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Uvod

Karcinom prostaty je druhym nejcastéji se vyskytuji-
cim nadorovym onemocnénim u muzi'~ a jeho incidence
roste se vzrustajicim vékem pacienttl, kdy se toto onemoc-
néni objevuje témef u kazdého muze starS§tho osmdesati
let. K detekci onemocnéni se v praxi pouziva stanoveni
prostatického specifického antigenu (PSA) v séru pacientd.
Diky zavedeni tohoto markeru do praxe stoupa pocet za-
chytu tohoto onemocnéni, mortalita vSak, diky vcasné
diagnostice, vyrazné klesa*™. Pres vysoky vyskyt tohoto
onemocnéni karcinom prostaty neohrozuje azZ v 90 % paci-
enta na zivot&’, protoZe je znamo, 7e pouze maly podil
nadorti se chova agresivné'®'?. Dnes pouzivané stanoveni
PSA v séru nedokaze odhalit, zda pacient trpi agresivni
formou onemocnéni, nebo u né& probiha klinicky néma
forma nemoci'*'*. Ze statistickych studii vyplyva, Ze téméei
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80 % pacientl je 1é¢eno, jako by u nich probihala agresivni
forma nemoci, coz snizuje kvalitu jejich Zivota'. Z tohoto
divodu jsou hledany dalsi markery karcinomu prostaty
jako proteiny metalothionein a caveolin-1, pomoci kterych
by bylo mozné diagnostikovat agresivni formu tohoto one-
mocnéni. Metalothionein (MT) je protein s vysokym obsa-
hem cysteinovych aminokyselin a ma dudlezitou roli pfi
prenosu a detoxikaci t&zkych kov'> . Podili se také na
ochrané bunék pred oxidativnim stresem a ma antiapoptic-
ké pisobeni'® . Jeho zvysena hladina byla také pozorova-
na pfi vzniku nékterych nadorovych onemocnéni'®*'*.
Caveolin-1 je protein lokalizovany v invaginacich buné¢né
membrany, zvanych calveolae®. Je zodpovédny za prenos
cholesterolu a podili se na endocytoze. Jeho zvySena hladi-
n212 ;b%;la pozorovana u agresivnich forem karcinomu prosta-
ty™ "

Cilem nasi prace bylo popsat rozdily mezi ,,zdravou*
prostatickou tkani, nizce malignim primamim nddorem
a agresivni formou onemocnéni se schopnosti metastazo-
vat. Pro naSe experimenty byly vybrdny geny metalo-
thionein, caveolin-1 a PSA. U téchto gent byla stanovena
exprese na RNA Urovni a také na Grovni proteinu u mode-
lovych bunéc¢nych linii.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

V nasich experimentech byly pouzity nasledujici che-
mikalie: médium RPMI 1640, médium HAM'S F12, fetal-
ni bovinni sérum, penicilin/streptomycin, trypsin, EDTA
(PAA, Rakousko), PBS (Invitrogen, Carlsbad), RIPA pufr
(Sigma-Aldrich, USA), Hight pure total RNA isolation kit
(Roche, Svycarsko), Transcriptor first strand cDNA
synthesis kit (Roche, Svycarsko), monoklonalni my3i pro-
tilatka proti MT, polyklonalni krali¢i protilatka proti PSA
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA), ELISA kit
pro stanoveni caveolinu-1 (USCN, Cina).

Bunééné linie

K experimentlim byly pouzity tfi bunééné linie. Jeden
model zdravé prostatické tkané a dvé nadorové tkané pro-
staty. Jako kontrolni linie byla zvolena linie PNT1A, ktera
byla odvozena z prostatické tkané zdravého 35letého mu-
7e. Bunééna linie 22Rv1 je zastupcem primarniho nadoru
prostaty. Byla ziskdna z xenograftu CWR22 opakované
pasazovaného na kastrovanych mySich. Tato linie je cha-
rakteristicka vysokym obsahem PSA na proteinové tirovni
a jeji rust je stimulovatelny androgeny. Linie PC-3, ktera
byla odvozena z metastaz bedernich obratld 62 letého mu-
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ze, je zastupcem agresivni formy onemocnéni. Tato linie
nereaguje na androgeny. VSechny linie byly zakoupeny u
HPA Culture Collections (Salisbury, UK).

