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ABSTRACT

The aim of this study is compare the profile ofczproteins level of potential tumour markers in
the cell lines PC-3, LNCaP and PNT1A. Zinc playsraportant role in the healthy prostatic tissue.
It is necessary for the proliferation, differenitiat regulation and apoptosis of the cells. Ptasta
healthy tissue accumulate zinc in the cells oflélheral lobes in the prostate. Cancer prostatiués
loses this ability. Cell lines PC-3 and LNCaP repre prostate cancer and line PNT1A represent
healthy and control prostate tissue. We have dpedl@utomatic and fast method of the isolation
of zinc-proteins from prostatic cells by magnetéstizles modified by specific antibody. Zinc was
measured by the electrochemical method - diffesémulse voltammetry. We determined 15%
decreased level of zinc in prostate cancer pattbatsin the control healthy prostatic cells.

Key words: prostate cancer, Zn(ll), metallothionein, magneparticles, SDS- PAGE
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uvoD

Néadory prostaty p&t mezi nefastjsi nadorové onemoéni u mu# a také sé¢adi na druhé misto,
co se tyka souvislosti narodového onemioéra umrti (A.-S., 2011, Gumulec, a kol., 2011).
V piipact karcinomu prostaty dochazi k nekontrolovatelnérasiur bugk a k nafistu objemu
nédoru, jelikoz dochazi k selhani Wuné apoptézy (naprogramovana smrt &Qn Vyskyt
karcinomu prostaty ma mnoho zvlaStnosti. Doposud meela objastn mechanismus vzniku a
Siteni karcinomu, pravghodobrgé ma to tom podil &kolik vlivi. Podminkou vzniku karcinomu
prostaty je pitomnost androgen muzskych pohlavnich hormon(Rosenberg, a kol., 2010).
V dalSitads je to wk muze. U muit nad 60 let je uvésh nalez lozZisek karcinomu prostaty az v 80
% a u mui nad 80 let dokonce 95 %. Daleibeme uvést genetické dispozitieetnicky pivod
tyto faktory také pravtpodobré piispivaji ke vzniku karcinomu prostaty Maligni néaoloé
onemocRni prostaty, se ve vice jak 95 %, tyka adenokamingHumphrey, 2012). N&gsgji se
vyskytujici adenokarcinomy metastazuji do lymfatick systému a do kosW. sowasné dob se

k diagnostikovani karcinomu prostaty pouzivalik metod vySeteni. Mezi nejasgjsi vySeteni,
kterd vedou k podéeni na karcinom prostaty je vyEmti per rectum a stanoveni hladiny
specifického antigenu (PSA) v séru (Barry, 2001aldsekaran, a kol., 2001, Shearer, 1991). Déle
se provadi histologicka vydeni, kterd potvrdi diagn6zu a to biopsie prostatyramsrektalni
ultrasonografie (TRUS). Z novych studii, které abyxaly hledanim novych markerkteré vedou
ke wasné diagnostice rakoviny prostaty, bylo opakévanokazano, ze rakovinné iy prostaty
maji zménénou schopnost ifimu a akumulace zinkovych iantv porovnani se zdravymi

prostatickymi bitkami (Costello a Franklin, 2000).

Zinek pati k prvkim s vyraznou biologickou aktivitou. Tento prveldjdezitou esencialni Zivinou
- je nezbytg nutny pro funkci kterych enzym a v nizkych koncentracich jgifpmen ve vSech
(nebo &tSing) burgk (Stefanidou, a kol., 2006). Z lidského genomu%&éduje proteiny, které
vazi ve své strukte zinek (Andreini, a kol., 2006). lonty zinku jsmezbytné katalytické,
strukturalni a ko-katalytické komponenty mnohyclotpini a jsou také saiasti fady enzynm
(Auld, 2001, Gumulec, a kol., 2011). Zinek se vazezinek-dependentni enzymy, fesgtji se
vaze na doménu tzv. ,zinkové prsty“. Tato doménsabloje histidin a cystein obsahujici repetice
His,Cys, kazda tato repetice vaze jeden givay ion. Zinkové prsty slouzi k udrzovani tercidan
kvarterni strukturydchto bilkovin (Kambe, a kol., 2004, Maret a Li, 2)0Ve zdravé prostatické
tkéni hraje zinek @lezitou roli v proliferaci, diferenciaci, regulagiapoptozy butk (Beyersmann a
Haase, 2001). Ve zdravé a nadorové prostatické jeéintracelularni zinek chelatovamtnymi
proteiny (nukleoproteiny, metaloenzymy, metaloprote zejména metalothioneinem) (Colvin, a
kol., 2010). Zinek se v prostavyskytuje v bitkach lateralnich lalak U pacieni s karcinomem
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prostaty bylo prokazano, nizsi hladiny zinku wikéch lateralniho laloku, oproti Bikkdm zdravych
jedinai. Bylo zjiStno, Ze u paciefits karcinomem prostaty jsou v iiiéch lateralniho laloku
tohoto organu hladiny zinku signifikarétmizSi oproti normalnim hodnotam (Kambe, a kolQ40
Lateralni lalok je také hlavnim mistemgatku rakovinného bujeni a je charakteristicky miwat

