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ABSTRACT 

To date, it is not possible to differentiate between high-risk and latent forms of prostate cancer. The 
aim of this study is to determine RNA and protein level of potential tumour markers in the cell lines 
PNT1A and 22Rv1, which represent healthy prostate tissue and high-grade prostate cancer. We 
determined significantly decreased level of caveolin-1 on both RNA and protein level, which is in 
contradiction with our previous findings regarding to its serum level in prostate cancer patients 
(found increased in high-grade tumours). We also determined increased level of metallothionein on 
RNA and protein level in tumorous tissue, which is in agreement with previous studies focused on 
determination of metallothionein in serum (where increased levels were observed). Moreover, we 
determined significantly up-regulated RNA level of zinc(II) transporters ZIP-1 and ZnT-1. 
Regarding ZnT-1, such changes of expression have not been described yet. These data suggest that 
combination of caveolin-1, metallothionein and ZIP-1 or ZnT-1 may be utilized as a tool to 
distinguish aggressive forms of prostate cancer from clinically latent forms. It is expected, that such 
diagnostic tool is to be used for the evaluation of bioptical samples, however, verification in a large 
follow-up set of samples is needed. 
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ÚVOD 

Karcinom prostaty je nejčastěji se vyskytující nádorové onemocnění. Je alarmující skutečností, že 

nádorově změněné buňky se vyskytují v prostatické tkáni u téměř sta procent osmdesátníků. 

Prvním krokem lékaře, které vede k podezření na nádorové onemocnění, je snadno proveditelné 

vyšetření per rectum. Výrazný podíl nádorů není ale ozřejměn tímto vyšetřením, ale až díky 

stanovení prostatického specifického antigenu (PSA) v séru pacientů. Zavedení tohoto nádorového 

markeru do klinické praxe v průběhu devadesátých let přineslo výrazné zvýšení počtu pacientů 

s nově objevenými nádory prostaty, které byly vyšetřením per rectum nezaznamenatelné. Screening 

PSA přispěl ke snížení úmrtnosti o 20 %, jak uvádí studie zaměřená na evropská léčebná zařízení 

otištěná v prestižním periodiku New England Journal of Medicine [1].  

Proti vysoké frekvenci tohoto onemocnění stojí ale fakt, že naprostá většina nádorů je 

bezpříznaková, bez vlivu na kvalitu života, nikterak neohrožující pacienta [2, 3]. Žádná ze současně 

používaných diagnostických metod (včetně PSA) není schopna odlišit tyto klinicky němé formy od 

agresivních forem. Až 80 % pacientů s tumorem prostaty je proto léčeno zbytečně, jako by mělo 

agresivní, život ohrožující formu nádoru [4, 5]. To vede jednak ke snížení kvality života pacienta, 

projevující se inkontinencí, či sexuální dysfunkcí, jednak k nezanedbatelným ekonomickým 

důsledkům pro zdravotnictví. Je proto velice žádoucí nalézt diagnostický postup, vedoucí k odlišení 

agresivních život ohrožujících forem od klinicky němých nádorů. 

Cílem práce je popsat rozdíly mezi „zdravou“ prostatickou tkání a pokročilým nádorem prostaty na 

úrovni exprese RNA a proteinu u genů, u nichž literatura zmiňuje změnu jejich hladiny, nebo je 

změna hladin předpokládána. Pro práci byly vybrány geny metalothionein, caveolin-1, Ki-67, p53, 

NF-kB, alfa-metyl CoA-racemáza, c-FOS, c-JUN, matrixová metaloproteináza 9, a zinkové 

transportéry ZIP1, ZnT-1. Metalothioneiny jsou skupinou proteinů o molekulární hmotnosti 

6–10 kDa s vysokým obsahem cysteinu. Metalothioneiny hrají, mimo jiné, významnou roli 

v ochraně buněk před oxidativním stresem, jejich funkce je proto asociována s řadou nádorových 

onemocnění, karcinomu prostaty nevyjímaje [6]. Alfa-metyl CoA-racemáza (AMACR) je 

peroxizomální a mitochondriální enzym účastnící β-oxidace větvených mastných kyselin. Zvýšení 

hladin tohoto proteinu je popsáno u většiny adenokarcinomů prostaty, naopak, nízké hladiny tohoto 

genu jsou popsány u benigní hyperplazie prostaty [7-9]. Caveolin-1 (Cav-1) je membránový 

protein. Hraje důležitou roli v odbourávání cholesterolu, účastní se transmembránové signalizace. 

