klinické studie u déti
v rozvojovych zemich prokazaly, ze zvySeni suplementace zinkem obnovuje aktivitu
NK bunék, hojeni ran a rezistenci proti infekcim (Wong et al., 2007). Jedna z
experimentalnich studii (Tran et al., 2009) byla zamé&fena na moznost snizeni stupné
poSkozeni sliznice u mysi po lécbé metotrexatem. Autofi sledovali, zda existuje
souvislost mezi zvySenym pfisunem zinku a hladinami metalothioneind. ZvySena
hladina metalothioneind korelovala s mensi toxicitou metotrexatu na stfevo a nizsi
infiltraci neutrofily, ale suplementace zinkem nesnizila rozsah poskozeni indukovany
metotrexatem. V naSi studii dostavali metotrexat ve vysokych davkach s naslednou

aplikaci leukovorinu vsichni pacienti 1é€eni pro osteosarkom a non-Hodgkinsky
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lymfom, v odbérech po jeho podani jsme zvySenou hladinou metalothioneind
nezaznamenali, pacientim jsme také nepodavali zinkové preparaty. Obecné

nepanuje ohledné suplementace zinkem u onkologickych pacientt jednotny nazor.

Vzhledem k tomu, ze zinek zvySuje expresi MT1 a MT2, uvazovali Hua a kolektiv ve
své praci (Hua et al.,, 2008) o mozném vyuziti zinku v prevenci a lé¢bé karcinomu
prostaty. Vychazeli z toho, Ze pfi progresi karcinomu prostaty je snizena hladina MT1
a 2 a zinek je velmi u€inny induktor téchto izoforem metalothioneinud. Jejich vyzkum
potvrdil, Ze v bunkach linie PC-3 odvozené od karcinomu prostaty je snizena exprese
MT1 a MT2. Nalezli 95% redukci ve srovnani s normalnimi burikami prostaty a pouze
mirné snizeni exprese MT1 a MT2 u benigni hyperplazie prostaty (BPH). Lécbha
zinkem vyznamné indukovala expresi MT1 a MT2 v PC3 a BPH burkach linii
odvozenych od karcinomu prostaty, coZz bylo ve shodé s obnovenou bunécnou
hladinou tohoto biogenniho kovu. Endogenni MT3 byl detekovany a obnoveny po
lécbé zinkem zejména u benigni hyperplazie. | pfes tento pozitivni vysledek se v
souCasné dobé v prevenci ani |écbé dospélych nebo détskych nadorovych
onemocnéni zinek rutinné nepouziva. V této oblasti jsou nutné dalsi klinické studie
faze 1 a 2. Je mozné, Ze pravé pro snadnou korelaci sérovych hladin metalothioneint

a zinku, by Brdi¢kova elektrochemicka metoda mohla byt pro tento vyzkum pfinosna.

Velmi dulezity je nalez statisticky vysoce signifikantniho vztahu mezi sérovou
hladinou metalothioneinu a kreatininu. Jednim z moznych vysvétleni je posSkozeni
ledvin v disledku chemoterapie nebo infekénich komplikaci IéCby. izoformy MT1 a
MT2, které tvofi nejvétSi podil metalothioneind jsou produkovany zejména v
ledvinach (Eckschlager et al., 2009). U deseti pacientd jsme dva dny po aplikaci
erytropoetinu zaznamenali nardst hodnot metalothioneinu o 50% proti pramérnym
hodnotdm (Kruseova et al., nepublikovana data). Bylo ovSem nemozZné ziskat
dostateCny pocet vzorka umoznujici statistické hodnoceni, nebot jak je vySe uvedeno
odbéry byly délany dle indikace oSetfujici Iekafe daného pacienta. Oxidativni stres je
odpovédny za celou fadu nemoci a predpoklada se, Zze muze mit souvislost s
chronickym postizenim ledvin. Jak vime metalothioneiny jsou také antioxidanty, a
jejich nejvyssi koncentrace je v ledvinach. Je tedy pravdépodobné, Ze jejich zvySena
syntéza je reakci na oxidativni stres vznikly moznym posSkozenim ledvin pfi
onkologické Ié¢bé. Bylo napfiklad jiz publikovano, Ze L-FABP (proteiny vazici mastné