Piiprava bunécnych lyzath

PSA, MT a caveolin-1 byly stanovany v bunécnych
lyzatech, které byly ziskany tepelnou denaturaci nebo po-
moci RIPA pufru a mechanickou homogenizaci. RIPA
lyzat byl ziskan po mechanické homogenizaci bun¢k se
75 pl RIPA pufru a nasledném doplnéni pufrem na celko-
vy objem 200 pl. Poté byla mikrozkumavka centrifugova-
na pii 14 000 g a 4 °C po dobu 30 min. Supernatant byl
pouzit pro stanoveni prostatického specifického antigenu a
caveolinu-1. Pfi pfipravé tepelného lyzatu byly buiky
homogenizovany se 75 ul PBS a doplnény na objem 200 pl.
Nasledné byla mikrozkumavka na 15 min vlozena do ter-
momixéru (99 °C) (cit.®**?). Po denaturaci byla mikrozku-
mavka centrifugovana 30 min pfi 4 °C a 14 000 g. Super-
natant byl pouzit pro stanoveni metalothioneinu.

Stanoveni exprese gent

K izolaci RNA z bunéénych linii byl pouzit High pure
total RNA isolation kit (Roche, Svycarsko). Izolovana
RNA byla ptepsana do cDNA pomoci Transcriptor first
strand cDNA synthesis kit (Roche, Svycarsko) dle pokyni
vyrobce. Real time PCR analyza byla nésledn¢ provedena
pomoci specifickych TagMan sond pro vySe zminéné geny
(ABI Prism 7500, Applied Biosystems, USA). Veskeré
analyzy byly provadény v triplikatech.

Stanoveni metalothioneinu

Pro stanoveni metalothioneinu ve vzorku byl pted
vlastni detekci zafazen krok separace proteinu z tepelného
lyzatu pomoci paramagnetickych castic. Paramagnetické
¢astice konjugované s proteinem G (DB-G, 10 pl), umisté-
né v mikrozkumavce, byly dvakrat promyty 100 pl PBS.
Na povrch mikroc¢éstic byla nasledn¢ navézana polyklonal-
ni krali¢i protilatka proti MT 1A/2A (1 pg) a tento kom-
plex byl inkubovdn 60 min pifi pokojové teploté
a 800 ot min™' na tfepadce, aby nedoslo k sedimentaci.
Mikrozkumavka byla poté umisténa na magnet, superna-
tant byl odsat a Castice s navazanou protilatkou byly pro-
myty 100 pl PBS. Po odsati PBS bylo pfidano 10 pl testo-
vaného vzorku a mikrozkumavka byla ponechana pii po-
kojové teploté¢ 60 min. Mikrozkumavka byla poté opét
umisténa na magnet a nanocastice s navazanym proteinem
byly tfikrat promyty 100 pl PBS. K paramagnetickym
Casticim s navazanym proteinem byl pfidan acetatovy pufr
(pH 4,3) a tento komplex byl inkubovan pii 70 °C 15 min
na termomixéru pii 800 ot min .

Poté byl supernatant pienesen do ¢isté mikrozkumav-
ky pro nasledné méteni diferenéni pulzni voltametrii Br-
di¢kovou reakei®. K analyze byl pouzit piistroj 747 VA
Stand ve spojeni se 746 VA Trace Analyzer a 695 Autosa-
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mpler (Metrohm, Svycarsko) ve tfielektrodovém uspotada-
ni. Jako pracovni elektroda byla pouZita visici rtutova
kapkové elektroda (HMDE), plocha kapky je 0,4 mmZ.
Jako referen¢ni elektroda byla pouzita Ag/AgCl/3 M KC1
a pomocnou elektrodou byla platinova elektroda. Stanove-
ni probihalo v zékladnim elektrolytu, ktery byl ménén po
kazdych 5 m&fenich (1 mmol 17 [Co(NH3)s]Cl; a 1 mol 1!
a amonny pufr; NH; (aq) + NH4Cl, pH 9). Pocatecni poten-
cial méfeni byl —0,7 V a kone¢ny potencial —1,75 V. Mo-
dula¢ni ¢as 30 ms, ¢asovy interval 0,8 s. Potencialovy krok
3 mV, modulaéni amplituda 25 mV a teplota zakladniho
elektrolytu 4 °C, kterd byla dosazena termostatem (Julabo
F25, Labortechnik GmbH, Némecko).

