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ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) is one of the most frequemter and one of the most frequent cancer-
related cause of death among men. Therefore, dabnosis, differentiation between risky and
relative benign forms and understanding of pathegenof disease for further therapeutic
approaches is highly desirable. Healthy prostatgnigue in zinc accumulation. Zinc is (mostly)
buffered by cysteine-rich low molecular protein allethionein (MT). In contrast, PCa has altered
zinc metabolism and elevated MT. In PCa patienfE,id/elevated even in serum and can therefore
be used as potential tumor marker due to high 8petd PCa. This could be very desirable
because of inaccuracies of current prostatic speaiftigen (PSA) screening. The aims of this
study is (1) to analyze MT-zinc relation on cefids: to determine zinc and MT levels in cell lines
PC-3 (cancer) and PNT1A (control), (2) to find tielas between MT and PSA, (3) to describe
potential effects of MT and/or zinc on prostate aanpathogenesis, (4) to determine serum MT
level,(5) to find relations between MT level anatipnt’s disease grading. We used (1) optimized
fully automated immunochemical methods for detectad serum PSA in serum, (2) protein
separation with paramagnetic microparticles modifigith antibody against PSA and MT, (3)
PAGE gel silver and coomassie staining and coldrimaletection. We found (1) statistically
significant (p=0.001) MT elevation in PCa lines andPCa serum, (2) significant PSA elevation in
cell lines, (3) strong correlation between intragaic and MT, (4) no correlation between disease
grading/patient’'s history, PSA level and MT levéle found MT/zinc play a role in PCa
pathogenesis, further understanding may have that@pimplications. By our findings, MT is

a good candidate for new marker for PCa screexdiengloping of automated diagnostic methods is
highly desirable.
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UvobD

V fad® rozvinutych zemi jsou nédory prostaty daegjSim nadorovym onemoénim muz

a druhou nejasgjSi s nadorem spojenouriginou smrti (WitaSternberg, 2009). Vyskyéchto
nadoii je vyznamg spjat s vySSim &kem pacient, objevuji se pevazié u muzi nad 50 let. Az

v 90% se jedna o acinami adenokarcinomy, projifieirmadory s infiltrativnim istem a #znym
stuprem diferenciace (BéginaBismar, 2009). Zbylych 5 %otftvadenokarcinomy duktalni,
acin6zni, malobutné, dlazdicobutné pechodné karcinomy aj. (BéginaBismar, 2009;
WitaSternberg, 2009). Adenokarcinomy prostaty jshvykle bezpiznakovymi nadory,casto
diagnostikovany azipsekci zenfielych na jinou fic¢inu. Malacast adenokarcinoine agresiviyjsi

— metastazuje do lymfatického systému a do kosti.

Vzhledem k vysoké incidenci a mortélie Zadouci diagnostikovat toto onemé&ehco nejdive,

rozpoznat vysoce agresivni formy od klinickgnmych a pochopit patogenezi oneméein
s typickymi metabolickymi odliSnosti (jsou-li¢faké) se zamrem vyvinout specificky cilenou
terapii.

Sowasné diagnostické metody karcinomu prostaty je ®orozdlit na metody vedouci
k pode#eni na karcinom (vyS&ni per rectum a stanoveni hladiny prostatickéhecifipkého
antigenu, PSA) a na metody diagn6zu potvrzujicdn@rektalni sonografie s biopsii prostaty)
(AdamaVorltek, 2002). ZvySujici se mnozstvi karcinbje detekovano v séasné dob praw
diky stanovovani nadorového markeru prostatick@eaifického antigenu (PSA). Detekce pomoci
PSA je velmi senzitivni, dosahuje az 91%. VyznamwgSeni specifity — az na hladinu 80% —
piinasi stanovovani pofru mezi volnym a celkovym PSA v séru — ,free/tde8A ratio“. | ges
tyto vysoké hodnoty senzitivity i specifity neni #&lealnim markerem tohoto onemaaoi fada
pacienti je indikovana na zbyted vySeteni a zatizena tak zbytemu fyziologickému

a psychickému stresu (HumbertaChevrette, 2009). ditinhladina PSA nevypovida o stupni
agresivity karcinomu.(Student a kol., 2006)

Podobr jako u jinych nadorovych onemagri, také pro adenokarcinom prostaty je typicka géno
nestabilita projevujici se zvySenim a/nebo snizespresdady get, jejichZ proteinové produkty
se mohou podilet na patogenezi onendncijeko protoonkogeny, resp. tumor supresorové geny
Identifikace takovychto génu konkrétniho pacientaize (a) pedvidat reakce na konkrétni druh
lécby (HumbertaChevrette, 2009), (b) zacilit terapédy na tyto dysregulované latky a — fe)da
geni, jejichZ exprese je zvySena a jsou specifickékamzinom prostaty, mohou byt pouZity jako
nadorovy marker tohoto onemdn, (d) ¢i jako imunohistochemicka metoda bioptickych vZork
Radu tchto kritérii sphuje skupina nizkomolekularnich protéimetalothionein (MT). MT jsou
vyznamné ve vztahu ke karcinomu prostaty, respdkavé prostatické tkani zejména pro atypicky
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metabolismus zinku v této tkani; metalothioneinivwédné zingnaté ionty a funguji jako labilni

pool €chto ionfi.

