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ABSTRACT

Current diagnostic procedures do not enable ugstinguish between clinically latent forms of
prostate cancer from aggressive forms, the mostrammcancer in males. The key to understand
the different behavior of these forms is in its emallar mechanisms. Current literature highlights
the role of zinc(ll) ions in the development andhpgenesis of this cancer. Our objective was to
identify diverse metabolical pathways of these ®mih cancer and determine prognostic markers
of high-grade form of prostate cancer. We deterthigenes alpha-methylacyl-CoA racemase
(AMACR), caveolin-1 (Cav-1), metallothionein (MTP53, NF«B, c-FOS, c-JUN, Ki-67, ZIP1
and ZnT-1 on RNA and protein level in the sera 88 Inen (82 tumorous and 51 healthy) and in
cell lines derived from aggressive form of candére level of these genes was determined and
compared to prostatic specific antigen, widely ugedstate cancer biomarker. We identified
significantly (p < 0.05) decreased (> 4-fold) RNgvel of Cav-1 NFeB, c-FOS a c-JUN and
significantly elevated (> 2-fold) RNA level of MAMACR, PSA, Ki-67, MMP-9 and ZIP1 and
ZnT-1 (> 25-fold) in tumorous cell line 22Rv1 inraparison to healthy cell line PNT1A. On the
protein level, we identified significant (> 20-fdldecrease of MT in cell lines. In contrary, serum
MT level was significantly 4-fold increased. Funtmere, we identified insignificant changes in
serum Cav-1 and AMACR. However, Cav-1 level wasiicantly increased in high stage TNM
T4 patients and positively correlated with grad{ng 0.29 at p = 0.028). Thus, we may consider
the combination of Cav-1 and MT as a high risk fatescancer biomarker.
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uvoD

Tumory prostaty pét negasgjSim nadorovym onemoénim a ffes swj pomaly fist pati

k jedrem z nefasgjSich @icin dmrti na nadorové onemasni (Bégin a Bismar, 2009, Gumulec, a
kol., 2010). Nicmé# je znamo, Ze ve&sSiné piipadi se tyto nadory chovaji neagresiva
nevedou k zadhub pacienti, pouze relativh maly podil nadar se chova agresi¢n Sowasné
moznosti diagnostiky neumidji s gesnosti jiz v ranych stadiichditt zdali se bude jednat o

klicové, neb6 zakrok pouze v této détmnemocsini vede k vyléeni pacienta.

Je proto zcela zasadni pochopit molekularni meshani které vedou k odliSnému chovani
nadorovych bu&k latentniho* karcinomu a karcinomu agresivnihotir® souvisi taktéz nasSe
snaha vyvinout metodiku schopnou odlisit tytosdermy onemoc#ni — identifikovat markery

onemocgni snadno zjistitelné ¥lnich tekutinach, resp. v bioptickych vzorcich.

Tato studie se zatfuje na geny alfa-methylacyl-CoA racemaza (AMACRav€olin-1 (Cav-1),
metalothionein (MT), p53, NkB, c-FOS, c-JUN, Ki-67, ZIP1 a ZnT-1 (Fan a Cheriad02,
Kury, a kol., 2002, Sfanos, a kol., 2011). Metalotieiny jsou skupinou proteins vysokym
obsahem cysteinu o molekularni hmotnosti 6 — 10.kD& jim (diky thiolovym vazbam mezi
cysteiny) progjcuji schopnost vézatadu kowi. Metalothioneiny proto hraji Kovou roli

v transportu &kych kowi, jejich detoxikaci a v ochr&nburtk pred oxidativnim stresem
(Eckschlager, a kol., 2009). Funkeehto proteiti zasahuji také do regulace apoptozy — zvySené
hladiny metalothioneinu maji antiapoptickéspbeni — metalothionein reguluje hladinu, aktivtu
burgénou lokalizaci transkrigniho faktoru NF«B (Formigare, a kol., 2007). NEB zaji&uje
ochranu bu#k pred apoptdzou aktivaci antiapoptickych fjem protoonkogeh Bcl-2, c-myc a
TRAF-1. Tuto antiapoptickou kaskadu vyuzZivajékteré nadory (Krizkova, a kol., 2011).
V poslednich letech byla popsana souvislost seenif$ hladin &chto proteii u fady nadaoi
(Penkowa, a kol., 2005).AMACR je peroxisomalni &ochondrialni enzym dastnici se beta
oxidace ¥tvenych mastnych kyselin a katabolismucauych kyselin (Kuefer, a kol., 2002). Bylo
identifikovano zvySeni hladin tohoto enzymu u ademoinomi a prostatickych intraepitelialnich
neoplazii (Luo, a kol., 2002). Caveolin-1 dasto asociovan s nadorovymi onemsadmi jako
potencialni marker. Jedna se o membranovy praseitast tzv. kaveol. Ty setastni endocyt6zy.
Caveolin také hraje vyznamnou roli v degradaci est@rolu. Nicmé# funguje také jako signalni
molekula (Thompson, a kol., 2010). ZIP-1 a ZnTlujgmkové transportéry, u nichz byla popsana

odchylna exprese u karcindm
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Cilem préce je popsat hladinschto geri na rovni RNA a proteinu v baénych liniich (slouZzici

jako model tkaa tumoru) a v séru pacigné nalézt souvislosti mezi ziskanymi daty.