Stanoveni prostatického specifického antigenu
(PSA)

Pro stanoveni PSA byla pouzita enzymoimunologicka
metoda s vyuzitim automatického analyzatoru AIA 600 II
(Tosoh Bioscience, Japonsko). Do testovaciho kelimku ST
AIA-PACK PSAII (Tosoh Bioscience, Japonsko), obsahu-
jict lyofilizované reagencie (12 magnetickych mikrokuli-
¢ek s mysi protilatkou anti-PSA, 100 pul konjugované mysi
protilatky anti-PSA s hovézi alkalickou fosfatazou, 0,1%
azid sodny) bylo pipetovano 70 pl lyzitu. Nésledn€ byl
vzorek inkubovan pii 37 °C po dobu 10 min. Nenavazané
protilatky byly odstranény promytim roztokem NaCl. N4-
sledn¢ byl ptidan fluorogenni substrat (4-methyl-
umbelliferyl fosfat) a pomoci fluorescen¢ni intenzity zmeé-
fena aktivita enzymu.

Stanoveni caveolinu-1

K detekci caveolinu-1 bylo pouzito ELISA kitu
(USCN Life Science Inc.). Standard caveolinu-1 (60 ng ml™")
dodany vyrobcem byl fedén v danych intervalech a postup
byl kalibrovan. Do mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano
100 pl vzorku a desticka byla inkubovéna 2 h pii 37 °C.
Po inkubaci bylo pfiddno 100 pl polyklonalni protilatky
proti caveolinu-1, kterd byla konjugovana s avidinem
(reagencie A), a desticka byla 60 min inkubovéna pii 37 °C.
Poté byl roztok odsat a jamky byly trikrat promyty 350 pl
promyvacim roztokem pro ELISA analyzy (fosfatovy pufr,
pH 7.4). Nasledné byl ptidan konjugat peroxidasa + biotin
(reagencie B) a desticka byla inkubovana 30 min pti 37 °C.
Jamky byly poté pétkrat promyty 350 pul promyvaciho
roztoku, nasledné bylo pfidano 90 pl substratu a desticka
byla inkubovana 15-25 min pii 37 °C ve tmé&. Nakonec
bylo pfidano 50 pl stop reagencie (1,5 M kyselina sirové)
a vysledek vyjadieny zménou barvy substratu byl detego-
van fotometricky pfi 495 nm.

Vyhodnoceni vysledkl
Vysledky byly statisticky vyhodnoceny v softwaru

Statistica 9 (StatSoft, USA). K porovnani hladiny mezi
kontrolni a nadorovou skupinou byl pouzit Studentiv
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t-test. Hladina vyznamnosti P = 0,05 byla zvolena jako
signifikantni.

Vysledky a diskuse
Stanoveni exprese gent

U linii PNT1A, 22Rv1 a PC-3 byla stanovena hladina
potencidlnich markerti karcinomu prostaty, PSA, Cav-1
a MT, na urovni ribonukleové kyseliny (mRNA, obr. 1A,
2A a 3A) a proteinu (obr. 1B, 2B a 3B). Hladina mRNA
byla vyjadfena jako relativni nasobek oproti expresi ve
zdravé tkani. Modelem zdravé tkané je bunécna linie
PNTI1A. Hladina exprese genu PSA byla vice nez dvojna-
sobné zvysena u obou nadorovych linii 22Rv1 a PC-3 (P <
0,05, obr. 1A). Nadorové linie tak mohou byt pouzity jako
vhodny model nadorové tkané. Hladina caveolinu-1 byla
u primarniho tumoru (22Rvl) signifikantné nizsi (P <
0,001) proti kontrole, u linie PC-3, odvozené z metastazy,
byla hladina naopak trojnasobné zvysena (P < 0,001,
obr. 2A). Stejny trend, signifikantni na hladin€ P < 0,04,
byl pozorovan také u metalothioneinu tiidy 2A (MT2A).
U metalothioneinu tfidy 1A (MT1A) byla hladina mRNA
tohoto genu snizena (obr. 3A).