Sekretorické biky fyziologické prostatické tka@n jsou schopny akumulovat zinek vaz
desetindsobin vétsSi koncentraci oproti jinym Hikdm lidského d&a.(FranklinaCostello, 2009)
Zvysené hladiny zinku \&thto buikach maji vliv naadu kaskad(Gumulec, Masarik a kol., 2010);
je ovlivnéno energetické hospoii burgk a metabolismus organickych kyselin (cestou irdgbi
oxidace a zabr&nim utilizace citratu v krebséveyklu), jsou ovliviény apoptické mechanismy
(proapoptické pisokeni), je ovlivntna expreséady geri. (Formigare a kol., 2007; Thirumoorthy

a kol., 2007) Karcinom vSak schopnost akumulacekwziatraci, popsané vlivy zinku proto
mizi.(CostelloaFranklin, 2006; OteizaaMackenzieQ®0Nekteré mechanismy — n#klad snizeni
proapoptického {sobeni — seigjmé mohou vyznamnym mechanismem podilet na patogenezi
onemocgni.(Masarik a kol., 2010; Plum a kol., 2010)

Metalothioneiny jsou skupinou protéirs vysokym obsahem cysteinu o molekularni hmotnosti
6 — 10 kDa. Ty jim (diky thiolovym vazbam mezi tsisy) propijcuji schopnost vazaadu kow.
Metalothioneiny proto hraji kibvou roli v transportuégkych ko, jejich detoxikaci a v ochran
bunsk pred oxidativnim stresem (Eckschlager a kol., 2068nkce &chto proteiri zasahuji také
do regulace apoptézy — zvySené hladiny metalotiionemaji antiapoptické sobeni —
metalothionein reguluje hladinu, aktivitu a Bdgnou lokalizaci transkrigniho faktoru
NF-«B.(Formigare a kol., 2007) NkB zaji¥uje ochranu buik pied apoptézou aktivaci

antiapoptickych geh a protoonkogein Bcl-2, c-myc a TRAF-1 (viz Obrazek )II' uto
aniapoptickou kaskadu vyuzivajtktieré nadory(Krizkova a kol., 2009). V poslednieteth byla

popsana souvislost se zvySenim hladichto proteii u fady nadoi.(FanaCherian, 2002; Jin
a kol., 2002; Penkowa a kol., 2009; Wei a kol.,®00
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Obr. 1 Funkce zinku a metalothioneinu.
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MATERIAL A METODIKA

V této studii byly pouzity i buns¢né linie: (a) kontrolni, PNT1A, lidskd b&na linie ziskana
imortalizaci normalnich prostatickych epitelidlnibbrek 35letého muze post mortem, (b) PC-3
buns¢na linie ziskana z grade 4 androgen-nezavisléhnakdecinomu 62letého muze z kostnich
metastaz. Tyto budné linie byly zakoupeny u HPA Culture Collectio@alisbury, UK).

V dalSich fazich experimehntbyla testovana lidska séra, 20 kontrolnich a 7®iapticky
verifikovanym adenokarcinomem prostaty. Testovagéa shyla ziskana z Urologické kliniky
nemocnice U svaté Anny v Bfn

Proteiny z&chto linii a z testovanych vzaiksér byly ziskavany jednak RIPA pufrem, jednak
mechanickou homogenizaci a tepelnou lyzaci (99t@§k Proti metalothioneinu 1/2 byla pouzita
polyklonalni kraléi protilatka (Santa Cruz biotechnology, USA), prétMACR polyklonalni
krali¢i protilatka (Clonestar, CZ), proti PSA monoklorialmysi protilatka (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA). Je znamo, 7Ze mAdlozmEnéné buiky maji utlumeny
mechanismus importu zitieatych iont do burgk prostaty. Linie byly proto inkubovany v médiu
se zvySujicim se mnozstvingéchto ionfi; koncentrace tohoto kovu se v médiu pohybovala
v rozmezi 0 — 500 pM/L. \&thto koncentrénich fadach (kazda liniegstovana sotasré v peti
vzestupnych koncentracich) byla stanovovana hladiflNA a proteinu MT a PSA a hladina
intracelularniho zinku volného a vazaného zinku.

U linii byla stanovena hladina mRNA metalothiorieMT1A a MT2A a PSA; Real-time PCR byla
vyhotovena komparativni metodou; Hodnoty Ct bybnstardizovany &i beta-aktinu.

