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ABSTRACT

Prostate cancer is a huge problem in modern waonainly in the developed countries. It is
important to diagnose this disease as soon ashp@skie to its high mortality. Prostate tissue &as
unique ability to accumulate zinc ions. However canprostate tissue loses this ability. It is
therefore possible to help the diagnosis of thestate cancer via the isolation of zinc proteins
contained in prostatic tissue. This isolation canchrried out using magnetic particles modified
with anti-Zr'-antibodies.

Our objective was to create a procedure for ismatf zinc proteins from prostatic cells using
magnetic particles and automated pipetting staiZell lines PNT1A and LNCaP were used for
experiments. Cell line PNT1A represents healthystate tissue, line LNCaP represent cancer
tissue. There was decreasing level (10%) df iBns observed in the cancer prostatic cell lires f
the 25 and 5@M concentrations of zinc.
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uvoD

Magnetizovatelnécastice (MPs) jsou struktury o rozmech f&dow nanometi az rekolika
mikrometr, které maji paramagnetické nebo superparamaggetidéstnosti. To umdibije
gasticim zménu chovani v zavislosti na aplikaci&siho magnetického pole (Hsing, a kol., 2007).
Je tak mozné je snadno shlukovat nebo rozptylowatiakém roztoku.Céastice jsou §tSinou
vyrobeny z kompozitnich mateniél sloZzenych zferomagnetické nebo ferimagnetické a
diamagnetické slozky. Feromagnetick& nebo feriméckdeslozka je nutna pro interakci sgjgim
magnetickym polem a diamagneticka slozka 7aj& specifickou interakci s analytem (Safarik a
Safarikova, 2009).

Povrcheastic je také mozné modifikovat Sirokou Skalou #jgch latek a mohou tak slouzit jako
vhodny nastroj pro specifickou izoladiznych latek (Hsing, a kol., 2007), pro cileny traors
geni (Scherer, a kol., 2002) nebailé opravu tkani, detoxikaci biologickych tekutiGpta a
Gupta, 2005) nebo zobrazovani pomoci nuklearni etagg@ rezonance (Yezhelyev, a kol., 2006).
Neprovadi se jen modifikag@stic pro jejich specifickou afinitu, ale také mtabilizacicasticin
vivo ain vitro (Gupta a Gupta, 2005). Pro separaci latek {gmice velmi vhodné, a to vzhledem
ke svym unikatnim magnetickym vlastnostem, nizk#scgyntézy, snadnému postupu izolace,
eliminaci nespecifické adsorpce biomolekul, zkrac&su izolace a moznosti miniaturizace a
automatizace (Hsing, a kol., 2007, Huska, a k6l1,12.

Pomoci magnetizovatelnyalastic je mozné izolovat nukleové kyseliny (Broutiankol., 2011),
proteiny a peptidy (Safarik a Safarikova, 2004) meielé biiky (Dincman, a kol., 2012). Pro
izolaci proteirti je mozné provést imunomagnetickou separaci, kdy jsrotilatky proti g&mto
proteinim navazany na povrcéastic (Tu, a kol., 2011). Tuto vazbu je mozné psbugkolika
zpasoby. Jeden z nich je modifikovat povréastic tosylaci, kdy se protilatky na povreéstic
vazou na zaklad kovalentni vazby, pokud obsahuji thiolovou nebdnaskupinu (Krizkova, a
kol., 2012, Rastogi, a kol., 2009). Dalsi moznfsthodifikace povrchdéstic streptavidinem, kdy

je ale nutna biotinylace protilatek (Tu, a kol.12.

MATERIAL A METODIKA
Pokud neni uvedeno jinak, vSechny chemikalie bylyzeny od firmy Sigma-Aldrich (USA).

Modifikace magnetizovatelnychstic

Slepki protilatky byly gipraveny na zakazku firmou HENA, s. r. €ebka republika) tak, Ze &v
slepice byly imunizovany Zn-KLH komplexem a IgY ke, ktera je k tomuto komplexu reaktivni
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byla ziskana z vaj@ého ZzZloutku. Protilatky byly stabilizovany v 0,1%zidu sodném ve
fosfatovém pufru (PBS),figemz koncentrace proteinu byla 39,6 mg/ml v imunleglimové frakci.

Pro kovalentni imobilizaci protilatek byly pouzityuperparamagnetické polystyreno¥éstice
Dynabeads® MyOne™ Tosylactivated od firmy InvitroggNorsko), jejichz povrch je
modifikovan polyurethanovou vrstvou. S pouZitinirfilAmicon Ultra 0,5 s membranou 50 K od
firmy Millipore (USA) byl odstragn azid sodny a protilatky byly pomoci HCI okyselemy pH
2,5. Po 15 minutach pak byl k protilatkaidan fosfatovy pufr (PBS). Imobilizai protokol byl
podle (Krizkova, a kol., 2012), pro imobilizaci bplouzit 1 mg protilatek na 25 mgastic.
Imobilizace probihala v celkovém objemu 625 pl ¥ ®) boratovém pufru (pH 9,5) a 0,1 M
(NH4):SO; 24 hodin za mirné rotace (30 rpm; 90°) pomoci M&SB-60 od firmy Biosan
(LotySsko). Poté byl 0,5% hezim sérovym albuminem (BSA) v PBS s 0,05% Tweeri@Rovan
volny povrch¢astic po dobu 10 hodin. Néasledhyly ¢astice fikrat promyty v 1 ml 0,1% BSA
v PBS s 0,05% Tween-20 a resuspendovany v 625piysaciho pufru s 0,02 % azidem sodnym.