akumulace zinku (Costello a Franklin, 2000).

Cilem prace bylo popsat rozdily mezi zdravou ptastau tkani a pokréilym nadorem prostaty ke

vztahu k obsahu 2 v proteinech a sledovani jejich elektroforetickgnofilu.

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie

Bungné linie PNT1A, PC-3, LNCaP byly zakoupeny od HF3alisbury, Velka Britanie. Linie
PC-3 jsou prostatické nadorovénky odvozené z metastatického mista v kosti a LN@aR
prostatické nadorové hlky odvozené z metastatického mista v levé supraddBarni uzlirs. Linie
PNT1A byla ziskana posmiinze zdravé prostatické tk&nDalSi pouzité chemikélie byly
zakoupeny od Sigma Aldrich (St. Louis, USA).

Kultivace prostatickych buik

PNT1A buky byly kultivovany v médiu RPMI-1640 sfdavkem 10 % FBS, PC-3 a LNCaP
buiky v Ham F12 médiu s 7 % FBS. VSechna média bytdhabena o antibiotika, penicilin (100 U
ml?) a streptomycin (0.1 mg . Ml Buiiky byly kultivovany v inkubatorui® 37 °C s 5 % C@

MTT test

Pred z&atkem experimeiitbyl u vSech linii proveden MTT test. Test je za&ohaviabilité bunsk
v daném prosedi. Dle vysledki z MTT testu bylo ufeno @t koncentraci Zf?, které byly poté
pouzity @i tvorbé bursénych lyzafi. U vSech linii byly pouZzity koncentrace 0, 25 a|8@. Dle
vysledki MTT testi je zjevné, Zeifp téchto koncentracich lily jeSg rostly. K nakultivovanym

buikam se tyto koncentrace $npiidaji. Po dvou dnechigobeni byly z butenych linii izolovany
proteiny mechanickou homogenizaci, tepelnou deaetwa dle Wisniewski (Wisniewski, a kol.,
2009).

Priprava lyzah

Buiiky byly dvakrat proplachnuty 5 ml PBS zchlazenynDrfC a obsah byl odséat. Kitkém bylo
piidano PBS a Skrabkou seitiy seSkrably. Suspenze seepipetovala do centrifugai zkumavky
byla centrifugovdna 2700 ot./min, 4 °C, 7 minut.t®cse odsal supernatant, iky se
resuspendovaly v PBS a byly sftdny v Birkero¢ komirce. Poté se lilky opst centrifugovaly a
supernatant se odsal. iy se resuspendovaly v 1ml PBS a tato suspenzeéepgpptovala do
mikrozkumavky (Eppendorf 5402, éfhecko) a oft se centrifugovala. Supernatant byl odsat.
V nasem pipads se dlaly tfi druhy lyzaf — tepelny lyzat, sonikovany lyzat a lyzat dle
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(Wisniewski, a kol., 2009). Vifpad: tepelného lyzatu se k ikam @ida 75ul PBS a lyzuje sefit
minuty. Poté se dopini objem PBS na koaneh 200ul a zkumavka se vlozi do termomixéru
(Eppendorf 5430, Bmecko), ve kterém je 99 °C na 15 minut. Tepelnotavipu se denaturuji
termolabilni a vysokomolekularni proteiny. Po teygelipra¥ se centrifuguje i 14 000ot/min.,
4 °C, 30 minut. Supernatant (lyzat) séegipetuje docisté mikrozkumavky. # piipraw
sonikovaného lyzatu se kithkém gida 200 pl PBS a hitky se lyzuji pomoci ultrazvukové jehly po
dobu 2 minut.