Behem experimeiitbyla zjiS€na Uskali detekce metalothioneinu; proteirtitpmlymery a mé&adu
nespecifickych interakci imdou substanci ve vzorku. Z tohévddu bylo zZadouci odseparovat
ostatni slozky séra/lyzatu. Byla proto pouZzita iwsgparace pomoci protilatkou @minych
magnetickychsastic (viz Obrazek 3). Tato metoda umozni separoyatané proteiny dle zvolené
protilatky (ktera je svym Fc fragmentem navazangnoéein Geastic).
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Obr. 2Separace pomoci protilatkou Znénych magnetickyctastic

Nasledr byly vzorky elektroforeticky separovany na 10% SPSGE gelech a vysledky barveny
coomassie mdtfl stibrem, nebo fevedeny na nitrocelul6zovou membranu a imunodetekpv
Pro rychlou orientaci Byly pouzivany dot-bloty. Myl soulZzné detekovan elektrochemicky.
Elektrochemickd detekce MT se provadi naistpoji AUTOLAB Analyser v klasickém
tifelektrodovém usgédani pomoci tzv. Brdkovy reakce. PravRudolf Brditka pred vice nez 70
lety objevil katalytické vyldovani vodiku ze zakladniho elektrolytu kitpmnosti proteif. Tato
metoda byla pozii vylepSena a vyuzita pro analyzu proteikrevnich sér pacieints rakovinou.
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Dlouho nebylo jasné, které proteiny se této reakastni, ale pozfji bylo zjiSténo, Ze jsou to
praw latky obsahujici —SH skupiny, mezi které ipatMT. Méteni probiha tak, Zze na pracovni
elektrodu, kterou je visici nfova elektroda dochéazi k akumulaci vzorku a stanioyenbiha
v zakladnim elektrolytu, obsahujicim kobaltitdi & amonném pufru s pH 9.6.

Vysledky byly vyhodnocovany v software StatisticaByly provareny t-testy a korekni matrice.
Byla stanovena hladina vyznamnosti p=0,05.

VYSLEDKY A DISKUZE

Z experimentu inkubace bé&mych linii v médiu s obsahem zinku jiema silna zavislost hladiny
PSA, volného PSA a metalothioneinu na mnoZstvi winkmédiu (viz Obrazek 3);
U ,karcinomové“ linie PC-3 dosahuje koréfd koeficient pro zavislost fjglany zinek -
metalothionein az hodnoty 0,9 a je statisticky \@mny na hladiny p=0,05. U zng&mé linie je
popsana také statisticky vyznamna zavislost hladmgtalothioneinu na hladin PSA.

V ,karcinomové* linii PC-3 je popséano statistickyanamné zvySeni hladin PSA i metalothioneinu
oproti kontrolni linii PNT1A. Z analyzy mRNA bylgigténa elevaceitdy metalothioneinu MT2A

u linie PC-3 oproti MT1A. fida MT1A byla naopak elevovana u kontrolni linieTAM.

V sérech bylo zji&no statisticky vyznamné zvySeni hladiny metaloteion (viz Obr). Pro
metalothionein je — oproti PSA — typické mnohem &ierozptyl hodnot. Oproti vysledin
v burgénych liniich je ale pozorovana mnohem mensSi zasislmezi hodnotami PSA
a metalothioneinu.
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Obr. 3 zavislost hladiny metalothioneinu na hladamku v médiu

Obr. 4hladina metalothioneinu v séru karcinom/kontrola

ZAVER
Hladina intracelularniho MT a intracelularniho zinke signifikants liSi u linie odvozené od
karcinomu a u linie kontrolni. Intacelularni MTntfacelularni zinek je u obou linii indukovatelny

zvySenim mnozstvi zinku v médiu, v karcinomovéhiili je dosahovano nizSich hladin
intrcelularniho zinku. Vzhledem k alteraci antippokych/proapoptickych mechanigénzinku
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a metalothioneinu a jejich popsané & hladin je mozné &ekavat fisobeni na patogenezi
onemocgni.(Gumulec, Cernei a kol., 2010) Je Zadouci déteimat procesy Zsobujici snizeni
intracelularni hladiny zinku — zejména zinkové gportni mechanismy (a odliSit takignu
a nasledek) a dale procesy, jimiz zinek a metadatkin misobi u karcinomu patogenezi.

MT v séru pacierit s histologicky o¥fenym adenokarcinomem prostaty je signifikéntruySena,
MT je proto nadjnym kandidatem na post nového markeru adenokarainprostaty. Je ovSem
nutné optimalizovat affpadré automatizovat jejich detéki algoritmus pro snadj$i vyuziti
v rutinni praxi a stanovit moznéipady faleSné pozitivity, resp. negativity.

Podékovani: vyzkum této problematiky je podporovan granty GAGR1/09/P436, IGA MZ
10200-3 a 9/2010/FaF.
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