MATERIAL A METODIKA

V této studii byly pouzity butné linie: (a) kontrolni, PNT1A, lidskad b&mna linie ziskana
imortalizaci normalnich prostatickych epitelialniohrek 35letého muze post mortem, (b) 22Rv1,
ziskana z primarniho tumoru karcinomu prostaty pasného na mySim xenograftu. Tyto
burg¢né linie byly zakoupeny u HPA Culture Collectio&alisbury, UK).

V dalSich fazich experimentbyla testovana lidska séra, 82 nadorovych a S5lirdimich s
biopticky verifikovanym adenokarcinomem prostatesiovand séra byla ziskdna z Urologické
kliniky nemocnice U svaté Anny v B&n

Proteiny z &chto linii a z testovanych vzakksér byly ziskavany jednak RIPA pufrem, jednak
mechanickou homogenizaci a tepelnou lyzaci (99@¥Ek Proti metalothioneinu byla pouZzita
polyklonalni kraléi protilatka (Santa Cruz biotechnology, USA), prétMACR polyklonalni
kréli¢i protilatka (Clonestar, CZ), proti PSA monoklorialmySi protilatka (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA). Caveolin byl det&ln pomoci ELISA kitu (VersaMax
microplate reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CISA). Metodika detekce je podrafjin
rozepsana vigdchozich studiich (Gumulec, a kol., 2012, Gumudekol., 2012, Sztalmachova, a
kol., 2012). Je znamo, Ze nadafovnenéné buiky maji utlumeny mechanismus importu
zingtnatych iontt do burk prostaty. Linie byly proto inkubovany v médiu geySujicim se
mnozstvim &chto ionfi; koncentrace tohoto kovu se v médiu pohybovalazmezi 0-500 uM/L.
byla stanovovana hladina mRNA a proteinu MT a PS#fladina intracelularniho zinku volného a
vazaného zinku. U linii byla stanovena hladina mRMaAtalothioneii MT1A a MT2A, PSA;
AMACR, Cav-1, p53, NReB, c-FOS, c-JUN, Ki-67, ZIP1 a ZnT-1. Real-time PGCRla
vyhotovena komparativni metodou; Hodnoty Ct bybnstardizovany &i beta-aktinu.

Nasledr byly vzorky elektroforeticky separovany na 10% SBASGE gelech (Bio-Rad, USA) na
10-12% 0.75 mm gelech. Bylo pouzito s88p80V po 30 min a 120 V po 90 min. Vysledky
barveny, sfbrem, nebo feblotovany (1h, 100 V) na nitrocelul6zovou membré&ablokovany po
dobu 1 h 5% mlékem v PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM K4 mM NaHPQ, a 4,3 mM NgHPG;-,
pH 8,0) a imunodetekovany. Pro rychlou orientaclyByouZzivany dot-bloty. Byla pouzita mysi
protilatka 1:750 v PBS s 5% mlékem, po 4 °C po 12 sekunarni anti-mouse protilatka seéa
horseraddish peroxidazou, Sigma Aldrich Co., US£edéni 1:5000). MT byl sou¥re detekovan
elektrochemicky. Byl pouZit elektrochemicky analyZ@letrohm AG, Svycarsko), byl pouZzit
analyzér 757 VA Computrace (Metrohm AG, Svycarske) tielektrodovém zapojeni s visici
rtutovou kapkou (HMDE) jakoZto pracovni elektrodou.

Vysledky byly vyhodnocovéany v software Statistica Byly provarny t-testy a korekni matrice.
Byla stanovena hladina vyznamnosti p = 0,05. Kutesormality byl pouzit Kolmogoraw-
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Smirnovav test, k rorazeni vzorl do skupin byla pouzita clusterova analyza (K-medusterring

a tree clusterring).

VYSLEDKY A DISKUZE

Nadorové linie. Model nadorové tkénje reprezentovan bgénou linii 22Rv1, zdrava tkéje
reprezentovana linii PNT1A. Identifikovali jsme msifikantni (p < 0,05) sniZeni hladin RNA Cav-
1, NF«B, c-FOS a c-JUN a signifikantrzvySenou hladinu (> 2 nasayriMT, AMACR, PSA, Ki-
67, MMP-9 a ZIP1 a ZnT-1 (> 25 nas@v nadorové buktné linii, viz obr. 1 (Gumulec, a kol.,
2012, Gumulec, a kol., 2012).