Izolace Z®" proteir

zn"™ proteiny byly izolovany z lyzatu pomoci magnetiateinych&astic Dynabeads®MyOne™
tosylactivated (Invitrogen, Norsko) se specifickawazanou slepi protilatkou vazajici se na zinek.
Postup modifikace magnetizovatelnyalastic slepiimi protilatkami byl gevzat z ¢lanku
(Krizkova, a kol., 2012). Pro automatickou izolatikovych proteid byl vyuzit pistroj epMotion
5075 (Eppendorf, Bmecko).

Elektrochemické stanoveni volného a vazanéH$ zn

Stanoveni zingatych iont bylo provedeno naifstroji 797 VA Stand, fistroj byl gipojen k 813
kompaktnimu Autosampleru (Metrohm, Svycarsko). Amralor (797 VA Computrace z Metrohm,
Svycarsko) vyuziva tradhi tielektrodové zapojeni. Pracovni elektrodou bylaictistutova
kapkové elektroda (HMDE) s plochou kapky 0,4 nefererni elektrodou byla Ag/AgCl/3M
KCl a pomocnou platinova elektroda. Difetan pulsni voltametrické #iieni byla provedena na
zaklag téchto paramefr. probubldvani argonem po dobu 90 sg¢ge@ni potenciél -1,5 V,
deposice 360 s, kotey potencial; 0,75 V; pulzni amplituda 0,025 V, ulmi ¢as 0,04 s; krok
potencial 5,035 mV, doba kroku potencidl 0,3 s whjestikovaného vzorku 100 pl, objem cely (2
ml) byl doplren acetatovym pufrem 1900 pl. Mineralizace vzorkupsevadla v mikrovinném
systému Multiwave 3000 (Anton-Paar GmbH). Do l&kyiMG5 se umisti 1l vzorku s 350ul
koncentrované kyseliny dusié a 150ul H,O,. Takto gipraveny vzorek se uzéy a umisti do
rotoru 64MG5 se zvolenym programem po dobu 50 mi@@tminut — 50W, 30minut — 100W, 10
minut — OW). Po skareni mineralizace je provedeno stanoveni koncenem@ postupu jako u
vzorku nemineralizovaného.

Elektroforeticka separace

Izolované proteiny byly detekovany pomoci SDS-PAG@Ektroforézy. Elektroforéza byla
provedena na apardu Mini Protean Tetra sgelem o romech83 x7,3
cm (BioRad, USA). Koncentraceiléciho pufru byla 15 % (m/V) a koncentrace zémgaciho gelu
byla 5 % (m/V). Gelybyly fipraveny z 30% (m/V) zasobniho roztoku akrylamidul %
(m/V) bisakrylamidu. Polymerace ggbrobihala fi pokojové teplat po dobu 45 minut @ici gel)
nebo 30 minut (zaosivaci gel). Fed analyzou byly vzorky smichany s nanaSecim pufzeha
inkubovéany pi 93 °C po dobu 3 minut. Pro stanoveni molekulowétnosti byl pouzit standard
JPrecision plus protein standards* (Biorad, USAeKEoforéza probihalaip150 V podobu jedné
hodiny i teplot 23 °C (PowerBasicBiorad, USA) v Tris (2-amino-Ahyxymethyl-propan-1,3-
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diol) - glycinovém sepataim pufru (0,025 M Trizma-base, 0,19 M glycin a 3r8v SDS, pH
= 8,3). Poté byly gely obarveny barvivem Coomadsikantovd mod (Wong, a kol., 2000), a
néasleds stibrem (Krizkova, a kol., 2009) s vynechanim &imého kroku (1,1 % (v/v) - kyselina
octova, 6,4 % (v/v) methanol a 0,37 % (v/v) fornedigdu) a nasledujicich dvou promyvacich

kroka (50 % (v/v) methanol).

