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ABSTRACT

Several typical characteristics of prostate tiskage been identified including the ability to
accumulate zinc(ll). However, this feature of padstcells is lost during carcinogenesis and, thus,
prostate cells are unable to accumulate zinc(Hsim high levels. Therefore, we can expect that
zinc(ll) ions can significantly contribute to theogression of tumour disease and to the ability of
prostate cell lines to metastasize. In this studg, aimed our attention on determining the
expression of Bcl-2, c-Fos, c-Jun, Ki-67, NB-and p53 genes in two prostate cell lines, as the
22Rv1 cell line, a model of aggressive partiallgmgen-sensitive prostate cancer and the PNT1A
cell line, a

normal prostate cell line model. Moreover, we wierterested in the mechanisms through which
exposure of these cell lines to zinc(ll) ions coudfluence expression of the above-mentioned
genes. We found that zinc(ll) ions caused elevesgulession of

Ki-67, a marker of proliferation, extremely low eggsion of p53, high expression of Bcl-2 and no
changes in the expression of p53. Our experimel#t show different effect of zinc(ll) ions on

expression of the above-mentioned regulatory gemleish may give us more information on their
impact on cancer development and progression vaisisiple using for cancer therapy.
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uvoD

Rakovina prostaty je druhym raepgji diagnostikovanym rakovinnym onemagrim a Sestou
diagno6za, identifikace vysoce agresivnich klinickgrytych forem a porozuéni patogenezi
onemocgni, i s jeho metabolickymi odliSnostmi, nezbytnyrfaiktory pro vyvoj specificky
zamstené terapie. Za#iime-li se na tyto faktory, je nutné poroztnbiochemii normalnich i
nadorovych prostatickych béia Na zéklad tohoto vyzkumu byly stanovenyiané typické
charakteristiky prostatické tk&nmezi rEz pati i schopnost prostaty akumulovat zinaté ionty,

viz obr. 1.

Obr. 1 Rozdily v mechanismech zpfedkovanych zir@atymi ionty ve zdravé a v nadorové

tkani.
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(A) Ve zdravé prostatické tkani jsouitomny vysoké hladiny Zfi v porovnani s (B) nadorovou
tkéni, kde jsou zinkové transportéry ZIP1 inhibov@adnérné stimulovanou kaskadou Ras-Raf-
Mek-Erk. (C) Zingnaté ionty zvysuji tvorbu pdrBAX v mitochondrialni membrana (F) indukuji
cytochromem c¢ (CytC)/kaspazou(Casp)-zpesttovanou apoptézu. Naopak v rakovinné

1159



MENDELNET 2012
prostatické tkani je tvorba BAX inhibovana pomo&) (Bcl-2 a (D) nizkymi intracelularnimi

hladinami  ZA*, coZ se projevi niz$im proapoptotickym efektem. (G}ilisné hladiny Z# ve
zdravych a v nadorovych bkach interaguji s metalothioneinem (MT), ktery rdzd zvySuje
expresi NF«B.

Intracelularni koncentrace Ziv prostatické tkani ivySuje koncentraci detekovanou v ostatnich
typech bugk zhruba desetkrat. Tato vlastnost prostatickycmébuse vSak ztraci dnem
karcinogeneze, a proto jsou nadorovékyneschopné akumulace vysokych hladif*Zhze proto
otekavat, Ze zinmaté ionty vyrazé prispivaji k progresi nddorového onemseha ke schopnosti

prostatickych bugnych linii metastazovat.

