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1 UVOD

Adenokarcinom prostaty je jednim z nejvice studovanych onkologickych onemocnéni
zdavodu vysokého vyskytu u muzi. Je fazen mezi nejcastéjsi pfi¢iny umrti

na nadorové onemocnéni (Mares, 2003; Morgan a McCance, 2010).

Poodhaleni transportnich a metabolickych systému zine¢natych ionti je dilezité pro
pochopeni patogeneze a progrese karcinomu prostaty. Pravé zinecnaté ionty hraji
ziejm¢ v tomto onemocnéni vyznamnou roli, nebot’ jejich koncentrace je zasadné
odliSna ve zdravé prostatické tkani ve srovnani s karcinomem (Desouki et al., 2007;

Costello a Franklin, 2011).

Zinek je dulezity stopovy prvek. Zine¢naté ionty hraji klicovou tlohu v bunéénych
procesech, jako je oxidacni stres, programovana bunécna smrt, proliferace a bunécna
diferenciace. Podili se také na regulaci syntézy DNA a je zapojen do regulace
bunééného cyklu. Intracelularni koncentrace zinku je piisné regulovana. NaruSeni
homeostasy zinku miize mit vazné patologické nasledky (Kambe et al., 2004; Murakami

a Hirano, 2008; Costello et al., 2011a).

Dilezitou funkci pro udrzeni homeostasy zineCnatych iontdi maji zinkové
transportéry (rodina transmembranovych pfenaSect Zip a ZnT), metalothionein a metal
regulacni transkripéni faktor. Fyziologicka koncentrace zinku v prostatické tkani ma
vliv mj. na produkci citratu, energeticky metabolismus ¢i na apoptosu (Franklin et al.,

2005b; Costello a Franklin, 2011).

Ptedchozi studie byly viceméné zaméteny na vliv zine¢natych iontl pii kratkodobém
pusobeni na nadorové prostatické bunécné kultury. K analyze dlouhodobého vlivu
vysoké koncentrace zinecnatych iontl v nadorové transformovanych buikach byla
vytvofena zinek rezistentni bunécnd linie. Tato linie byla odvozena a vyselektovana

4

z wild type (wt) PC3 prostatické bunééné linie (agresivni karcinom).

Tato prace je zaméfena na podrobngj§i analyzu zinek rezistentni PC3 linie
ve srovnani s bunécnou linii wt PC3 pomoci standardnich metod biochemie
amolekuldrni biologie. Zaméfila jsem se na expresni analyzu vybranych gent
souvisejicich s metabolismem a transportem zine¢natych iontd, na imunocytochemickou

detekci vybranych proteini v bunécnych kulturach. Rezistence byla ovéfena MTT



testem, byla detekovana hodnota ICsy pro cytostatikum cisplatinu a pro zinek.
Schopnost migrace bun€k byla detekovdna in vitro scratch testem. Fluorescencni
detekci byly stanoveny volné thiolové skupiny zodpovédné za vazbu kovi a zine¢naté

ionty.

Piinosem této prace je poodhaleni metabolickych zmén v akumulaci zinku
souvisejici s karcinomem prostaty v kontextu dlouhodobého ptisobeni zine¢natych iontl

na prostatickou nddorovou bunécnou linii.



2 OBECNY UVOD DO PROBLEMATIKY

2.1 Anatomie, fyziologie a histologie prostatické Zlazy
Prostata, parové semenné vacky a gl. bulbourethralis patii mezi ptidatné pohlavni zlazy
muze. Prostata je svalové zldznaty orgéan, definitivni velikosti dosahuje v puberté. Je

ulozena pod mocovym méchyfem. Stiedem Zlazy prochazi prostaticka ¢ast mocové

trubice (Cihak, 2002; Horky a Cech, 2003).

Anatomicky na prostaté rozliSujeme bazi, hrot a dvé plochy (viz obrazek 1).
V urologické praxi se pouzivd McNealovo schéma zonalni anatomie prostaty (viz
priloha 1), které rozd¢€luje prostatickou zlazu na nékolik zon. Toto rozdéleni je dilezité
v souvislosti s vyskytem patologii prostaty (vyskyt benigni hyperplasie prostaty
a karcinomu prostaty) a v souvislosti s odliSnymi molekularnimi mechanismy

v bunikach rGznych zon (viz dale, kap. 3.1.1).

Zlazovy epitel prostaty vytvaii sekret, ktery tvofi 15-30 % tekutiny ejakulatu.
Prostaticky sekret je bezbarvy, tekuty, o pH 6,4. Obsahuje kyselinu citronovou, zinek,
prostaglandiny, polyamidy, protilatky, kyselou fosfatasu a proteasy (Petrovicky, 2002).

Povrch prostatické zldzy je kryt vazivovym pouzdrem. Vazivovd piepazka
prochazejici sttedem rozdé€luje zlazu na dva laloky. Prostata je tvofena prostatickymi

7lazkami a vazivové-svalovym stromatem (Petrovicky, 2002; Horky a Cech, 2003).

% chamovody  i—{fy

semenné vacky

baze prostaty

apex prostaty

prostaticka ¢ast uretry

Obrazek 1: Anatomie pfidatnych pohlavnich zlaz muZze. Dle http:/training.seer.cancer.gov/
prostate/anatomy/, 11.3.2014).


http://training.seer.cancer.gov/%20prostate/anatomy/
http://training.seer.cancer.gov/%20prostate/anatomy/

Sténa zlazek je tvofena jednovrstevnym kubickym az dvouradym cylindrickym
epitelem (viz pfiloha 2). Tyto bunky jsou hormonélné citlivé na testosteron (Martinek
a Vacek, 2009). Vazivoveé svalové stroma se skladd ze svazkl kolagennich vlaken

a snopeckt hladkych svalovych bungk (Horky a Cech, 2003).

Vyvoj, diferenciace a rust prostaty je hormonalné¢ regulovan androgeny. Testosteron
je konvertovan ve stromatu prostaty enzymem 5-a-reduktasou na dihydrotestosteron.
Ten ma vliv na Zlazové buiiky i stroma a udrZzuje prostatu funkéni (Cihak, 2002; Horky

a Cech, 2003).

2.2 Patologie prostaty
V této kapitole jsou uvedeny informace o onemocnénich prostatické zlazy. Jedna se

0 zanéty prostaty, benigni hyperplasii prostaty (BHP) a karcinom prostaty (CaP).

2.2.1 Zanéty prostaty (prostatitis)

Obtize spojené s prostatitidou se vyskytuji ptiblizn¢ u 10 % muzl. Zanéty prostaty
mohou byt plvodu bakteridlniho (akutni nebo chronické) nebo mohou mit jiné,
nebakterialni pficiny.

tabulka 1.

Informace o zanétlivych onemocnénich prostaty shrnuje

2.2.2 Benigni hyperplasie prostaty

Benigni hyperplasie prostaty (BHP) patifi k nejcastéjSim onemocnénim prostaty.
Vyznamnou mérou ke vzniku BHP pfispivaji hormony (androgeny a estrogeny). Jejich
role vSak zlstava neobjasnéna. Hyperplasie je charakterizovana zvétSenim organu, které
je zptisobeno zmnozenim jednotlivych bunék (viz ptiloha 2).

