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ABSTRACT

To date, it is not possible to differentiate betwéeh-risk and latent forms of prostate cancee Th
aim of this study is to determine RNA and proteivel of potential tumour markers in the cell lines
PNT1A and 22Rv1, which represent healthy prostasu¢ and high-grade prostate cancer. We
determined significantly decreased level of cavetlion both RNA and protein level, which is in
contradiction with our previous findings regarditigits serum level in prostate cancer patients
(found increased in high-grade tumours). We algerde@ned increased level of metallothionein on
RNA and protein level in tumorous tissue, whiclinisgreement with previous studies focused on
determination of metallothionein in serum (wherer@ased levels were observed). Moreover, we
determined significantly up-regulated RNA level pinc(ll) transporters ZIP-1 and ZnT-1.
Regarding ZnT-1, such changes of expression havbeen described yet. These data suggest that
combination of caveolin-1, metallothionein and 2IRer ZnT-1 may be utilized as a tool to
distinguish aggressive forms of prostate cancen ftbnically latent forms. It is expected, that buc
diagnostic tool is to be used for the evaluatiobioptical samples, however, verification in a k&rg
follow-up set of samples is needed.
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uvoD

Karcinom prostaty je néasgji se vyskytujici nadorové onemagri. Je alarmujici skutaosti, ze
nadoro¥ zmenéné buiky se vyskytuji v prostatické tkani u téimsta procent osmdesatiik
Prvnim krokem |éki, které vede k pod&mi na nadorové onemagr, je snadno proveditelné
vySeteni per rectum. Vyrazny podil nddoneni ale oejmén timto vySetenim, ale az diky
stanoveni prostatického specifického antigenu (RS#9ru pacierit Zavedeni tohoto nadorového
markeru do klinické praxe vfbchu devadesatych letfipeslo vyrazné zvySeni P pacieni

s no¥ objevenymi nadory prostaty, které byly vygetim per rectum nezaznamenatelné. Screening
PSA mispél ke snizeni umrtnosti 0 20 %, jak uvadi studie &@mé na evropskadébna z#zeni

otiStna v prestiznim periodiku New England Journal ofiMime [1].

Proti vysoké frekvenci tohoto onemdor stoji ale fakt, Ze naprostaétsina nadar je
bezgtiznakova, bez vlivu na kvalitu Zivota, nikterak hea?ujici pacienta [2, 3]. Zadna ze sasré
pouzivanych diagnostickych metodiéine PSA) neni schopna odlisit tyto klinickgmé formy od
agresivnich forem. AZ 80 % paciént tumorem prostaty je protocEno zbyténg, jako by nélo
agresivni, zivot ohrozujici formu nadoru [4, 5]. Vede jednak ke snizeni kvality Zivota pacienta,
projevujici se inkontinencigi sexudlni dysfunkci, jednak k nezanedbatelnym ekookym
dusledkim pro zdravotnictvi. Je proto velice zadouci natéagnosticky postup, vedouci k odliSeni

agresivnich zivot ohroZujicich forem od klinick§nmych nadat.

Cilem prace je popsat rozdily mezi ,zdravou“ proskau tkani a pokriilym nadorem prostaty na
arovni exprese RNA a proteinu u dgeru nichz literatura zmiuje znenu jejich hladiny, nebo je
zmeéna hladin pedpokladana. Pro praci byly vybrany geny metalatéiio, caveolin-1, Ki-67, p53,
NF-kB, alfa-metyl CoA-racemaza, c-FOS, c-JUN, nxatvh metaloproteindza 9, a zinkové
transportéry ZIP1, ZnT-1. Metalothioneiny jsou skugu proteii o molekularni hmotnosti
6-10 kDa s vysokym obsahem cysteinu. Metalothigndinaji, mimo jiné, vyznamnou roli
v ochrar bunsk pred oxidativnim stresem, jejich funkce je proto @&se@na sadou nadorovych
onemocgni, karcinomu prostaty nevyjimaje [6]. Alfa-metylo&racemaza (AMACR) je
peroxizomalni a mitochondrialni enzymastnicif-oxidace ¥tvenych mastnych kyselin. ZvySeni
hladin tohoto proteinu je popséno &3iny adenokarcinofnprostaty, naopak, nizké hladiny tohoto
genu jsou popsany u benigni hyperplazie prostat9].[Caveolin-1 (Cav-1) je membranovy
protein. Hraje @lezitou roli v odbouravani cholesterolwastni se transmembranové signalizace.
Prace z poslednich let zfiji caveolin-1 v souvislosti s progregidy nadorovych onemoeni.
c-Fos a c-Jun jsou protoonkogenyastnici se patogeneze karcinomu prostaty svym emiah

k receptoru pro muzské pohlavni hormony [10]. Twsugoresorovy protein p53 owviivje