Stanoveni proteini

Nejprve byl v lyzatech bunéénych linii stanoven PSA
pomoci enzymoimunologické metody s limitem detekce
1 nM. Na proteinové trovni byl PSA signifikantné zvySen
pouze u nadorové linie 22Rv1 (36,2 £ 0,1 ng ml™" proti
0,053 + 0,008 ng ml™ u PNT1A), coZ potvrzuje vyznam

A
350%

300%

250%

200%

_‘
w
o
=

100%

relativni nasobek exprese (2724¢)

50%

0%

22Rv1 PC-3

Bunécénalinie

PNT1A

Laboratorni pfistroje a postupy

tohoto proteinu jako markeru onemocnéni. U linie PC-3
bylo zjisténo nesignifikantni zvySeni hladiny PSA na hod-
notu 0,069 + 0,005 ng ml™" (obr. 1B).

Pro stanoveni caveolinu-1 byl stanoven limit detekce
0,2 ng ml"'. Hladina caveolinu-1 na proteinové arovni byla
u obou nadorovych linii snizena, pfi¢emZ u linie odvozené
z primarniho tumoru (22Rv1) bylo toto sniZzeni vyznam-
néjsi (SO0nasobné, P < 0,001), nez u linie PC-3 (hrani¢né
signifikantni snizeni na P = 0,05). Trend tohoto zjisténi
(vyrazné snizeni u 22Rvl a hrani¢né signifikantni zména
u PC-3, obr. 2B) je ve shod¢ s trendem pozorovanym na
trovni mRNA. Vysledky hladiny caveolinu-1 u pacientl
potvrdily signifikantni rozdily v jeho hlading pfi srovnani
s kontrolami. Navic byly pozorovany signifikantné pozi-
tivni asociace s histologickym stupném onemocné&ni®’.

Stanoveni MT pomoci tzv. Brdi¢kovy reakce bylo
provedeno nasledné po separaci paramagnetickymi casti-
jsme prokazali, Ze metalothionein je diky své neobvyklé
struktufe s vysokym obsahem cysteinu a nizké molekulové
hmotnosti 610 kDa obtizné detegovatelny v matrici kom-
plexniho vzorku®'*®. Prediazeni separaéniho mezikroku
tak vyznamné zlepSuje presnost nasledné detekce.

Protilatka k metalothioneinu se vaze s vysokou afini-
tou ke G proteinu a MT muize byt nasledné selektivné izo-
lovan. Citlivost imunoseparace paramagnetickymi castice-
mi je siln€ z4visld na reakénich podminkach, a proto bylo
uskuteénéno nékolik experimentl s cilem tyto podminky
optimalizovat. Byly testovany krali¢i a mySi polyklonalni
protilatky. Koncentrace metalothioneinu ze standardizova-
ného vzorku detegovand pomoci polyklondlni protilatky
byla vyssi (vytéznost 95 %), nez koncentrace ziskana jiny-
mi protilatkami (vytéznost 85 %), a proto byla dale
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Obr. 1. Analyza prostatického specifického antigenu (PSA) u prostatickych bunéénych linii. (A) Relativni hladina PSA na mRNA
urovni v nadorovych bun&énych liniich 22Rv1 a PC-3 vztazeno k nenadorové bunééné linii PNT1A a (B) koncentrace PSA na proteinové
arovni v bunéénych lyzatech. * vyznamné na P < 0,05, ** vyznamné na P < 0,001
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Obr. 2. Analyza caveolinu-1 (Cav-1) u prostatickych bunéénych linii. (A) Relativni hladina Cav-1 na mRNA urovni v nadorovych
bunéénych liniich 22Rv1 a PC-3 vztazeno k nenadorové bunééné linii PNT1A a (B) koncentrace Cav-1 na proteinové urovni v bunéénych

lyzatech. * vyznamné na P < 0,05, ** vyznamné na P < 0,001
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Obr. 3. Analyza metalothioneinu (MT) u prostatickych bunéénych linii. (A) Relativni hladina MT na mRNA trovni v nadorovych
bunéénych liniich 22Rv1 a PC-3 vztaZeno k nenadorové bunééné linii PNT1A, ll MT1A, [J MT2A a (B) koncentrace MT na proteinové
urovni v bunéénych lyzatech. * vyznamné na P < 0,05, ** vyznamné na P < 0,001m