Tabulka 1: Zanéty prostatické zlazy. Zpracovano dle (Macdk a Macakova, 2004; Morgan
a McCance, 2010).

typ zanétu klinické ptiznaky ptvodce 1écba
onemocnéni
akutni bakterialni | akutni nastup problému, E .coli, dlouhodoba
zanét bolest v oblasti hraze, Klebsiella, terapie ATB
malé panve, spodiny Enterobacter, (fluorochinolony)
mocového méchyte, Pseudomonas,
bederni casti zad, vysoka Neisseria
teplota (az 40°C) gonorrhoeae
chronicky dlouhotrvajici vyse G~ bakterie ATB chinolony
bakteridlni zanét uvedené symptomy
nebakterialni shodné symptomy negativni analgetika,
zanét mikrobiologicky zavodnéni
nalez



http://slovnik-cizich-slov.abz.cz/web.php/slovo/organ

Incidence BHP se zvySuje s vékem (Macak a Macakova, 2004; Morgan a McCance,
2010). BHP byva nejcastéji lokalizovdna v centrdlni zoné prostaty (viz. McNealovo
schéma zondlni anatomie prostaty, ptiloha 1). Z tohoto diivodu dochazi ¢asto k ttlaku
mocovodu a ndslednym problémim s mikci. Komplikacemi pii progresi mize byt
hematurie, infekce mocového meéchyie nebo ledvin, hydronefrosis, ledvinova

nedostatecnost aj.

Diagnostika benigni hyperplasie je zaloZena na vysSetfeni konecnikem (DRE, digital
rectal examination). Screeningové vySetieni je doporucovano 1x ro¢né u muzi starSich
40 let. Dalsi pouzivanou vySetfovaci metodou je sonografické vySetfreni TRUS
(transrectal ultrasonography). K odliSeni BHP a karcinomu prostaty se detekuje PSA

denzita (denzita prostatického specifického antigenu).

K 1écbeé BHP se vyuzivaji latky, které uvolnuji hladkou svalovinu prostaty (al-
adrenergni blokatory). Také se pouZivaji selektivni blokatory androgenli (finasterid),
které zplisobuji zmenSeni prostatické zlazy (http://www.sukl.cz/modules /medication/
detail.php?code=0118762&tab=texts, 12.3.2014). Invazivni metodou je transuretralni
resekce. Standardnim piistupem k 1écbé BHP je vSak sniZzeni hladiny androgeni, ktera

vede k involuci prostaty (Macak a Macakova, 2004; Morgan a McCance, 2010).
2.2.3 Karcinom prostaty

2.2.3.1 Epidemiologie, patogeneze a etiologie

Karcinom prostaty (CaP) je jedno z nejcastéjSich zhoubnych nadorovych onemocnéni
umuzi v CR. V celosvétovém méiitku je incidence velmi variabilni. Se zvySujicim se
veékem incidence stoupd. Vice nez 75 % z celku je diagnostikovano u muzi starSich 65
let. CaP je po rakoviné plic druhd nejcastéjsi pfi¢ina smrti na nddorova onemocnéni
u muzd starsich padesati let. V Ceské republice bylo v roce 2010 hlaeno 6771 novych
pfipadl vyskytu nadorh prostaty (incidence 131 na 100 tis. muzi) a 1467 iimrti na tento
typ rakoviny (mortalita 28 na 100 tis. muzl), (viz ptiloha 3) (Mares, 2003; Morgan
a McCance, 2010).

Vice jak 95 % novotvarii prostaty jsou adenokarcinomy s riznym stupném
diferenciace. Prostaticka intraepiteliadlni neoplasie (PIN) je povazovana za prekancerosu.
Méné cCasto se muze vyskytovat karcinom z pirechodnych bunck (duktélni)

a malobunéény karcinom. Adenokarcinomy vychéazeji vétSinou z acinll zlaz a casto


http://www.sukl.cz/modules%20/medication/

vznikaji viceloZiskové. CaP byva az s 80% pravdépodobnosti lokalizovan v periferni
zO6né prostatické zlazy (Mares, 2003; Dusek, 2010). Bunky periferni zony zdravé
prostatické zlazy maji schopnost akumulovat zinek a produkovat citrat. Pirevazna
lokalizace CaP v této zoné je zajimava zvlasté v souvislosti se ztradtou téchto schopnosti

(viz kap 3.4.2) (Costello et al., 2004).

Pti¢iny vzniku CaP jsou multifaktorialni. Podili se na nich: androgenni vliv
(testosteron, dihydrotestosteron), aktivace onkogenti, zména stimulace nebo inhibice
rustu, piasobeni jinych environmentdlnich karcinogeni (Mares, 2003; Morgan
a McCance, 2010). Dulezitou roli v této souvislosti hraje zména v homeostasi zinku
(Franklin et al., 2005b). Sekundarni nadory (metastasy) vznikaji Sifenim lymfatickou
a hematogenni cestou. Sifeni lymfou postihuje zpravidla panevni a periaortalni uzliny.
Hematogenni metastasy jsou lokalizovany v kostech (panev, Zebra, patef), v plicich,
jatrech a v nadledvinach (Mares, 2003; Macak a Macakova, 2004; Morgan a McCance,
2010).

2.2.3.2 Klinicky obraz

CaP, lokalizovany casto v periferni zon€, nezpusobuje v ranych stadiich karcinomu
z(zeni modové trubice (na rozdil od BHP). Casné stadia rakoviny jsou vétsinou bez
symptomtl. V pokrocilych stadiich se vyskytuji nasledujici symptomy: problémy pfi
moceni (dysurie, nykturie, akutni retence, pomaly proud moci, neuplné vyprazdnéni

mocoveého méchyfe, aj.), hematurie nebo renalni insuficience pii hydronefrose.

Pii progresi onemocnéni se vyskytuje: bolest kosti vychéazejici z pfitomnosti
metastas, otoky dolnich koncetin (DK), ubytek hybnosti DK, zvétSeni jater
a lymfatickych uzlin, patologické zlomeniny kosti, zmatenost (metastasy do mozku).
Dalsimi ptfiznaky mutze byt hubnuti, nechutenstvi a celkova slabost (Mares, 2003;

Macéak a Macakova, 2004; Morgan a McCance, 2010).

2.2.3.3 Screening, diagnostika, klasifikace
Vysetieni, kterd jsou provadéna u pacientl s CaP je mozno rozdé€lit na screeningova (ta,
ktera mohou odhalit karcinom prostaty), diagnosticka (vysetfeni potvrzujici diagnozu)

a vysetieni slouzici ke klasifikaci onemocnéni (urceni stadia onemocnéni).
* screening: stanoveni hladiny PSA, vySetieni per rektum

« diagnostika: biopsie prostaty, transrektalni sonografie



* klasifikace: histopatologické vySetteni (Gleason score), pocitacova tomografie (CT),

scintigrafie, TNM klasifikace (Mares, 2003).

Stanoveni sérové hladiny prostatického specifického antigenu (PSA) slouzi spole¢né
s vySetienim DRE (digital rectal examination) ke screeningu CaP. V CR je toto
vysetieni doporuovano u asymptomatickych muzi star$ich padesati let (Coupek et al.,

2002; Dusek, 2010).

Ke stanoveni definitivni diagnosy je nezbytné histologické vySetfeni prostatické
tkdn€ (punkcni biopsie, intrakapsularni prostatektomie, transuretralni resekce, radikalni

prostatektomie) (Dvoték et al., 2008).