Práce z posledních let zmiňují caveolin-1 v souvislostí s progresí řady nádorových onemocnění. 

c-Fos a c-Jun jsou protoonkogeny, účastnící se patogeneze karcinomu prostaty svým vztahem 

k receptoru pro mužské pohlavní hormony [10]. Tumor-supresorový protein p53 ovlivňuje 
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proliferaci a opravu DNA, apoptózu a odezvu buněk na růstové faktory.[11]. Zinkové transportéry 

jsou zkoumány pro svůj odlišný metabolismus zinku v buňkách zdravé a nádorové prostatické 

tkáně [6, 12-14]. Hladina zinečnatých iontů je u karcinomu snížena zejména v důsledku snížení 

hladiny zinkového transportéru ZIP-1. Jednou z příčin odchylného metabolismu zinkových 

transportérů je změna exprese jejich transkripci regulujících proteinů, vyskytující se typicky 

u agresivních nádorů [15, 16]. 

MATERIÁL A METODIKA 

Analýza možných nádorových markerů byla provedena na buněčných liniích, modelech (nádorově 

změněné) tkáně prostaty. Nejdříve byla stanovena exprese širší řady genů na úrovní mRNA a z ní 

byly následně vybrány geny, u nichž bylo optimalizováno stanovení na úrovni proteinů. 

Jako kontrolní buněčná linie byla zvolena PN1A, lidská linie odvozená imortalizací prostatických 

buněk zdravého 35letého jedince post mortem. Buněčná linie 22Rv1 reprezentuje pokročilý 

primární nádor prostaty. Dá se očekávat, že tato linie lépe odpovídá skutečnému tumoru než dosud 

používané buněčné linie karcinomu prostaty (PC-3, LNCaP, DU-145). Ty jsou totiž odvozeny 

z metastáz, nikoli z primárního nádoru v prostatické tkáně a mají vyšší stupeň genové variability 

[17]. Tyto buněčné linie byly zakoupeny u HPA Culture Collections (Salisbury, UK). Proteiny 

z těchto linií a z testovaných vzorků krevních sér pacientů byly izolovány pomocí RIPA pufru, 

mechanickou homogenizací nebo tepelnou denaturací (99 °C) získaného materiálu. 

K izolaci RNA z buněčných linií byl použit High pure total RNA isolation kit (Roche, CH). 

Izolovaná RNA byla přepsána do cDNA pomocí Transcriptor first strand cDNA synthesis kit 

(Roche) dle pokynů výrobce. Real-time PCR byla provedena pomocí systému TaqMan na přístroji 

7500 real-time PCR system (Applied Biosystems, USA). Výsledky byly vyhodnoceny 

v triplikátech komparativní Ct metodou a standardizovány vůči β-aktinu. 

K detekci hladiny metalothioneinu bylo použito elektrochemické detekce [18]. Elektrochemická 

detekce MT se provádí na přístroji AUTOLAB Analyser v klasickém tříelektrodovém uspořádání 

pomocí tzv. Brdičkovy reakce. Analyzovaný vzorek je akumulován na povrch pracovní elektrody, 

kterou je visící rtuťová elektroda. Po akumulaci stanovení probíhá v základním elektrolytu, 

obsahujícím kobaltitou sůl v amonném pufru s pH 9,6 [19, 20]. K detekci caveolinu-1 bylo použito 

ELISA kitu (USCN Life Science Inc.) Postup ELISA byl proveden dle pokynů výrobce. Výsledek 

vyjádřený změnou barvy substrátu byla detekována fotometricky při 495 nm. Vzorky byly 

elektroforeticky separovány na 10% SDS-PAGE gelech, barvený dusičnanem stříbrným (kit 

BioRad, postup dle výrobce) a souběžně blotovány na nitrocelulózovou membránu 

a imunodetekovány pomocí specifických protilátek. Pro rychlou orientaci byly používány 

dot-bloty. Proti metalothioneinu (isoformě 1 a 2) byla použita polyklonální králičí protilátka (Santa 

Cruz biotechnology, USA), proti AMACR polyklonální králičí protilátka (Clonestar, CZ), proti 

PSA monoklonální myší protilátka (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA).  
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Výsledky byly vyhodnocovány v softwaru Statistica 9. K porovnání hladiny mezi kontrolní 

a nádorovou skupinou bylo použito t-testů. Korelační matice byly použity k nalezení souvislostí 

mezi testovanými veličinami. K orientaci v souboru pacientů byla provedena clusterová analýza 

(K-means). Hladina významnosti p = 0,05 byla stanovena pro určení signifikantně odlišné hodnoty. 