Pasetné studie na beédnych liniich i na pacientech s nadorovym onendodm prostaty prokazaly
existenci fiznych proteifi spojenych s vznikem néadorprostaty ¢etns Bcl-2. Jednd se o
intracelularni protein p#ti do velké skupiny protein rodiny Bcl-2, misobi jako inhibitor
apoptézy. Pedchazi jak apoptdze zavislé na kaspazéach, takdatni nekréze. Za normalnich
podminek je Bcl-2 zakotven ve &j&i mitochondrialni membré&nCast jeho molekuly wniva do
cytozolu, coz mu dava moznost interagovat s ostatpfoteiny. Tyto interakce jsouitézité pro
udrzovani spravné funkce a integrity mitochondfiaembrany. Vazbou na pro-apoptotickény
rodiny Bcl-2 pgedchazi aktivaci mitochondridini apoptotické drabgloZzené na naruSeni
propustnosti mitochondrialni membrany. ZvySena es@r onkoproteinu Bcl-2 v lidskych
nadorovych bitkach rispiva k rezistenciiti chemoterapii- a radioterapii-indukované apop#ze
je spojena s néfznivou prognézou. ¥Sina lidskych naddrprostaty exprimuje Bcl-2 ve zvySené
mite, coz zfisobuje rezistenci nadork chemoterapii a radioterapii. Exprese Bcl-2 jejspa s
progresi naddr, neffiznivou prognézou u pacignts rakovinou prostaty a vyvojem androgen-
nezavislého karcinomu prostaty. Bcl-2 prgwodobré interaguje i s jinymi proteiny zapojenymi
v nadorovych procesechiikladem mohou byt c-Fos, c-Jun, Ki-67, NB-a p53.

Tato studie je zaiena na analyzu vlivu zideatych iont na expresi genBcl-2, c-Fos, c-Jun, Ki-

67, NFkB a p53 v naddorové linii odvozené z primarniho madmwostaty.

MATERIAL A METODIKA

Bungené linie V této studii byly pouzity d¥ lidské prostatické buiiné linie: a) PNT1A lidska
burgéna linie vznikla immortalizaci normalnich deéfgh prostatickych epitelialnich bek
transfekci plazmidem obsahujicim SV40 genom s peSkpm pdatkem replikace. Primarni
kultura byla ziskana z normalni prostatické tab let starého muzgost mortemb) 22Rv1 linie
lidskych burk odvozenych z primarniho nadoru prostaty.

1160



MENDELNET 2012

Kultivace burtk. Buiiky PNT1A byly kultivovany v médiu RPMI-1640 dogimem 10% fetalnim
bovinnim sérem (FBS). Bikly 22Rv1 byly kultivovany v médiu RPMI-1640 bez &dové cerverg
s 10% FBS. Média byla dopina penicilinem (100 U/ml) a streptomycinem (0,1 mky/ Buiiky
byly udrzovany v prosedi inkubatoru o teplst37 °C, s vihkosti 60% s 5% GO

Piisobeni ZA"na bugéné kultury Okamzit po dosazeni 50-60% konfluence bkmého tistu byly
buiky premistny do cerstvého média pro synchronizaci jejidistu. Za &chto podminek byly
bunky kultivovany 24 h a néasledrvystaveny psobeni ZnS@(0-100 uM pro ob buns¢né linie)
rozpustném vcerstvém médiu po dobu 48 hodin.

Polymerazovéettzova reakce v redlnétase(RT-PCR)RT-PCR byla provatha v triplikatech za
pouziti genové expresni analyzy TagMan s pomoci-tima PCR systému 7500 (Applied
Biosystems, Foster City, Ca, USA). Amplifikovana N® byla analyzovana Ct srovnavaci
metodou za pouziti3-aktinu jako endogenni kontroly. Real-time PCR byleovadna za
nasledujicich podminek: celkovy objem 20 ul, iditiadenaturace 95 °C/10 min, poté 40 ¢ykl
95 °C/15 s, 60 °C/1 min.
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VYSLEDKY A DISKUZE

Porovnani exprese genu Bcl-2 a dal$ich regith geri po pisobeni ionit Zn*". Zanfili jsme se
na pozorovani rozdilv Grovnich exprese a zmach v transkripci génBcl-2, c-Fos, c-Jun, NkB,
Ki-67 a p53 v prostatickych baénych liniich ovlivrenych pisobenim zingnatych iond. Zakladni
mira transkripce a efekt Zhna miru transkripce vybranych debyly monitorovany pomoci RT-
PCR. Obrazek 2 ukazuje, Zetly linie 22Rv1 vykazuji rozdilné trendy expresedsieanych ged
v porovnani s busgnou linii PNT1A.