Systém hodnoceni TNM (viz ptiloha 4) je pouzivan ke klasifikaci CaP. Toto
hodnoceni vyuziva celou fadu kritérii: anatomickou lokalizaci, histopatologicky typ
nadoru, stupen diferenciace, klinicky a patologicko-anatomicky rozsah onemocnéni,

symptomy, vék a pohlavi pacienta aj. (Sobin a Wittekind, 1997).

Mezi dalsi vyuzivané metody tfadime transrektalni ultrasonografii, rentgen plic,
ultrasonografii ledvin, scintigrafii kosti, CT, nuklearni magnetickou rezonanci (NMR)

bficha a malé panve, transrektalni monografii a cystoskopii (Lukes, 2005).

Dtlezitym hodnoticim znakem je histopatologicky stupen diferenciace nadoru (viz
ptiloha 5). Ten je dilezity nejen ke klasifikaci, ale i k prognose. Dobie diferencované
karcinomy progreduji pozvolna a mén¢, malo diferencované karcinomy rychleji a maji

vetsi schopnost zakladat sekundéarni nadory. Jejich progndza byva horsi (Lukes, 2005).

2.2.3.4 Lécba
Lécba CaP se odviji od jeho stadia, od histologické klasifikace, pfedpokladaného efektu

1é¢by, véku a celkového zdravotniho stavu pacienta.

Primarnim cilem 1é¢by je odstranéni nadorového loziska, v pokrocilych stadiich jde
o redukci velikosti nddoru, pfedchdzeni nebo odlehceni bolesti a také prodlouzeni
zivota. V termindalnich stadiich CaP se vyuziva lécba paliativni (Morgan a McCance,

2010).



» Lécba chirurgicka

Invazivné se provadi c¢astecna nebo uplnad prostatektomie (odstranéni prostatické

zlazy véetné€ pouzdra a semennych vacki) (Mares, 2003; Morgan a McCance, 2010).

Alternativni moznosti je kryoterapie, pfi niz je nddor vystaven velmi nizkym

teplotam a dojde tak k apoptose bunck (Dusek, 2010).
* Lécba radiologicka

Karcinom prostaty je radiosenzitivni nador. Toho miize byt vyuzito pii 1écbé
zatenim. Tou je bud’ teleradioterapie (radioterapie zevnimi svazky), nebo brachyterapie
(intersticialni aplikaci radioizotopu do tkané). V pokrocilych stadiich onemocnéni byva
indikovana paliativni radioterapie. Dali moZnosti je ozafeni v hypoxii (Coupek et al.,

2002; Dusek, 2010).

Tyto metody mohou doprovazet komplikace, mezi které patii urologické
a gastrointestinalni problémy, celkova toxicita, otoky dolnich koncetin a erektilni

dysfunkce (Coupek et al., 2002).
» Lécba hormonalni

Principem hormondlni 1écby je potlaceni az eliminace cirkulujicich androgeni.
Moznosti hormondlni 1é¢by jsou: orchitektomie (ablace zdroje androgenti), nepiima
gonadalni suprese nebo podavani antiandrogeni (antagonisté androgenii na urovni
prostaty). Hormondlni 1écba je zdkladni systémovou lécbou u generalizovaného

karcinomu.

« Chemoterapie ma misto pii 16¢b& pokroéilych stadii onemocnéni (Coupek et al., 2002;

Dusek, 2010).



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Zinek a prostata
Nasledujici kapitola pojednava o vztahu zinku a prostatické tkan¢€. Shrnuje poznatky

o molekularnich a biochemickych pochodech za fyziologickych a patologickych stavii

(CaP).

3.1.1 Prostata fyziologicky

Prostatickd tkan disponuje schopnosti akumulovat zine¢naté ionty a to az
v desetinasobné vysSich koncentracich nez jiné mékké tkan¢ (Costello et al., 2004;
Desouki et al., 2007; Costello a Franklin, 2011). Tuto schopnost maji zejména
epitelidlni bunky periferni zony prostatické zlazy (viz piiloha 1). Bunky centralni zony

prostatické zlazy tuto schopnost akumulace zinecnatych iontii nemaji.

Jak je zteymé z tabulky cislo dvé€, buniky periferni zony akumuluji zinek az v 10x
vy$$im mnozstvi nez ostatni tkané. Schopnost tvofit a produkovat citrat je v téchto
bunkach vyssi 30-50x. Tyto bunky byly proto oznaceny jako “zinek akumulujici, citrat

produkujici” buiiky (Franklin ef al., 2005b).

3.1.1.1 Produkce citratu

Dulezitou fyziologickou funkei prostatické Zlazy je schopnost vytvaret a produkovat
velké mnozstvi citratu, ktery je vyznamnou soucdasti prostatického sekretu. Zinek, ktery
je akumulovan ve zvySeném mnozstvi v prostatickych buiikach, ma inhibi¢ni efekt na
mitochondrialni enzym m-akonitasu. To je zasadni reakce, nebot’ tak témét nedochazi
k oxidaci citratu v Krebsové cyklu. (Citrat je dulezitym meziproduktem Krebsova cyklu
(KC)), dalezity pro syntézu ATP a zdrojem pro acetylkoenzym A, ktery je nezbytny pro
lipogenezi a syntézu cholesterolu). Nedokonala oxidace v KC vede ke vzniku 14 ATP

Tabulka 2: Koncentrace zinecnatych iontl a citratu v rdznych typech tkani a tekutin. Dle
(Desouki ef al., 2007; Costello ef al., 2011b; Costello a Franklin, 2011).

Typ tkéné koncentrace Zn>" | koncentrace citratu
(nmol/gram (nmol/gram mokré
mokré vahy) vahy)
periferni zoéna zdravé prostatické tkané 30004500 13000
periferni zobna maligni prostatické tkané 400-800 200-2000
ostatni meékké tkané 200400 250450
prostaticka tekutina zdravé tkan¢ 8 000—-10000 40 000-150000
prostaticka tekutina CaP 800-2000 500-3000
krevni plasma 15 100-200




na molekulu glukosy (namisto 38 molekul ATP). Tento proces je energeticky
neefektivni, dochazi tak ke ztrat¢ az 65 % ATP (Franklin et al., 2005b; Costello
a Franklin, 2011). Zajimavy je v této souvislosti fakt, ze vysokd koncentrace zinku
pusobi v jinych bunikach toxicky ataké, ze inhibice m-akonitasy je letdlni pro fadu

sav¢ich bun¢k (Franklin et al., 2005b).

3.1.1.2 Terminalni oxidace

Prostaticka tkan je charakterizovana nizkou urovni respirace. Ve zdravé prostatické
tkani je inhibovan komplex III dychaciho fetézce a Castecné i komplex I a II, nedochazi
k inhibici komplexu IV (Franklin a Costello, 2007). Celkova uroven aktivity komplexa
I-1V dychaciho fetézce je v prostatickych buiikach vyrazné snizena, a to az o 50-80 %
ve srovnani s jaternimi mitochondriemi (MTC) (Franklin a Costello, 2007). Zinek byl

uveden jako inhibitor termindlni oxidace v MTC savcich bun¢k (Franklin et al., 2005b).