Kultivace a lyza prostatickych bek

Bun&ené linie LNCaP a PNT1A byly zakoupeny od firmy HPelka Britanie). Linie LNCaP jsou
prostatické nadorové kiky odvozené z metastazy v levé supraklavikulariihga linie PNT1A je
srovnavacim fipadem zdravé prostatické tkarLinie LNCaP byla kultivovana v inkubéatordip
37 °C (5% CQ) v HAM F12 médiu s fidavkem 7% fetalniho bovinniho séra (FBS), linieTRN

v médiu RPMI-1640 sifidavkem 10% FBS za stejnych podminek jakedphozi linie. Do médii
byla vzdy gidana antibiotika penicilin (o koncentraci 100 Uyral streptomycin (o koncentraci
0,1 mg/ml). Bugcné linie byly nasledn obohaceny zinkem () jehoZ koncentrace byly na
zakladk vysledkis MTT testu zvoleny jako 0, 25 a 50 pM.

Buiky byly vzdy dvakrat promyty 5 ml PBS (zchlazen ®M&C). Poté byly zality PBS, seny
klickou, suspenze bylatgnesena do centrifuga zkumavky a centrifugovana 7 minufip
27000 ot./min a 4 °C. Po odséati supernatantu bwy§kyp resuspendovany v PBS a s&ftany
pomoci Birkerovy korirky. Nasledovala znovu centrifugace, odséati supenta a
resuspendovani vl ml PBS. Suspenze bytapipetovana do mikrozkumavky a znovu
centrifugovana. Lyza se provdd tepelnou denaturaci, sonikaci a podle Wisnieski
(Wisniewski, a kol., 2009). Vifpad: tepelné denaturace bylo kitkdm pgidano 75 pl PBS a
lyzovaly se 3 minuty f 20 °C. Poté bylo fidano 125 pl PBS a lyza probihala néspoji
Thermomixer comfort od firmy Eppendorf §Mecko) 15 minut $ 99 °C. Néasleduje centrifugace
30 minut @i 14 000 ot./min a 4 °C a lyzat byl odsatdsté mikrozkumavky.

Imunoextrakce zinkovych protéin

Pro izolaci zH" proteimi byly pouZity magnetizovateln@&astice Dynabeads® MyOne™
Tosylactivated od firmy Invitrogen (Norsko) s nagdau slepii protilatkou podle vySe uvedeného
postupu. V této praci byl vyvinut postup této imertakce. Pro jeho zautomatizovani byla pouzita
automatickd pipetovaci stanice epMotion 5075 odnyfirEppendorf (Nmecko), kde byly
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experimenty vykonany v deskdch Deepwell plate 96/1200 pl Protein LoBind,gefi povrch je
upraven pro snizeni navazani proteia r&j. Magneticky stojanek byl gézen od firmy Promega.

Elektrochemické afeni zinku

Stanoveni mnozstvi volnych zifreatych ioné ve vzorku bylo provedeno metodou difefen
pulzni voltametrie na analyzatoru Autosampler 8b8n@act (Metrohm, Svycarsko) propojeném s
VA Stand 797 (Metrohm, Svycarsko). Préteni bylo pouZito standardrii¢lektrodové zapojenti,
kdy pracovni elektrodou byla visici tova kapkova elektroda (HMDE), refeten
argentchloridovd a pomocna byla platinova elektrd®iErametry m¥eni: p@éateini potencial -1,5
V; koneiny potencial 0,75 V; krok 5,035 mV; doba kroku ®;3depozice 360 s; probublavani
argonem 90 s; pulzni amplituda 0,025 V; impulzs 0,04 s; objem vgtovaného vzorku 100 pl,
cela o celkovém objemu 2 ml byla dofghia 1900 pl acetatového pufru.

Pro stanoveni mnozstvi vazanych zmetych ionét bylo poteba vzorek nejdve zmineralizovat
pomoci mikrovinného systému Multivave 3000 od firfgton-Paar GmbH (Rakousko). 15 pl
vzorku, 350 pl koncentrované kyseliny dud a 150 pl kD, bylo napipetovano do lahsky
MGS5. Vzorek byl uzaken a umisin do rotoru 64MG5 po dobu 50 minut s nasledujicim
programem: 10 minut 50 W, 30 minut 100 W a 10 miwW. Vazané zinmaté ionty byly poté
stanoveny stejnou metodou jako volné.