Obr. 2 Porovnani zakladni dro¥rexprese gehc-Fos, c-Jun, NRB, Ki-67 a p53 na trovni RNA.
Meéreni Urovr transkripce bylo provatho pomoci RT-PCR.
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Bunky 22Rv1 vykazuji 4,5x vySSi Grokexprese anti-apoptotického genu Bcl-2. V expresiuge-
Jun jsme nenasli mezi &ma liniemi vyrazné rozdily. Gen c-Fos, ktery spotes c-Jun formuje
dulezitou ¢ast transkripniho faktoru AP-1, je v hikach 22RV1 exprimovan 2,5x m&nez v linii
PNT1A. Ki-67, jaderny protein spojeny s l&inou proliferaci, je v hitkach linie 22Rv1 ftomen
ve 2x vyS88i koncentraci nez vitkach linie PNT1A. Navic NRkB je v buikdch 22Rv1,
1162



MENDELNET 2012

v porovnani s hitkami PNT1A, gitomen v polowni koncentraci a protein p53, &bivy reguléator
apoptézy, vykazuje 3,5 nasobné snizeni hladinyiv B22RV1 v porovnani s linii PNT1A. Po
zakladni charakterizaci exprese vybranych méarker zkoumanych bugnych liniich jsme se
zangili na efekt zgisobeny fisobenim iort Zn?* na znény v expresi sledovanych regafdch
geni (Obr. 3.).

Obr. 3 Efekt psobeni iont Zrf*na znény v expresi gehc-Fos, c-Jun, NRB, Ki-67 a p53 na
urovni RNA. Biiky 22Rv1 vykazuji nejen rozdilnou Urbvexprese d&chto geri v porovnani
s buitkami PNT1A, ale i rozdilny efekt zimatych ion& na Urové transkripce v obou butinych
liniich.
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Zjistili jsme, ze zin&naté ionty pozitiva ovliviiuji expresi Bcl-2 v obou zkoumanych kinych
liniich, vice vSak v linii PNT1A (3,2x zvySeni exgse v pipadt ptisobeni 100 uM koncentrace
Zn*"). U buriené linie 22Rv1 jsme potgobeni ZA" nezaznamenali vyrazné #ny exprese p53,
coz kontrastuje s linit PNT1A, kde doSlo k 3 az #dsobnému néstu exprese tohoto genu. Gen
Ki-67 vykazuje po psobeni ZA" podobny trend u obou b&nych linii. Neni pekvapuijici, Ze
bunky linie 22Rv1, charakterizované vysokou prolifararychlosti, exprimuji Ki-67, &astnici se
proliferainich proces, ve vysSich hladinach. B&na linie PNT1A zase v porovnani s linii 22RV1
exprimovala ve vysSi g gen c-Jun, i kdyZ zideaté ionty zvySovaly expresi tohoto genu v obou
linifch. V expresi get c-Jun a c-Fos potigobeni ZA" nebyly zaznamenany 7adné souvislosti,
avsak v expresnim profilu c-Fos jsme pgsgbeni ZA" pozorovali statisticky vyznamnou pozitivni
korelaci s NF<B. Oba geny byly v linii PNT1A exprimovany ve vysak koncentracich jak v
zakladnim expresnim profilu, tak i pdgobeni zinénatych iond.
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ZAVER

Zinek hraje roli v energetickém metabolismu, peotici a apoptéze btk prostatické tkéak
mizeme tedy fedpokladat, jeho tdezitou roli v patogenezi rakoviny prostaty. NaSesledky
odhalily, Zze zakladni Urovieexprese anti-apoptotického genu Bcl-2 je 4,5x ivyS8uikéach linie
22Rv1 nez v biikach linie PNT1A. Tento vysledek je v souladuitvel publikovanymi studiemi,
ve kterych byla v nadorech prostaty zaznamenansemdy Grovie exprese Bcl-2. Navic bylo toto
zvySeni exprese spojovano s vyvojem na androgenechvislého karcinomu prostaty a také
s rezistenci &i chemoterapii a radioterapii. Je zajimavé, Ze fopeni zinénatych iont jsme
pozorovali zvySeni exprese Bcl-2 jak v bamé linii 22Rv1, tak i v linii PNT1A, i kdyzZ v ifipadt
linie 22Rv1 bylo zvySeni exprese 7,5x vySSi neinie IPNT1A. RestoZze pesny mechanismus
progrese karcinomu prostatyistdva nejasny, potvrdily nase poznatky dénkw, Ze vysoké
koncentrace Zii mohou fispivat k terapii rezistentnich nadqurostaty se zvySenou expresi Bcl-2.
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