3.1.1.3 Vliv zinku na apoptosu

Akumulace zinku ma inhibi¢ni vliv také na proliferaci prostatickych bunék. To je
vyvolano ptfimou indukci apoptosy. Zinek zplsobuje uvolnéni cytochromu c
z mitochondrii, coz ma za nasledek aktivaci kaskady kaspas. Pfedpoklada se, ze zinek
pfimo interaguje s mitochondriemi a usnadiiuje tvorbu Bax port. Je pravdépodobné, ze

zinek zvySuje expresi Bax a usnadnuje translokaci Bax na mitochondrialni membranu

(Franklin et al., 2005b).

3.1.2 Metabolické zmény v akumulaci zinku souvisejici s CaP

U karcinomu prostaty dochazi ke ztraté¢ schopnosti bun¢k akumulovat zinek. Hladina
zinku je v maligni periferni zon¢ prostatické tkané snizena o 70-85 % ve srovnéni
s periferni zénou normalni prostatické tkané (viz tab. 2). To koresponduje s hladinou

citratu, ktera je také snizena.

Klinické i experimentalni studie dokazuji zasadni zménu v malignich prostatickych
buiikdch ve srovndni se zdravou prostatickou tkani. K proméné normaélnich ("zinek
akumulujicich, citrat produkujicich”) bun€k na bunky nadorové (oxidujici citrat
aneschopné akumulovat zinek) jsou nezbytné dvé transformace, geneticka
a metabolickd. Procesy predchazejici vzniku CaP jsou znazornény na obrazku 2,

soucasn¢ se zménami v metabolismu a transportu zinku, (Franklin ez al., 2005b;
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Obrazek 2: Role Zipl, zinku a metabolismu citratu na patogenezi karcinomu prostaty. Normalni bunika zlazového epitelu prostaty exprimuje Zipl, ktery
umoziuje akumulaci zinku. Zinek inhibuje oxidaci citratu a terminalni oxidaci. Dochdzi tak ke hromadéni citratu a sniZzeni produkce ATP. Geneticka
transformace vede k pfeméné€ bunky zdravé na buitku s malignim potencialem. Exprese ZIP1 je uml€ena pravdépodobné epigenetickymi faktory, coz ma za
nasledek eliminaci importu zinku a ztratu schopnosti akumulovat zinek v premaligni bunice. Hladina buné¢ného zinku je snizena, dochazi k utlumeni inhibice
zinkem na oxidaci citratu a na terminalni oxidaci. Funkéni Krebstiv cyklus vede ke zvysené tvorbé ATP. Maligni buiika je metabolicky a bioenergeticky
schopna projevovat svlij maligni potencial. Také je odstranén inhibi¢ni efekt zinku na rist, coz umozni rist a vyvoj maligni buiiky (Franklin ef al., 2005a)



(Franklin et al., 2005b; Desouki et al., 2007). Absence metabolické transformace
u neoplastickych bunék nevede k maligni progresi, ani metabolickd transformace
samotnd nevede k rozvoji malignity v nepfitomnosti transformace genetické (Franklin

a Costello, 2007; Desouki et al., 2007).

Metabolicka transformace zahrnuje ztratu schopnosti akumulovat zinek, coz ma
za nasledek zrugeni inhibi¢niho vlivu Zn** na m-akonitasu a nasledn& tak dochazi
k oxidaci citratu. Dale dochazi ke zmirnéni inhibi¢niho efektu zinku na termindlni
oxidaci a ke zmirnéni efektu zinku na apoptosu. Maligni butiky tak maji vice energie
ztvorby ATP k metabolickym a bioenergetickym zménam pro rozvoj malignity.
Inhibice apoptosy vede k umoznéni proliferace malignich bun€k (Franklin ef al.,

2005b).

S metabolismem zinku Uzce souvisi zinkové transportéry. Exprese transportéra Zip
byla popsana u zdravé prostatické tkané a u benigni hyperplasie prostaty (BHP). Zip
transportéry byly identifikovany jako dulezité transportéry pro akumulaci zinku
v prostatickych bunkach. Ke sniZzeni hladiny zinku a ke sniZzeni exprese Zip! dochazi
u prekanceros a v pocateCnich fazich rozvoje malignity. Snizené hladiny dale
pfetrvavaji v progresi malignity (Costello et al., 2011b). Dulezitost transportéru Zip
u maligni transformace potvrdila studie, kterd doklada, ze exprese Zipl je sniZzena
u Afroamericanti ve srovnani s Kavkazskou populaci (Rishi ef al., 2003). To koreluje se
zvySenou incidenci karcinomu prostaty u ¢ernocht. Zip/ byl v nedavnych studiich

oznacen jako tumor supresorovy gen pro karcinom prostaty (Franklin et al., 2005a).

Tumor supresorovy efekt zinku byl zaznamenan v mnoha studiich (Franklin et al.,
2005a; Johnson et al., 2010; Costello et al., 2011b; Gumulec ef al., 2011a). U malignich
bun¢k je vyvinut mechanismus downregulace Zip, ktery brani akumulaci zinku a jeho
protinadorovému efektu na nadorovou bunku. Zinek inhibuje schopnost invazivity
u malignich bunék prostaty. Ishii s kolegy ukdzal, Ze invazivita buné¢k LNCaP
do matrigelu je siln& potlagena v piitomnosti Zn>" (Ishii et al., 2001; Ishii et al., 2004).
Dalsi studie poukazuji na supresivni efekt zinku na angiogenezi a metastaticky potencial
nadorovych bunék prostiednictvim specifickych drah, které reguluji progresi karcinomu
prostaty (Uzzo et al., 2006). Jiné studie vSak tvrdi, ze dlouhodobé plisobeni zinku

u karcinomu prostaty spise Skodi (Leitzmann et al., 2003).



SniZzena schopnost prostatickych bunék akumulovat zinek mtze byt zpiisobena také
zvySenym exportem zinku. Jedinym zastupcem rodiny ZnT umisténym na plasmatické
membrané bunek je ZnT-1 (ostatni jsou lokalizovany na membranach organel). Zména
exprese ZnT-1 nebyla u malignich bunck prostaty detekovana (Franklin et al., 2005b;
Gumulec et al., 2011b).

Vyse uvedena fakta naznacuji, ze zmény ve schopnosti bun¢k akumulovat zinek

predchazi malignité (Costello a Franklin, 2012).

Z divodu rozporuplnych nazorti na danou problematiku je tieba dalSiho badani
a hlubsiho pochopeni mechanismu pii kratkodobém i1 dlouhodobém plisobeni zinku na
nadory prostaty. Na poodhaleni této problematiky jsem se zaméfila v praktické ¢asti své

prace, kde jsem se zaobirala analyzou zinek rezistentnich nadorovych bunéénych linii.

3.2 Zinek

Zinek je esencialni stopovy prvek potfebny pro rist a vyvoj vSech Zivych organismi. Je
podstatnou soucasti struktury fady proteind, mezi které patii také transkripcni faktory
a enzymy intraceluldrnich signalnich drah. Zinek je nezbytny pro aktivitu vice nez 300
enzymu. Podili se tak na fad¢ enzymatickych a metabolickych funkci v lidském téle.
Vice nez 2000 transkripcnich faktori vyZzaduje ke své funkci, k udrzeni struktury
proteinu a k vazbé na DNA pravé zineCnaté ionty (Kambe et al, 2004; Murakami

a Hirano, 2008; Costello et al., 2011a).