Elektroforetick& separace zinkovych protein

Kromé¢ elektrochemické detekce, byly izolované proteirgtellovany také pomoci SDS-PAGE
elektroforézy. Ta byla provedena nidsfroji Mini Protean Tetra od firmy Biorad (USA)gel mel
rozmery 8,3 x 7,3 cm. Blici pufr byl 15%, zaosbvaci gel byl 5%. Gely byly vyrobeny z 30%
akrylamidu a 1% bisakrylamidu. Polymeracetgetobihala 45 minutip20 °C v gipads d&liciho
gelu a 30 minut i 20 °C u zaosbvaciho gelu. Vzorky byly vzdy smichany s nanaSegirfinem

v pontru 2:1 a inkubovany 3 minutytip93 °C. Pro stanoveni molekulové hmotnosti byl Zibu
standard Precision plus protein standards od fiByad (USA). Samotna elektroforéza probihala
za nasledujicich podminek: 1 hodina, 150 V, 23 4Q¥fstroji PowerBasic od firmy Biorad (USA)
v Tris (2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol) iyginovém sepataim pufru (0,025M Trizma
base; 0,19M glycin; 3,5 mM SDS pH 8,3). Barvemiphalo barvivem coomassie blue #tsem.

VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této prace bylo navrhnout metodu izolace @iykh proteifi z realnych vzork
prostatickych bugk. Nejdive je do kazdé jamky nebo mikrozkumavky napipetava0 pl
magnetizovatelnychtastic s navazanou slépiprotilatkou proti zinkovym proteitm. Poté je
potrebacéastice promyt pro odstrani kontaminant, je k nim tedy fidano 300 pl PBS pH 7,5,
gastice jsou v&m resuspendovany, dedta nebo mikrozkumavka je umish na magneticky
stojanek a promyvaci roztok je ods#tanToto promyticastic se poté je¥2x opakuje. Nasledrse
pfida 150 pl bua¢ného lyzatu a imobilizace probiha 30 miniit 20 °C, ficemz jsoucastice se
vzorkem vzdy po 15 minutach promichany pipetou.tidks nebo zkumavka se potésopiemisti
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na magneticky stojanekjgbyte&ny roztok je odstram acastice s navazanymi zinkovymi proteiny

jsou promyty 500 ul PBS pH 7,5. Eluce protejoté probihd 35 minut do 30 pl 0,1 M citratu
pH 2,5 a vzdy po 5 minutach je vzorek promichaché®a postupu je mozné ¥tchaObr. 1

Obrazek 1 Schéma izolace zinkovych prétpomoci magnetizovatelnyéastic.
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Pro elektrochemicka &eni byla vytvéena linearni kalibkmi zavislost nagiené vysky piku na
koncentraci Zh ve vzorku Qbr. 2A). Podle rovnice regrese zjié z této kalibreni kiivky byly
nasledi vypaiteny koncentrace 2rv redlnych vzorcich podle vysky naraného piku.

Z nangtenych vysledi (Obr. 2B je patrné, Ze je rozdil mezi mnozstvim izolovdnyinkovych
proteiri mezi jednotlivymi liniemi. Zatimcoipkoncentraci Zh0 uM byl obsah zinku v nadorové
linii LNCaP o 20 % vy3&i, neZ u kontrolni linie PN, u koncentraci 25 a 50 pM byl obsah'Zn
v kontrolni linii 0 10 % vySSi ve srovnani s nadayo linii LNCaP.
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Obréazek 2 A) Kalibreni kiivka zinku; B) Obsah Znv lyzatu u nadorové a kontrolni linie
karcinomu prostaty.

A 2300
y=1,0155x+ 1,7791
2000 - R - 0,999 //’
<L 7
-
< 1500 -
= -~
= 7
(=1 //
:g 1000 - ’,’/
< &
&
500 - /Q"
O l T T T

4] 5 1000 1500 7000 7500
Kencentrace (uM)

B 04
HM NCaP EmPNTIA
0.35 1

=
[*%]

0.25 4

Vyska piku {nA)
o)
& 2
VN

0,1 -

0 25 50
Koncentrace zinku (M)

1179



MENDELNET 2012

ZAVER

Magnetizovatelnéastice mohou slouzit jako nastroj pro izolaci veldy specifickych latek diky
svym unikatnim vlastnostem a moznostem modifikaefictj povrchu, automatizace a
miniaturizace. Jako moznost aplikace pro Sirokotejmest se jevi vyuzitisthto ¢astic @i studiu
exprese zinkovych proteinv bursénych liniich karcinomu prostaty. Prostaticka itkéna totiz
zvySenou schopnost akumulace Zimgtych ioné, ale v fiipads rakovinného onemoeni tuto
schopnost ztraci.

Céstice je mozné modifikovat protilatkami proti zinkzolovat tak zinkové proteiny z prostatické
tkédrg a porovnanim se zdravymi prostatickyminkami studovat rozdily v expresi zinkovych
proteini mezi zdravou a nadorovou tkani.

V praci byla vyvinuta rychld metoda pro izolaci kawych proteii z prostatickych butk
vyuzivajici magnetizovateln&stice, na které jsou navazany protilatky protkainTato metoda
byla implementovana na automatickou pipetovaci igtaepMotion 5075 pro eliminaci chyb
vzniklych lidskym faktorem.
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