v experimentech pouzivana polyklonalni protilatka. Dale
byl testovan vliv teploty potiebné k uvolnéni komplexu
Castice—protein. V rozsahu teplot 4-99 °C byla pozorovana
signifikantn€ vy$§i koncentrace ziskaného proteinu pfi
teploté 70 °C. Pti optimalizaci pH acetatového pufru bylo
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jako nejvhodnéjsi zvoleno pH 4,3. Pfed detekci MT ve
vzorku byla sestavena ze standardniho 1 mM vzorku meta-
lothioneinu kalibra¢ni kiivka z koncentraci 0 uM; 1,56 uM;
3,125 uM; 6,25 uM; 12,5 uM; 25 uM; 50 uM. Jako limit
detekce byla urc¢ena koncentrace 100 pM (R.S.D. = 2,8 %).
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Detailni analyticky postup byl popsdn v nasi pfedchozi
praci®’.

Hladina metalothioneinu na proteinové Urovni byla
zvysena u linie PC-3 (48,53 pg g celkového proteinu
oproti 40,28 g g’1 u kontroly, P < 0,05), u linie 22Rvl
bylo popsano statisticky vyznamné (P = 0,04) snizeni na
hladinu 31,96 pg g ' (obr. 3B). Tato zjisténi jsou ve shodé
s hladinou mRNA a koreluji také s pfedchozimi vysled-
ky*'. Jiz dfive jsme publikovali zjisténi, Ze izoforma meta-
lothioneinu 2A je pro prostatickou tkan vyrazné dominant-
ni, proteinova hladina MT opisuje stejny trend pravé jako
tato izoforma®'~*,

Zavér

Soucasna diagnosticka omezeni zhoubnych nadort
prostaty poukazuji na nutnost vyvoje novych postuptl
k ¢asnému odhaleni agresivnich forem tohoto onemocnéni.
Tato prace popisuje komplexni pfistup k detekci potencial-
nich nadorovych markerti s vyuzitim rozdilnych metod
a s jejich optimalizaci. Nad&jnymi geny jsou metalothione-
in a caveolin-1. Metalothionein diky jeho unikatni struktu-
fe byl detegovan za uZiti separace pomoci paramagnetic-
kych castic a nasledné elektrochemické detekce. Metalo-
thionein i caveolin-1 vykazuji stejné trendy na Grovni mRNA
a proteinu — snizeni hladiny u primarniho nadoru a vyrazné
zvySeni u metastatické linie PC-3. Oba geny jsou tedy
signifikantné zvySeny az u agresivni formy onemocnéni.
Praktickou pouZitelnost je nutné ovéfit studiemi na reél-
nych bioptickych vzorcich.

Podékovani patii Grantové agentuie Ceské republiky
za financni podporu projektu NanoBioTECell GA CR
P102/11/1068 a CEITEC CZ.1.05/1.1.00/02.0068.
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M. Sztalmachova™®, J. Gumulec®, N. Cernei®*,
M. Hlavna®, O. Zitka"‘, P. Babula’, V. Adam", R. Ki-
zek™, and M. Masaiik™ (“ Department of Pathological
Physiology, Faculty of Medicine, Masaryk University,
Brno, ” Department of Chemistry and Biochemistry, Men-
del University in Brno, ©Central European Institute of
Technology, Brno University of Technology, Brno,
! Department of Natural Drugs, Faculty of Pharmacy,
University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences
Brno, Brno): Prostate Specific Antigen, Metallothionein
and Caveolin-1 as Markers of Formation and Develop-
ment of Prostate Carcinom

The current diagnostic limitations of prostate cancer
have shown that the development of new approaches to
early detection of aggressive forms of of the cancer is very
important. A comprehensive approach to detection of po-
tential tumour markers using different methods and their
optimization is described. We focused on caveolin-1 and
metallothionein and the obtained results were compared
with prostate specific antigen as a golden standard of pros-
tate cancer markers. All the mentioned markers were de-
tected on both the mRNA and protein levels in three types
of prostate cell lines. Metallothionein and caveolin-1 rank
among the promising markers in prostate cancer diagnosis,
especially for distinguishing aggressive silent forms of the
disease.