VYSLEDKY A DISKUZE

Modelem zdravé tkana kontrolni variantou je bétina linie PNT1A, model tk&nhkarcinomu
prostaty reprezentuji b&&né linie PC-3 a LNCaP. U bgk vSech linii byly stanoveny hladiny
potencialnich markér— obsah zinku v proteinech a metalothioneinu. ®t&d" byl stanoven
metodou diferegni pulzni voltametrie ve dvou typech tiinych lyzati — sonikovaném a dle
(Wisniewski, a kol., 2009). Bylo zji&ho, Ze vhod&$im lyzatem pro stanoveni mnoZstvi®¥n
v prostatickych biikach je pouziti sonikovaného lyzatui Pouziti lyzatu dle (Wisniewski, a kol.,
2009) dochézelo k interferenci lyadch slozek lyzé&niho roztoku pedevSim DTT. Obsah zinku
byl dale stanoven jen u sonikovanych &tnych lyzati. Z vysledki vyplyva, Ze obsah zinku
v rakovinnych prostatickych bikach byl v piméru o 15 % nizSi nez u zdravych prostatickych
burek.

Obr. 1: Srovnani obsahu #hv lyzatech prostatickych nadorovych Bkn(LNCaP) a zdravych prostatickych
burek (PNT1A).
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Déle bylo sledovano mnozstvi narostlych prostatbkpurek pti kultivaci v médiu obsahujici
razné koncentrace zinku. Nadorovych prostatickychékikultivovanych v médiu bezifdavku
zn™ bylo 0 43 % vice neZ u zdravych Isin pii piidavku zd” do kultiveiniho média byl
sledovan snizujici se trend ¢ nadorovych prostatickych b&n P vystaveni nejvysSsi
koncentraci 50 pM ZH byl paset rakovinnych prostatickych bk vy3si jen o 2 % k zdravé
variang. V dal$im kroku se sledovalo mnozstvi'Ziv kultivainim médiu po odebrani narostlych
burgk. Obsah zZ#® mel zvySujici se trend v zavislosti na zvySujici senéentraci zf. Fi
srovnani vysledk obsahu Zf, kultivazniho média zdravych a rakovinnych Blnze ¥ici, ze
zdravé prostatické kiky akumulovaly vice Zt z média nez rakovinné bky v priméru o 24 %.
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Obr. 2 Srovnanidstu a akumulace 2R prostatickych nadorovych bea (LNCaP) a zdravych prostatickych
burek (PNT1A). A) Mnozstvi #h v kultiva'nim médiu po odebrani bély B) paet prostatickych butk po
kultivaci s z§".
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Bunsené lyzaty byly pouZity pro izolaci protdinvazajicich Z#. Tyto proteiny byly izolovany
pomoci magnetizovatelnyatéstic (MPs) se specificky navazanou protilatkoweroévajici ZH.

Z vysledki vyplyva, Ze se nam potil® pomoci MPs izolovat zinek vazajici proteinynaozstvi
protein v lyzatu, eluatu a retentatu se vyrameneni, coz dokumentuje obr. 3.

Obr. 3 Elektroforetické stanoveni Zn-proteim prostatickych bikach A-C) gely barveny Coomasie blue A)

v lyzatu, B) v izolovanych Zn-proteinech pomoci MBsv lyzatu po izolaci pomoci MPs ; D-F) barvestgbrem
D) v lyzatu, E), v izolovanych Zn-proteinech pomMEfs, F) v lyzatu po izolaci pomoci MPs.
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ZAVER

Byla provedena analyza obsahuZnu tech buénych linii, kde linie PC-3 a LNCaP
reprezentovaly karcinom tkéra linie PNT1A zdravé prostatické tkahyla pouzita jako kontrolni
varianta. Byl porovnan obsah ®nv sonikovaném lyzatu a v lyzatu dle (Wisniewskkah, 2009)
metodou difereéni pulsni voltametrie. Dale byly vyizolovany pomaunagnetizovatelnyckiastic
proteiny vazajici ve své strukiizinek a to elektroforetickou separaci — SDS-PAGEaSich
vysledki vyplyva, Ze proteiny vazajici zinek jsou jednimpatencialnich markér detekovatelnych
v prostatickych biikach. Byly porovnany vysledky obsahu ®nv prostatickych zdravych a
nadorovych biikach. Bylo zjistno, Ze s fibyvajici koncentraci ZW piidaného do Zivného média
rakovinnych prostatickych bek klesd mnoZstvi ZH v buikach oproti zdravym hikam. Dale
byla vyvinuta metoda pro rychlou izolaci protiginbsahujici zinek pomoci magnetizovatelnych
gastic. Vysledky experimentalni prace vykazuji sfibaysledky, ale je pteba je&t hodre
experimentalnich studii, aby se tento rakovinnykaamohl vyuZzivat i v &né praxi.