kyseliny -14-15 kDa, které transportuji mastné kyseliny z plazmy do mist oxidace v
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mitochondriich a peroxisomech) mohou byt antioxidacnimi enzymy v ledvinach a
jejich sekrece v moc¢i odrazi oxidativni stres v proximalnich tubulech. Pfedpoklada se,
Ze L-FABP mohou byt potencialnim biomarkerem pro progresi chronického
onemocnéni ledvin (Tsukahara et al., 2007). V naSem souboru jsme neméli zafazeny
pacienty s nadorovym postizenim ledvin, ale ve studii spolupracujiciho pracovisté
metalothioneind - 1,82 uM ve srovnani s ostatnimi nadorovymi diagnézami
dospélého véku, coz podporuje nas predpoklad, Ze je vyznamna souvislost mezi
metalothioneiny a funkcemi ledvin. Vzhledem k tomu, Ze hladiny metalothioneint
koreluji s poskozenim ledvin, pfipravujeme dalSi studii, ktera bude sledovat
vyluCovani metalothioneinid v moci a sledovat moznou korelaci mezi zvySenou
hladinou kreatininu v séru, hodnotou metalothioneind v moci a sou¢asné budeme

hodnotit i znamky oxidativniho stresu.

V naSi studii jsme dale prokazali statisticky vyznamnou pozitivni korelaci mezi
sérovymi hladinami metalothioneind a vékem détskych pacientd se zhoubnymi
nadory. Stejny vysledek méla i prace Malavolty a kolektivu (Malavolta et al., 2008),
kde prokazali, ze exprese metalothioneinl se ze zacatku zvySuje s vékem, ale poté
se u lidi starSich 70 let sniZuje. Tento jev byl popsan i na experimentalnim modelu u
mladat krys (Bauerly et al., 2005). Natale s kolektivem (Natale et al., 2004) na
zvifecim modelu prokazal, Ze nizka hladina metalothionein v nezralé tkani CNS
vysvétluje zvySenou citlivost mySi ve véku 14 dni na posSkozeni mozku oxidativnim
stresem ve srovnani s dospélymi, které maji vySSi hladiny mozkovych
metalothioneind. Je mozné, Ze pravé nizka hladina metalothioneind u détskych
onkologickych pacientl je odpovédna za zavaznéjSi nez&douci uCinky chemo a
radioterapie u velmi malych déti ve srovnani s adolescenty. Tito pacienti maji diky
nizkému véku v dobé lécby i vySSi procento vzniku pozdnich chronickych nasledku

onkologické Iécby.

Analytickych metod pro citlivou analyzu metalothioneinG neni mnoho. V soucéasnosti
prakticky neexistuje Zadna vhodna analytickh metoda pro jejich rutinni stanoveni.
Témér vSechny klinické studie jsou zaloZzeny na imunohistochemickém stanoveni za
pouZziti riznych protilatek proti metalothioneinim, pfipadné na detekci hladiny mRNA
za vyuziti technik molekularni biologie. VétSina téchto postupld vyzaduje velmi

slozZitou pfipravu vzorku, naro¢né a drahé pfistrojové vybaveni (Adam et al., 2008).
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Mezi analytické metody vyZadujici velmi nizké provozni a pofizovaci naklady patfi
elektrochemické techniky. Vysledky nasi prace prokazaly, Ze modifikovana BrdiCkova
reakce je vhodnou a relativné mélo nakladnou metodou ke stanovovani hladiny
metalothioneinl v séru pacientd. Elektrochemické metody jsou ke stanoveni
metalothioneinu stale pouzivané malo, ackoliv i pfedchazejici studie potvrzuji, Ze tuto
metodu Ize rutinné pouzivat k uréeni metalothioneinu v séru onkologickych pacientd i

v normalnich i nadorovych burikach.
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6. Zaveéry

V naSi praci jsme prokazali, ze diferencialni pulzni voltametrie s automatickou
pfipravou vzorkd je vhodnou metodou pro uréeni metalothionein v séru détskych
onkologickych pacientd. Tato metoda je rychld, relativné levna a umozruje ucinnou
analyzu velkého mnozstvi vzorkl. Jeji limitaci je nemoznost rozliSeni jednotlivych

izoforem metalothioneinu.