V buiice je zinek uskladnén v endoplasmatickém retikulu (ER), Golgiho aparatu
(GA) nebo zinkosomech (jednomembranové vezikuly odStépené z ER nebo GA).
Zinecnaté ionty vyznamné zasahuji do celé¢ fady bunécnych procest. Zn*" je signdlni
molekula n&kolika signalnich a regulaénich kaskad. Zn*" mize kuptikladu inhibovat
funkci protein tyrozin fosfatas (PTP) a tim déle aktivovat fadu kindz, zodpovédnych za
bunécnou diferenciaci ¢i za regulaci bunécného cyklu. Témito kindzami jsou zvIasté
mitogen-aktivované proteinové kinasy (MAPK), které se ucCastni regulace mitozy,
bunécné diferenciace, genové exprese, prezivani bunék nebo apoptosy (Gumulec et al.,
2011b). Metabolismus zinku je regulovan zejména prostfednictvim zinkem fizené
transkripce, translace a intraceluldrni pfepravy zinkovych transportéri (Kambe et al.,
2004). Zinek funguje podobné jako neurotransmitery (Murakami a Hirano, 2008).
Murukami s kolegy (Murakami a Hirano, 2008) pfedpoklada, ze se zinek chova také
jako druhy posel.



Zinek je nezbytny vjadie pro normalni funkci histoni, ostatnich proteint,
metaloenzymi (RNA a DNA polymerdzy) a transkripcnich faktort. Dulezitymi
proteinovymi doménami obsahujici zinek jsou ,,zink-finger, které reguluji aktivitu

jednotlivych genti (Vallee a Falchuk, 1993; Costello ef al., 2011a).

3.2.1 Formy zinku v burnce

 Zinek pevné vazany na proteiny (metaloenzymy, metaloproteiny, nukleoproteiny) je

oznacovan jako imobilni. Pfedstavuje nereaktivni pool zinku (vice viz kapitola 3.3)

* Mobilni reaktivni zinek je vazany volné na ligandy (na AMK, citrat) a predstavuje
reaktivni pool zinku. Vyskytuje se ve formé Zn-ligand (vice viz kap. Zinek vazebné

struktury 3.3).
« Volny zinek jako Zn*". Pfedstavuje reaktivni pool zinku.

Obecné je tedy intracelularni zinek vdzan bud’ na nemobilni makromolekuly (90 %),

nebo na mobilni nizkomolekularni ligandy (10 %) (Costello et al., 2011a).

Celkova koncentrace zinku v sav€ich bunikéach je pfiblizné¢ 0,2—1 mM. Cytosolicka
koncentrace zinku v bunikdch prostaty je pfiblizné¢ 0,6-3 mM. Koncentrace zinku
v plasmé je ptiblizn€ 15uM. Z toho je asi 85-90 % vazano na proteiny. V intersticidlni
tekuting (ISF), coZ je pHimy zdroj zinku pro buiiky, je koncentrace Zn*" p¥iblizné 2 pM.

Pro ptehlednost tyto tdaje shrnuje tabulka 3 (Costello et al., 2011a).

3.2.2 Zinek a nadorova transformace

Zinek je dikladné studovan v souvislosti s celou fadou nadorovych onemocnéni. Jeho
hladina je snizena u pacientl s karcinomem jater, zlu¢niku, traviciho systému a prostaty.
Nadorové buiiky potiebuji zinek k pteziti a k riistu. AvSak zvySend hladina zinku plisobi

cytotoxicky. Zinek indukuje apoptosu u T i B lymfocytt (Ibs a Rink, 2003)

Tabulka 3: Koncentrace zinku v té€lnich tekutinach. Dle (Costello et al., 2011a).

koncentrace Zn>"

plasma 15 uM
intersticialni tekutina (ISF) 2 uM
cytosol sav¢ich bunék ptiblizné 0,2—1 mM

cytosol prostatickych bunék priblizné 0,6-3 mM




a pravdépodobné 1 u nadorovych bunék (Murakami a Hirano, 2008). Hladina zinku je
ovlivnéna okolnim mikroprostiedim nadorové tkané. Rada cytokinti a ristovych faktort
(IL-6, HGF, EGF, TNF-a) ovliviuji pfimo ¢i nepifimo expresni profil rtiznych
zinkovych transportérd. Zirné buiiky jsou dilezitym typem bundk v nddorovém
mikroprostiedi. Obsahuji granula se zinkem, ktery mohou uvoliiovat do okolniho
prostiedi. Intracelularni koncentraci volného zinku ovlivituji oxida¢né-redukéni reakce

v mikroprostfedi nddoru (Murakami a Hirano, 2008).

3.3 Zinkové transportéry

Volny zinek (ve formé& Zn?") neni propustny jednoduchou difizi ptes plasmatickou
membranu (Costello et al., 2011a). Pro pfijem zinku z intersticialni tekutiny (ISF) jsou
tedy nezbytné transportni mechanismy. Intracelularni koncentrace zinku je pfisné
kontrolovéana diky zinkovym transportérim, molekulam vazajicich zinek a zinkovym
senzorim. Import zineCnatych iontl fidi rodina transportért Zip (SLC39), export je
fizen ZnT ptenaseci (SLC30). Vyznamny intracelularni protein vazajici zinek je
metalothionein (MT). Expresi nékterych proteint, které se podileji na metabolismu
zinku, pfimo ovliviiuje metal regulacni transkripéni faktor (MTF), protein detekujici

hladinu zinec¢natych ionti (Murakami a Hirano, 2008).

Transportéry Zip jsou aZz na nékolik vyjimek lokalizovany na plasmatické membrané.
Zvysuji intracelularni koncentraci zinku. Jejich funkei je import zinku z ISF do bunky
a také transport zinku z bunéénych organel do cytoplasmy (Eide, 2004). Transportéry
ZnT jsou zodpovédné za import zinku do bunéénych organel a také export zinku
zbunky do ISF. Snizuji tak intracelularni koncentraci zinku. Obrazek 3 znéazoriuje
lokalizaci jednotlivych zinkovych transportéri. Funkce, kinetika a mechanismus
transportu ve specifickych bunkéch (kuptikladu nddorovych) ziistavaji prozatim, i pies

dilezitost téchto transportért, prevazné neznamé (Costello ef al., 2011a).

Obecny mechanismus transportu zinku z krevni plasmy pies ISF do bunky a dale

do bunéénych organel znazoriuje obrazek (viz obr. 4).
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Obrazek 3: Bunééna lokalizace zinkovych transportéri: subcelularni lokalizace a potencionalni
funkce ¢lenti rodiny transportér Zip a ZnT. Sméry transportu zinku jsou uvedeny Sipkami. ER=
endoplasmatické retikulum, GA=Golgiho aparat, MTs= metalothionein. Upraveno dle
(Murakami a Hirano, 2008).
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Obrazek 4: Znazoméni ptimého transportu zinku vazaného na ligandy. (A) Transportéry pro
import zinku lokalizované na plasmatické membrané (napf. rodina transportéri Zip) a (B)
intracelularni transportéry na organelach (napt. rodina transportéri ZnT). Jedna se o vyménu
zinku bezprostfedné mezi Zn-ligandem a Zn-transportérem. Nedochézi k tvorbé volného Zn**
(Costello et al., 2011).