1030



MENDELNET 2011
proliferaci a opravu DNA, apopt6zu a odezvu duna fistové faktory.[11]. Zinkové transportéry

jsou zkoumany pro sy odliSny metabolismus zinku v Blkdch zdravé a nadorové prostatické
tkarg [6, 12-14]. Hladina zinmatych iont je u karcinomu sniZzena zejména dsiédku snizeni
hladiny zinkového transportéru ZIP-1. JednoufiZip odchylného metabolismu zinkovych
transportéi je znena exprese jejich transkripci regulujicich proteivyskytujici se typicky
u agresivnich nadorf15, 16].

MATERIAL A METODIKA

Analyza moznych nadorovych markedsyla provedena na b&inych liniich, modelech (nadorsv
zmenéné) tkark prostaty. Nejive byla stanovena exprese Siddly geri na Grovni mRNA a z ni
byly nasled® vybrany geny, u nichz bylo optimalizovano standwenurovni proteit.

Jako kontrolni buktna linie byla zvolena PN1A, lidska linie odvozemdoitalizaci prostatickych
burgk zdravého 35letého jedince post mortem. &ua linie 22Rv1 reprezentuje pokily
primarni nador prostaty. Da séedavat, ze tato linie Iépe odpovida skatmu tumoru nez dosud
pouzivané buttné linie karcinomu prostaty (PC-3, LNCaP, DU-14%Y. jsou totiz odvozeny
z metastaz, nikoli z primarniho nadoru v prostatitkart a maji vyssi stugegenové variability
[17]. Tyto burg¢né linie byly zakoupeny u HPA Culture CollectiorBalisbury, UK). Proteiny
z tchto linii a z testovanych vzaikkrevnich sér pacieftbyly izolovany pomoci RIPA pufru,
mechanickou homogenizaci nebo tepelnou denatl88ciQ) ziskaného materialu.

K izolaci RNA z burénych linii byl pouzit High pure total RNA isolatiokit (Roche, CH).
Izolovana RNA byla fepséana do cDNA pomoci Transcriptor first strand éD$ynthesis kit
(Roche) dle pokyin vyrobce. Real-time PCR byla provedena pomoci syst€agMan na ifistroji
7500 real-time PCR system (Applied Biosystems, USA)ysledky byly vyhodnoceny
v triplikatech komparativni Ct metodou a standadény Vici -aktinu.

K detekci hladiny metalothioneinu bylo pouZzito dtekkhemické detekce [18]. Elektrochemicka
detekce MT se provadi na&igtroji AUTOLAB Analyser v klasickémifelektrodovém uspgédani
pomoci tzv. Brdikovy reakce. Analyzovany vzorek je akumulovan narglo pracovni elektrody,
kterou je visici rttdova elektroda. Po akumulaci stanoveni probiha Madakm elektrolytu,
obsahujicim kobaltitouts v amonném pufru s pH 9,6 [19, 20]. K detekci adiai-1 bylo pouzito
ELISA kitu (USCN Life Science Inc.) Postup ELISAllproveden dle pokyinvyrobce. Vysledek
vyjadieny zménou barvy substratu byla detekovana fotometricky 495 nm. Vzorky byly
elektroforeticky separovany na 10% SDS-PAGE geldzdwyveny dusnanem dfbrnym (kit
BioRad, postup dle vyrobce) a se&dhe blotovany na nitrocelul6zovou membranu
a imunodetekovany pomoci specifickych protilatekro Rrychlou orientaci byly pouzivany
dot-bloty. Proti metalothioneinu (isofornl a 2) byla pouzita polyklonalni krélliprotilatka (Santa
Cruz biotechnology, USA), proti AMACR polyklonaliiralici protilatka (Clonestar, CZ), proti
PSA monoklonalni mysi protilatka (Santa Cruz Bibtemlogy, Santa Cruz, USA).
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Vysledky byly vyhodnocovany v softwaru Statistica © porovnani hladiny mezi kontrolni

a nadorovou skupinou bylo pouZito t-tesKorelatni matice byly pouzity k nalezeni souvislosti
mezi testovanymi velinami. K orientaci v souboru paciénbyla provedena clusterova analyza
(K-means). Hladina vyznamnosti p = 0,05 byla stamavpro ufeni signifikant& odliSné hodnoty.