VÝSLEDKY A DISKUZE 

Model tkáně karcinomu reprezentuje buněčná linie 22Rv1. V této linii byla stanovena hladina 

potenciálních markerů tohoto onemocnění na úrovni mRNA a proteinu. Hladina mRNA je 

vyjádřena jako relativní násobek oproti expresi ve zdravé tkáni. Modelem zdravé tkáně je buněčná 

linie PNT1A.  

Nejdříve byl u buněčných linií stanoven prostatický specifický antigen (jeho volná i vázaná frakce) 

s cílem ověřit, reprezentují-li buněčné linie nádorovou a kontrolní tkáň. Hladina tohoto genu byla 

u nádorové linie zvýšena jak na úrovni RNA (přibližně 2,5krát), tak na úrovni proteinu (téměř 

10krát), (obr. 1A, 1D). Je tedy možné předpokládat vhodnost použití buněčných linií jakožto 

modelů skutečného nádoru. 

Ze sledovaných genů se u buněčných linií neměnila hladina mRNA p53. Literatura zmiňuje určitý 

podíl nádorů prostaty s mutací tohoto genu, linie 22Rv1 tedy zřejmě tuto formu nereprezentuje [3]. 

Na úrovni mRNA bylo detekováno statisticky významné snížení exprese genů Caveolinu-1, NF-kB, 

c-FOS a c-JUN. Hladina caveolinu-1 byla snížena ze sledovaných genů nejvýrazněji, jeho hladina 

v nádorové linii byla oproti linii zdravé snížena přibližně 50krát (obr. 1A). Obdobný trend byl 

zjištěn také na úrovni proteinu, kde jeho hladina byla snížena téměř desetkrát (obr. 1C) Při analýze 

hladiny caveolinu-1 v séru pacientů (nepublikovaná data) jsme naopak zjistili, že jeho hladina se 

zvyšuje u nádorů vysokého stupně. To nasvědčuje tomu, že exprese caveolinu-1 je účastna 

patogeneze onemocnění a objasnění jeho vlivu je žádoucí dále zkoumat. 

Výrazný pokles byl popsán také u NF-kB, proliferačně působícího faktoru. Cílem stanovení mRNA 

NF-kB nebylo jeho možné využití jako nádorového markeru, ale snaha o základní pochopení 

proliferace nádorových buněk. U těch se předpokládá spíše jeho zvýšená hladina vzhledem k jeho 

vlivu na podporu genové exprese. Hladina RNA genů  c-FOS a c-JUN se oproti kontrole 

pohybovala v rozmezí 15 % a 20 %. 

Významné zvýšení hladiny bylo popsáno u metalothioneinu třídy 1A a 2A (MT1A, 190 % 

a MT2A, 240 %). Hladina tohoto genu je zvýšena taktéž na úrovni proteinu (přibližně 0,8krát) 

(Obr. 1A, 1B). Toto zjištění je v souladu s dříve prokázanou změnou hladiny metalothioneinu 

v séru pacientů [13]. Zvýšení hladin bylo dále popsáno u genů Ki-67 (200 %), MMP-9 (370 %), 

AMACR (840 %) a u zinkových transportérů ZIP1 a ZnT-1 (4500 % a 2500 %).  
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Obr. 1 Hladina sledovaných genů u buněčných linií na úrovni RNA (A) a proteinu (B-D). Popis viz 

text.  

ZÁVĚR 

Práce popisuje zvýšení hladiny metalothioneinu u buněčné linie karcinomu prostaty na úrovni RNA 

i proteinu. Spolu s dříve zjištěným zvýšením hladiny tohoto proteinu v séru pacientů je tak možné 

zdůvodnit, že původem zvýšení sérové hladiny je nádorově změněná prostatická tkáň a nikoli jiné 

procesy v organismu. Naopak, hladina caveolinu-1 je v nádorové prostatě snížena a v séru zvýšena 

pouze u pokročilého tumoru. Tato dysbalance nasvědčuje, že taktéž caveolin-1 se zřejmě podílí na 

patogenezi onemocnění, vliv obou genů je žádoucí dále zkoumat. Výsledky nasvědčují spíše faktu, 

že agresivní forma tumoru (resp. buněčná linie 22Rv1 odvozená od agresivní formy tumoru) je 

charakterizovatelná spíše než změnou exprese jednoho genu souborem genů, jejichž exprese se liší 

(ať již je zvýšena, či snížena) oproti zdravé tkáni, či oproti tumoru o nízkém stupni agresivity. 

Právě kombinace caveolin-1 a metalothionein (případně v kombinaci se zinkovými transportéry) se 

jeví jako možná kombinace hodnocení bioptických vzorků, odlišující právě agresivní formu 

onemocnění. Pro definitivní určení je však žádoucí provést „follow-up“ studie na reálných 

bioptických vzorcích. 
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