3.3.1 Zip

U clovéka bylo charakterizovano 14 ¢lenll rodiny Zip. Poprvé byly tyto proteiny
detekovany u Saccharomyces cerevisie (Zrt proteiny) a u Arabidopsis thaliana (Irt
proteiny). Jsou kédovany geny SLC39 (solute-linked carrier). Transportuji nejen zinek,
ale také zelezo a hoic¢ik (Eide, 2004; Kambe et al., 2004).



3.3.1.1 Struktura

Zip transportéry vykazuji napti¢ druhy vysoky stupent homologie. Obecné obsahuji 8
transmembranovych domén (TM) s velkou hydrofilni intracelularni smyckou mezi TM3
a TM4 bohatou na histidin. Tyto smyc¢ky u proteintt Zip jsou vysoce konzervované a je
mozné, ze se ucastni formace vazebného mista pro zinek (Costello et al., 2011a). Tuto
domnénku potvrzuje mutaéni analyza, kterd dokladda, Ze vymeéna histidinu v pozici 158
a 160 za alanin sniZzuje schopnost buniky akumulovat zinek (viz ptiloha 6) (Milon et al.,
2006). Ukazuje tedy, ze tyto histidiny jsou nezbytné pro normdlni funkci tohoto
transportéru. Vazebnd doména pro zinek byla popsana na zaklad€ trojrozmérné

struktury zndmych proteinli vazajicich zinek.
3.3.1.2 Prehled transportéra Zip

Proteiny rodiny Zip jsou rozdéleny do ¢tyt podrodin: I, II, LIV-1 a gufA. Regulace
exprese Zip u savcl neni prozatim dobie pochopena. VétSina z nich je regulovana

samotnym zinkem (Kambe et al., 2004).

V nasledujicim textu jsou popsany transportéry rodiny Zip, kterymi jsem se zabyvala
ve své praci a ty, u kterych byla detekovana souvislost s metabolismem zinecnatych
iontli v prostatické tkani. VSechny transportéry rodiny Zip jsou shrnuty v tabulce

na konci kapitoly 3.3.2 (viz tab. 4).

hZip1 je dileZity transportér pro import zinku v sav¢ich bunikdch. Pro svou aktivitu
(stejné€ jako hZIP2) nevyzaduje ATP (Eide, 2004). Aktivitu tohoto transportéru mohou
inhibovat né€které prechodné kovy (Ni, Cu, Fe, Cd). Subcelularni lokalizace je rGzna
v zavislosti na typu bun¢k. Gen tohoto proteinu (hZIPI) je exprimovan ve vSech
buiikach. To naznacuje, ze hZipl protein ma zasadni funkci v mnoha typech bunék
(Kambe et al., 2004). Tento transportér hraje vyznamnou roli v akumulaci Zn*"
v prostatickych buiikach (Gaither a Eide, 2001; Kambe et al., 2004). V prostatické tkani
je transportér Zipl lokalizovan na bazolaterdlni stran¢ membran bunék normalniho
zlazového epitelu. Coz odpovida funkci téchto transportéri pro import zinku

z intersticialni tekutiny (potazmo séra) (Desouki et al., 2007).

hZip2 byl prvni charakterizovany ¢len rodiny Zip u savct a to na zaklad¢ podobnosti

s timto proteinem u kvasinek a rostlin. Studie (Gaither a Eide, 2000) dokladaji expresi



hZip2 v tkani prostaty a délohy. Dalsi studie potvrzuji expresi také v mononukledrnich

leukocytech a v monocytech (Cao et al., 2001).

hZip3 je exprimovan zejména v kostni dfeni a ve slezin¢, méné pak v tenkém stieve
a v jaterni tkani. Jeho exprese byla také detekovana v prostatické tkani. PfenaSece Zip2
a Zip3 jsou prevazn¢ lokalizovany na apikalni strané bunék. Predpoklada se proto, Ze
jejich funkci neni akumulovat zinek z cirkulace, ale reabsorbovat zinek z prostatické

tekutiny (Desouki et al., 2007).

hZip6 (oznacovan také jako LIVI) byl identifikovan jako gen regulovany
estrogenem. Jeho =zvySend exprese je asociovdna s Sifenim karcinomu prsu
do lymfatickych uzlin (Taylor et al., 2007). LIVI mRNA byla detekovana u karcinomu
prostaty a u BHP (Manning ef al., 1994; Manning et al., 1995) a také v placenté
a v bunnkach HeLa (Taylor et al., 2003).

3.3.2 ZNT

ZnT proteinova rodina (oznaCovana také jako CDF) je kodovéana geny SLC30. Tyto
transportéry jsou zodpovédné za import zinku do bunéénych organel. Tato rodina byla
rozdé¢lena do tfi podrodin (I-III). U ¢loveka je popsano 9 typi téchto transportéri, které

jsou oznacovany jako ZnT-1-ZnT-9 (Liuzzi a Cousins, 2004).

Tyto proteiny jsou transkripcné a posttranslacné regulovany zinkem. Exprese ZnT-1
aZnT-2 je indukovana vysokou koncentraci zinku (Langmade et al., 2000). To

odpovida mozné roli ZnT pfi detoxikaci zinku.

V nésledujicim textu popisuji ty transportéry ZnT, které maji souvislost
s metabolismem zinku v prostatické tkani a ty, kterymi jsem se zabyvala ve své praci.
Souhrnné informace o transportérech rodiny ZnT jsou uvedeny v tabulce na konci

kapitoly (viz tab. 4).

3.3.2.1 Struktura

Proteinova struktura ZnT transportérii obsahuje obvykle 6 transmembranovych domén
s velkou smyckou mezi doménou 4 a 5. ZnT tvoii homo a heterodimery, které jsou
pravdépodobné nutné pro jejich funkci transportérii zinku. Rentgenova krystalografie
struktury homologu ZnT u E. coli ukazuje, zZe transmembranové domény homodimeru

formuji prazdny prostor v membrané. Tento prostor obsahuje intracelularni



a extracelularni dutinu, ktera vaze zinek a je pravdépodobné, ze se podili na transportu

zine¢natych iontl pfes membranu (Costello ef al., 2011a).

3.3.2.2 Prehled transportéri ZNT

ZnT-1 je exprimovan ve vSech tkanich, vice pak v tenkém stfevé, ledvinach a placenté.
Exprese je vyrazné zvysSena v bunécnych kulturach po osetieni zinkem (Kambe et al.,
2004; Devergnas et al., 2004). Tento transportér byl také identifikovan u prostatickych
bun¢k (Franklin et al., 2005b). Transkripce je fizena MTF. Promotor ZnT-1 obsahuje
dvé sekvence pro MRE (metal response element). MTF se vdze na ob¢é vazebna mista

a tim aktivuje transkripci (Kambe et al., 2004).

Funkci zinkového transportéru ZnT-2 je zadrzovat zinek v endosomech (Kambe
etal., 2004). Exprese ZnT-2 byla detekovéana v tenkém stieveé, ledvinach, varlatech,
placenté, v prsni Zzlaze a v prostaté. ZvySend exprese tohoto proteinu byla také
detekovéna v periferni zon¢ prostatické zlazy v mistech, kde dochézi k exkreci zinku

do seminalni tekutiny (Iguchi ef al., 2002).