VYSLEDKY A DISKUZE

Model tkaré karcinomu reprezentuje b&ima linie 22Rv1. V této linii byla stanovena hladina
potencialnich markér tohoto onemoatni na Grovni mRNA a proteinu. Hladina mRNA je
vyjadiena jako relativni ndsobek oproti expresi ve zdt&aéi. Modelem zdravé tkéne burécna
linie PNT1A.

Nejdiive byl u bugénych linii stanoven prostaticky specificky antigggho volna i vazana frakce)
s cilem ovfit, reprezentuji-li bu&né linie nadorovou a kontrolni tkaHladina tohoto genu byla
u nadorové linie zvySena jak na Grovni RNAilfizne 2,5krat), tak na Grovni proteinu (tém
10krét), (obr. 1A, 1D). Je tedy moznéipdpokladat vhodnost pouziti bigmych linii jakozto
model skut&ného nadoru.

Ze sledovanych génse u buténych linii nengnila hladina mRNA p53. Literatura zinije ugity
podil naddoi prostaty s mutaci tohoto genu, linie 22Rv1 tefyra tuto formu nereprezentuje [3].
Na urovni mRNA bylo detekovéano statisticky vyznansné&eni exprese géiCaveolinu-1, NF-kB,
c-FOS a c-JUN. Hladina caveolinu-1 byla sniZzenaledovanych gennejvyrazsgji, jeho hladina
v nadorové linii byla oproti linii zdravé snizenaltizné 50krat (obr. 1A). Obdobny trend byl
zjistén také na Urovni proteinu, kde jeho hladina byl@ema tén¥ desetkrafobr. 1C) F¥i analyze
hladiny caveolinu-1 v séru paciénfnepublikovana data) jsme naopak zjistili, Zze jéfedina se
zvySuje u naddr vysokého stuph To nas¥déuje tomu, Ze exprese caveolinu-1 jéastna
patogeneze onemadmi a objas#ni jeho vlivu je Zadouci dale zkoumat.

Vyrazny pokles byl popsan také u NF-kB, prolitarapisobiciho faktoru. Cilem stanoveni mRNA
NF-kB nebylo jeho mozné vyuziti jako nadorového keau, ale snaha o zakladni pochopeni
proliferace nadorovych behk. U téch se pedpoklada spiSe jeho zvySena hladina vzhledemd jeh
vlivu na podporu genové exprese. Hladina RNA igerc-FOS a c-JUN se oproti kontrole
pohybovala v rozmezi 15 % a 20 %.

Vyznamné zvySeni hladiny bylo popsano u metalo#imn #fidy 1A a 2A (MT1A, 190 %
a MT2A, 240 %). Hladina tohoto genu je zvySenaéakia Grovni proteinu {iblizn& 0,8kréat)

(Obr. 1A, 1B). Toto zjiS&ni je v souladu sifve prokazanou z#émou hladiny metalothioneinu
v séru pacierit [13]. ZvySeni hladin bylo dale popséano u @é€i-67 (200 %), MMP-9 (370 %),
AMACR (840 %) a u zinkovych transportéZIP1 a ZnT-1 (4500 % a 2500 %).
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Uroveit RNA u buné&énych linii
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Obr. 1 Hladina sledovanych gém buréénych linii na Grovni RNA (A) a proteinu (B-D). Pspiiz
text.

ZAVER

Prace popisuje zvySeni hladiny metalothioneinu nétneg linie karcinomu prostaty na trovni RNA
i proteinu. Spolu sidve zjisSEnym zvySenim hladiny tohoto proteinu v séru padigattak mozné
zdiavodnit, Ze fivodem zvySeni sérové hladiny je nad@ramenéna prostaticka tkéa nikoli jiné
procesy v organismu. Naopak, hladina caveolinualédorové prostatsnizena a v séru zvySena
pouze u pokrélého tumoru. Tato dysbalance nadsuje, Ze taktéz caveolin-1 s&epme podili na
patogenezi onemoéni, vliv obou gefi je Zadouci dale zkoumat. Vysledky nédiwji spise faktu,
Ze agresivni forma tumoru (resp. bamé linie 22Rv1 odvozena od agresivni formy tumgeu)
charakterizovatelna spiSe nezémou exprese jednoho genu souboremig@jichz exprese se lisi
(at jiz je zvySenagi snizena) oproti zdravé tkanii oproti tumoru o nizkém stupni agresivity.
Praw kombinace caveolin-1 a metalothioneitiigpdré v kombinaci se zinkovymi transportéry) se
jevi jako mozna kombinace hodnoceni bioptickych rkip odliSujici pra¥ agresivni formu
onemocgni. Pro definitivni uweni je vS8ak zadouci provést follow-up“ studie neélnych
bioptickych vzorcich.
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