LITERATURA
A.-S. G. (2011): Cancer de la prostate: les margigsgiques. Medecine Nucleaire, 35(373-377.

Andreini C., Banci L., Bertini |., Rosato A. (200&)ounting the zinc-proteins encoded in the
human genome. Journal of Proteome Research, ®@)201.

Auld D. S. (2001): Zinc coordination sphere in lhiemical zinc sites. Biometals, 14(3-4): 271-313.

Barry M. J. (2001): Prostate-specific-antigen tegsfor early diagnosis of prostate cancer. N. Engl.
J. Med., 344(1373-1377.

Beyersmann D., Haase H. (2001): Functions of zirgignaling, proliferation and differentiation of
mammalian cells. Biometals, 14(3-4): 331-341.

Colvin R. A., Holmes W. R., Fontaine C. P., Maret (2010): Cytosolic zinc buffering and
muffling: Their role in intracellular zinc homeosts. Metallomics, 2(5): 306-317.

Costello L. C., Franklin R. B. (2000): The interrmagt metabolism of the prostate: A key to
understanding the pathogenesis and progressiomsigbe malignancy. Oncology, 59(4): 269-282.

Dhanasekaran S. M., Barrette T. R., Ghosh D., $haWarambally S., Kurachi K., Pienta K. J.,
Rubin M. A., Chinnaiyan A. M. (2001): Delineatiofhrognostic biomarkers in prostate cancer.
Nature, 412(6849): 822-826.

Gumulec J., Masarik M., Krizkova S., Adam V., Huddal., Hrabeta J., Eckschlager T., Stiborova
M., Kizek R. (2011): Insight to Physiology and Ratyy of Zinc(ll) lons and Their Actions in
Breast and Prostate Carcinoma. Current Medicineh@stry, 18(33): 5041-5051.

Humphrey P. A. (2012): Histological variants of gtatic carcinoma and their significance.
Histopathology, 60(1): 59-74.

955



MENDELNET 2012
Kambe T., Yamaguchi-lwai Y., Sasaki R., Nagao M0@): Overview of mammalian zinc

transporters. Cellular and Molecular Life Scien@&sg1): 49-68.

Krizkova S., Adam V., Eckschlager T., Kizek R. (80Using of chicken antibodies for
metallothionein detection in human blood serum eadium-treated tumour cell lines after dot-
and electroblotting. Electrophoresis, 30(21): 33285.

Krizkova S., Ryvolova M., Hynek D., Eckschlager Figdek P., Masarik M., Adam V., Kizek R.
(2012): Immunoextraction of zinc proteins from humpdasma using chicken yolk antibodies
immobilized onto paramagnetic particles and thieicteophoretic analysis. Electrophoresis, 33(12):
1824-1832.

Maret W., Li Y. (2009): Coordination Dynamics ofngiin Proteins. Chemical Reviews, 109(10):
4682-4707.

Rosenberg M. T., Froehner M., Albala D., Miner M. (d010): Biology and natural history of
prostate cancer and the role of chemopreventioerrational Journal of Clinical Practice, 64(13):
1746-1753.

Shearer R. J. (1991): Prostatic specific antigeitisB Journal of Urology, 67(1): 1-5.

Stefanidou M., Maravelias C., Dona A., Spiliopouldu(2006): Zinc: a multipurpose trace
element. Archives of Toxicology, 80(1): 1-9.

Wisniewski J. R., Zougman A., Nagaraj N., Mann RDE9): Universal sample preparation method
for proteome analysis. Nature Methods, 6(5): 359-U6

Wong C., Sridhara S., Bardwell J. C. A., Jakob200Q): Heating greatly speeds coomassie blue
staining and destaining. Biotechniques, 28(3): #26-

956