ZnT-5 byl identifikovan na zékladé homologie se ZnT-1. Zn7-5 mRNA byla
detekovana ve vSech tkanich, zejména vSak v pankreatu (v insulin produkujicich
B buiikach), v prostaté, ve vajecnicich a ve varlatech (Kambe et al., 2004). Na rozdil
od ZnT-1 neni exprese ZnT-5 (ani ZnT-7) ovlivnéna piidavkem zinku

do extracelularniho prostiedi (Devergnas et al., 2004).

Obecny mechanismus transportu zinku z krevni plasmy pies ISF do bunky a dale

do bunéénych organel zndzornuje obrazek 4.



Tabulka 4: Souhrnné informace o zinkovych transportérech ttidy ZnT a Zip u ¢loveéka. Upraveno dle (Hogstrand et al., 2009).

oznaceni oznaceni | zatazeni do exprese asociace s patologickym stavem bunécna lokalizace molekularni funkce
proteinu genu (dle | podrodiny
HUGO)
ZnT-1 SLC3041 - rozsahla Alzheimerova choroba, plasmaticka export zinku z cytoplasmy
karcinom plic membrana
ZnT-2 SLC3042 - tenké stievo, ledviny, karcinom prostaty lysozomy, transport zinku do
pankreas, varlata, (snizena zinkové tolerance) vezikuly lysozomi a plasmatickych
semenné vacky, prsni vezikuld
zlaza, prostata
ZnT-3 SLC30A43 - mozek, varlata Alzheimerova choroba, synaptické vezikuly transport zinku do
odpovédnost za ZEN u CAl synaptickych vezikult
ZnT-4 SLC3044 - prsni zlaza, mozek, Alzheimerova choroba endosomy, GA transport zinku do vezikul
tenké stfevo, karcinom plic v bunkach mlécnych zlaz
placenta, krevni a zirnych buiikach
bunky, zirné bunky,
bunky epitelu
ZnT-5 SLC30A45 - B buiiky pankreatu, srdecni selhani a kostni abnormality GA, insulinova transport zinku do GA
stfevo, srdce, mozek, u mysi granula, varianta b na a vezikul
jatra, ledviny, krevni plasmatické
bunky, epitelialni membran¢
bunky v komplexu s ZnT-6
ZnT-6 SLC3046 - tenké stfevo, mozek, Alzheimerova nemoc GA, plasmaticka transport zinku do GA
jatra, krevni bunky, membrana a vezikull
tukova tkan (v komplexu s ZnT-5)
ZnT-7 SLC3047 - tenké stfevo, jatra, - GA transport zinku do GA
sitnice, slezina,
krevni bunky
ZnT-8 SLC3048 - B buniky pankreatu Diabetes mellitus insulinové granula, transport zinku

cytoplasma, jadro

Tabulka 4: Souhrnné informace o zinkovych transportérech tfidy ZnT a Zip u ¢lovéka (pokracovani). Upraveno dle (Hogstrand et al., 2009).




oznaceni oznaCeni | zafazeni do exprese asociace s patologickym stavem bunééna lokalizace molekularni funkce
proteinu genu (dle podrodiny
HUGO)
ZnT-9 SLC3049 - rozsahle - plasmaticka neznama
membrana
ZIP1 SLC3941 I rozsahle karcinom prostaty plasmaticka import zinku
membrina
Z1P2 SLC3942 I prostata, déloha, karcinom prostaty plasmaticka import zinku
epitel cervixu, membrana
opticky nerv,
monocyty
Z1P3 SLC3943 II rozsahle karcinom prostaty plasmaticka import zinku
membrana
Z1P4 SLC39A44 LIV-1A tenké a tlusté stievo, Acrodermatitis enteropathica apikalni strana import zinku
slepé stfevo, ledviny plasmatické
membrany
ZIP5 SLC3945 LIV-1A ledviny, jatra, bazolateralni strana import zinku
slezina, stievo, - u polarizovanych
zaludek, pankreas bun¢k
Z1P6 SLC3946 LIV-1 rozsahle karcinom prsu plasmaticka import zinku
membrana
Z1P7 SLC3947 | KE4/LIV-1 rozséhle tamoxifen rezistentni karcinom prsu ER, GA import zinku
Z1P8 SLC3948 LIV-1 rozsahle testikularni citlivost na kadmium vezikuly, import Zn, Cd, Mg
plasmaticka
membrana,
mitochondrie
Z1P9 SLC3949 | rozséhle - neznama neznama
ZIP10 SLC39A410 LIV-1 rozsahle karcinom prsu plasmaticka import zinku
membrana
ZIP11 SLC39411 GufA rozséhle - neznama neznama

Tabulka 4: Souhrnné informace o zinkovych transportérech tfidy ZnT a Zip u ¢lovéka (pokracovani). Upraveno dle (Hogstrand et al., 2009).

| oznaceni | oznaceni | zafazeni do |

exprese

asociace s patologickym stavem

| bun&énd lokalizace |

molekularni funkce




proteinu genu (dle podrodiny
HUGO)
ZIP12 SLC39A412 LIV-1 mozek, plice, varlata, astma, na SNP vazana schizofrenie plasmaticka import zinku
sitnice membrana
ZIP13 SLC39413 | KE4/LIV-1 rozséahle Ehlerstiv-Danlositv syndrom (EDS) GA import zinku
Z1P14 SLC39A414 LIV-1 rozsahle astma, zanét zprostiedkovany IL-6 plasmaticka prijem zinku a Zeleza
membréna nevazanc¢ho na transferin

GA- Golgiho aparat, ER- endoplasmatické retikulum, SNP-jednonukleotidovy polymorfismus, ZEN- zinc-enriched neurons, na zinek bohaté neurony, CA1l -
cornu ammonis 1 (malé oblast vlastniho hyppocampu).




3.4 Zinek vazebné struktury

Mezi dilezité cytosolické ligandy, které maji schopnost vézat a nasledné odevzdavat
zinek, patfi nizkomolekularni organické kyseliny a metalothionein. Dulezitym
transkripénim faktorem, ktery reguluje metabolismus a homeostasu zinku je metal
regulacni transkripéni faktor (MTF). Déle jsou do této kapitoly zatfazeny matrixové
metaloproteinasy, nebot’ maji schopnost vazat zinek a jsou studovany v souvislosti

s nadorovym onemocnénim. Také jsou popsany jejich tkanove inhibitory (TIMP).

3.4.1 Nizkomolekularni organické kyseliny

Do této skupiny patii zejména citrat, aspartat, histidin a cystein. Dale pak jiné organické
ligandy dle typu bun¢k. Epitelidlni bunky zdravé prostatické tkané¢ produkuji velmi
vysoké koncentrace aspartatu a citratu. Z tohoto divodu je pravdépodobné, Ze zvlasté
Zn-citrat a Zn-aspartat jsou dilezitymi ligandy pro vazbu zinku, jeho distribuci
a dostupnost. Nizkomolekularni organické ligandy vSak nejsou homeostatickou slozkou
regulace zinku, nebot’ jejich koncentrace neni regulovana v zéavislosti na intracelularni

koncentraci Zn>" (Costello et al., 2011a).

3.4.2 Metalothionein
Metalothioneiny (MT) jsou malé (67 kDa) proteiny bez enzymatické aktivity. Ve své

struktufe obsahuji 20 cysteind a diky -SH skupindm vézi do své struktury az sedm
dvojmocnych ionti kovii (viz obr. 5). Vazba s ionty kovl stabilizuje trojrozmérnou
strukturu metalothionienu. MT hraji klicovou roli v transportu tézkych kova (také
zinku), pfi jejich detoxikaci a v ochrané bunck pted oxidacnim stresem (Sztalmachova,

2013).