Détsti pacienti s rlznymi typy solidnich nadord maji vySSi hladinu sérovych
metalothioneind ve srovnani s kontrolni skupinou zdravych mladych dospélych
jedincl, se skupinou déti s onemocnénim ledvin a také ve srovnani se skupinou
zdravych déti popsanych v literatufe. Hladina metalothioneind po ukoncéené

chemoterapii klesa.

Prokazali jsme vysoce statisticky vyznamnou korelaci mezi sérovymi hladinami
kreatininu a metalothioneinl a mezi absolutnim poctem leukocytd a hladinou
metalothioneind. Predpokladame, Ze vysvétlenim korelace metalothioneini a
kreatininu je poSkozeni ledvin, jednim z hlavnich mist syntézy metalothioneinu 1 a 2.
Neprokazali jsme Zadnou korelaci mezi hladinou metalothioneint a aktivitou (remise,
progrese) ani rozsahem nadorového onemocnéni. VSichni pacienti s ¢asnym
relapsem méli niz8i hladinu metalothioneinu, proto pfedpokladame, Ze tento nalez by
mohl slouzit jako prediktivni faktor ¢asnych recidiv. Samozfejmé jsou nutné dalSi
rozsahlejSi studie zaméfené na studium metalothioneind v séru détskych
onkologickych pacient, abychom naSe hypotézy mohli jednoznacné potvrdit. Je
nutné také najit dalsi citlivéjSi metody, které umozni ureni jednotlivych izoforem
metalothioneind v séru, nebot pravé znalost jednotlivych izoforem, vzhledem Kk jejich
odlisnym funkcim, pomuze |épe pochopit patofyziologické pochody, které se pfi léCbé

détskych solidnich nadord odehravaji.
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7. Seznam zkratek

AFP - alfa fetoprotein

AMD - aktinomycin D

AMK — aminokyseliny

ANL — absolutni poc¢et lymfocytd

B - benzen

BCNU - nitrosourea

BCL2 - B-cell ymphoma 2 protein

beta HCG — beta podjednotka lidského choriogonadotropinu
b FGF - b fibroblasticky rastovy faktor

BLEO - bleomycin

C —cytosin

CA 125 - nadorovy marker karcinomu ovaria

CARBO - karboplatina

CEA - karcinoembryonalni nadorovy antigen

CCNU - karmustin

C - erb B2- erythroblastic Leukemia Viral Oncogene Homolog 2
COG - children oncology group (détska onkologicka spole¢nost — USA)
CR — kompletni remise

CRP - C reaktivni protein

CYC - cyklofosfamid

CT — vypocetni tomografie

DNA — deoxyribonukleova kyselina
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DOXO — doxorubicin

DTIC — dakarbazin

ELISA — enzymatickd imunoanalyza

HgB - hemoglobin

HIF (1) — hypoxii indukovany transkripéni faktor 1
FNM - Fakultni nemocnice Motol

G - guanin

GSH - redukované forma glutahionu

GSSG - oxidovana forma glutathionu

GTP — guanosin trifosfat

IFO - ifosfamid

IL - interleukin

INF alfa - interferon alfa

LMWA - nizkomolekularni antioxidanty
MCP1 - Monocyte chemoattractant protein-1 (prozanétlivy cytokin)
MMT — maligni mezenchymalni nadory

MRI - magneticka rezonance

MT - metalothionein

MTF1 - transkrip€ni faktor regulovany kovy 1
MTX- metotrexat

NT - neurotrofin 3,4,5

NGF - neuronalni rastovy faktor

NF-kappa B — nuklearni faktor kB
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P — pyren

Pb - olovo

PSA - specificky antigen prostaty

PKCI — protein kinase C

p 14 ARF - alternate reading frame (ARF) product of the CDKNZ2A locus
p 27 - Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B
RADb 3A - RAS-associated protein RAB3A
RIA — radioimunoanalyza

ROS - reaktivni kyslikové radikaly

RTG - rentgen

S - serin

SH - thiolové skupiny

SIOP - evropska spole¢nost détské onkologie
SNP - jednonukleotidovy polymorfiszmus
UZ - ultrazvuk

VBL — vinblastin

VCR - vinkristin

VP - vepesid

VEGF - vaskularni rustovy faktor

TAC - celkova antioxidacni kapacita

TGF beta — transforming growth factor 3

TNF - faktor nekrézy nadoru
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