Vedle hladiny RNA byla u linii stanovena také hfealiproteinova. Byla zji§ha signifikants
zvySenda hladina AMACR a taktéz kontrolni PSA. Ev@SA je signifikantni jak v jeho volné,
tak celkové frakci. AMACR byla signifikanérzvySena (1,5 nasobnp = 0,132). Nicmés) MT byl
signifikantrg snizen u nadorové linie.

Obr. 1: Hladiny vybranych génu buréénych linii. Hladina mRNA (A-C) zobrazena jako riat
nasobek expreseidi nenadorové linii PNT1A. D-F: hladina proteinegchto geri.tPSA — celkové
PSA, fPSA — volné PSA
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Klinickd studie u pacienti trpicich nadorovym onemocrnim. V séru jsme sledovali hladinu
AMACR, PSA, MT a Cav-1. VivgjSich experimentech jsme prokazali, ze MT je elévowu
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pacienti s vysokou mirou specifity u paciéns karcinomem (Krizkova, a kol., 2011, Masarik, a

kol., 2011).

V této studii jsme identifikovali zvySeni hladinyT™a PSA, AMACR v sérové hladinzvySena

nebyla a féistava tak markerem tkévym, coz je konzistentni s Gdaji v literggu(Luo, a kol.,

2002).

Obr. 2: sérova hladina vybranych markefA-C) onemocéni a jeji zavislosti na gradingu D-E
(stupni histologické diferenciace)
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Sérova hladina caveolinu-1byla stanovena v rozme2+14,2 ng/mL u pacieinta 1.74-14.98
ng/mL u kontrol. PFimérna koncentrace byla stanovena 5.96 ng/mL u pacier.42 ng/mL u
kontrol. Mezi kontrolami a pacienty nebyla nalezesignifikantni zmndna hladiny. Nicmég
clusterova analyza odhalila signifikantni varia¢ciodnotach u pacieing rozdlila tak tuto skupinu
na dv¥ podskupiny: Skupina s vysokou koncentraci cavslnizkou koncentraci cav-1. Naslédn
byly tyto skupiny dany do souvislosti s histologink stagingem (TNM T scale) a gradingem
(Gleason sum) onemodgmi. Bylo zjiS€no nasledujici: nizké hladiny caveolinu-1 byly aseany

s tumory nizkych stugi malignity Obr. 3)
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Obr. 3: Hladina cav-1 u kontrol a nad®i(A), zavislost hladiny Cav-1 na stagingu (B) adingu
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Pacienti s $icim se tumorem (T4) #i signifikantré (p < 0,004) zvySenou hladinu tohoto genu
oproti pacienim nizSiho stadia. Co secty gradingu, pacienti s Gleason skére 8li mjevné
zvySenou hladinu oproti paciém s nizSim grade tumoru (r = 0,28 p = 0,028).

Déle byly provedeny korelace 8kem pacient, pfidruzenymi nemocemi (hypertenze, ischemicka
choroba srd&i, dyslipidémie, diabetes mellitus)figemz nebyla identifikovana zma hladin
charakteristickd pro zadnou s uvedenych chorob.obfid hladina cav-1 se neliSi u #aki a
nekuaki.

Tab. 1 Hladina Cav-1 a PSA u pacigrt s¢azeno dle stadia a histologie

n PSA (ng/ml)  volné PSA (ng/ml)  Caveolin-1 (ng/ml)

Stadium (TNM)

T1 1 3.12 0.54 4.19

T2 40 5.41+3.44 0.77 +0.44 5.25+2.62

T3 18 5.18+3.96 0.58 +0.38 6.60 + 3.69

T4 3 5.58+4.01 0.57+0.33 14.25 +2.19*
Diferenciace tumoru

dohbre 8 415+1.40 0.63+0.42 4.13 £1.27

sttedre 23 4.83+3.50 0.66 +0.40 5.64 +3.02

Spatd 28 5.95+4.66 0.72+0.48 6.28 + 3.32
Grade nadoru (Gleason sum skore)

5] 5 3.69+143 0.46+0.02 3.86+1.11

6 20 5.03+2.56 0.82+0.39 511+242

7 32 4.85+322 0.58+0.37 5.75 +2.98

8 3 10.12+8.17 1.02+0.82 6.96 + 4.83

9 4 6.87 £5.03  0.64 +0.42 9.99 + 4.04

10 1 3.9 -
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ZAVER

V této studii jsme identifikovali vyznamné charaid@ky v hladinach AMACR (zejména na
tkénové arovni) a caveolinu-1, zejména v séru padismokra@ilymi tumory. Z modelu bugtnych
linii a z vysledk koncentraci sér vyplyva, ze kombinace uvedenyctkenatak mize byt pouzita
jako zgesreni diagnostiky a zvySeni pragmbdobnosti zachytu rizikovych paciénjess v raném
stadiu onemoaini.
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