3.4.2.1 Struktura

MT je sloZzen ze dvou domén, které tvoii termodynamicky stabilni a kineticky labilni
komplexy s ionty kovl. Cysteinové zbytky jsou umistény na povrchu proteinu a tak
umoziuji rychly apiimy transport kovii na malé molekuly a jiné proteiny. Je
pravdépodobné, Ze dochazi k piimym vyménam zinku mezi nizkomolekularnimi

organickymi ligandy a metalothioneinem.



Obrézek 5: Proteinova struktura metalothioneinu. Sklada se z o a B domény. Diky cysteinovym
-SH skupinam  (zlut¢) mize vazat MT 4-7 iontdl =zinku (zelené). Dle
(http://www.protein.pl/’7name=molecular mechanisms_of zinc homeostasis, 12.3.2014).

3.4.2.2 Funkce

Dtlezitou funkci metalothioneinu je detoxikace kovli a udrZovani jejich hladiny
v buiikdch. Dalsi dutlezitou funkci MT je ochrana pfed bunéénym stresem.
Metalothionein interaguje s reaktivnimi kyslikovymi radikdly (ROS) a mé také silné
antioxida¢ni vlastnosti. Funkce tohoto proteinu zasahuje také do regulace apoptosy,

zvySené hladiny MT plsobi antiapoptoticky (Sztalmachova, 2013).

MT reguluje hladinu, bunécnou lokalizaci a aktivitu transkripéniho faktoru NF-«kB.
Ten zprostfedkovava ochranu bunék pied apoptosou diky aktivaci antiapoptotickych
genu a protoonkogenti Bcl-2, c-myc a TRAF-1 (Gumulec et al., 2011b). MT se podili na

transportu zinku do mitochondrii a do jadra (Sztalmachova, 2013).

3.4.2.3 Exprese

MT je dillezitym vazebnym proteinem pro zinek. Pokud intracelularni koncentrace Zn**
dosadhne prahové hodnoty, je aktivovan metal regulacni transkripéni faktor (MTF-1).
Ten indukuje mj. expresi MT, jez na sebe zinek vaze. Molekuly MT jsou mobilni
ligandy, dorucuji zinek organeldm k jejich aktivnim mistim. Bylo detekovano, Ze Zn-
MT pronikd vnéj$i mitochondridlni membranou a vstupuje do mezimembranového
prostoru (Ye et al., 2001). Pak je dale transportovan do matrix mitochondrii cestou

piimé vymeény prostfednictvim transportnich proteint (Costello et al., 2011a).

Rada nedavnych studii poukazuje na souvislosti mezi MT a patologickymi stavy
organismu, zejména malignitami. ZvySené sérové hladiny MT byly detekovany

u karcinomi prsu, plic, traviciho a urogenitdlniho traktu. U CaP jsou hladiny MT


http://www.protein.pl/?name=molecular_mechanisms_of_zinc_homeostasis

v sérech pacientll zvySeny 3x ve srovnani se zdravou populaci. Mechanismus a pfi¢ina
zvySené sérové hladiny nejsou zcela ujasnény. I pfes to je mozné, ze zvySena hladina
MT je zodpovédna za ochranu nadorovych bunék pied apoptosou, za zvySenou

proliferaci a za schopnost nddoru metastazovat (Gumulec ef al., 2011Db).

3.4.3 Metal regulacni transkrip¢ni faktor

Metal regulacni transkripni faktor (MTF-1; MRE binding transcription factor) je
klicovym regulatorem hladiny zinku i jinych kovl v buiice (Gumulec et al., 2011b).
MTF hraje diilezitou roli v bunécné odpovédi na expozici tézkymi kovy. Je také zapojen
do bunécnych pochodi reagujicich na oxidacni stres a hypoxii. Ma vliv na expresi MT

a n¢kterych zinkovych transportért.

MTF protein obsahuje 6 zinkovych prst, diky nimz se vaze na MRE (metal response
element). Tento DNA motiv obsahuje sekvenci nukleotidi TGCRCNC (R=A nebo G,
N=jakykoli nukleotid), kterd je pritomna v nékolika kopiich v promotoru vSech gent
pro MT a v promotorech jinych gent regulovanych MTF (zinkové transportéry ZnT-1,
ZnT-2, Zipl10). Za fyziologickych podminek je MTF-1 v buiice inaktivovan vazbou
s MTIL. Ten inhibuje vazbu MTF-1 na MRE. MTF je aktivovan vazbou iontu kovu,
fosforylaci nebo oxida¢nim stresem. MTF-1 je uvolnén, je transportovan do jadra
a miZe aktivovat transkripci metalothioneinu nebo jinych MTF tizenych gentl. K fizeni
exprese cilového genu interaguje MTF-1 s jinymi transkripénimi faktory a koaktivatory

(Wang et al., 2004; Gumulec et al., 2011b; Gunther ef al., 2012; Sztalmachova, 2013).

MTF-1 hraje dllezitou roli pfi homeostase a detoxikaci téZzkych kovi. Napomaha

ochran¢ organismu proti hypoxii a oxida¢nimu stresu.

3.4.4 Matrixové metaloproteinasy

Matrixové metaloproteinasy (MMP) jsou diilezitou skupinou zinek vazajicich proteint
s celou tadou dulezitych fyziologickych funkci. Byly charakterizovany jako mozné
markery riznych patologickych stavii, véetné malignit (Zitka et al., 2010). Na dilezitost
téchto proteinli poukazuje schopnost MMP S§tépit extracelularni matrix i povrchové

proteiny bun¢k a tak podporovat metastasovani a angiogenezi (van Zijl et al., 2011).

O MMP a souvislostech s nadorovym bujenim jsem pojedndvala ve své bakalarské

praci (Axmanova, 2012).



Souhrnné informace o strukture MMP, jejich funkcich jsou uvedeny v ptilohach (viz

ptiloha 7) (Zitka et al., 2010).

3.4.5 Tkanové inhibitory matrixovych metaloproteinas

Tkéanové inhibitory matrixovych metaloproteinas (TIMP) jsou hlavnimi endogennimi
regulatory MMP ve tkani. Do této proteinové rodiny nalezi ¢tyfi homology oznacované
jako TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 a TIMP-4. Tyto proteiny se vazou reverzibiln¢ k MMP
v poméru 1:1. Lisi se od sebe tkanovou specifitou exprese a schopnosti inhibovat rizné

MMP (viz tab. 5).

Exprese TIMP-1 a TIMP-2 je regulovana cytokiny (napf. tumor necrosis factor-a,
TNF- a). TNF- a miZze modifikovat expresi TIMP-1 indukci NF-xB. TIMP-1 a TIPM-2
vykazuji mitogenni aktivitu u riznych typt bunék. TIMP-3 byl detekovan v myokardu
mySich embryi. Je tedy moZzné zapojeni tohoto proteinu do embryondlni remodelace
extracelularni matrix a do vyvoje srdce (Apte et al., 1994). TIMP-3 ucinngji moduluje
aktivitu MMP nez ostatni TIMP (AnandApte et al., 1996). Vysoka exprese TIMP-4 byla
detekovana v srdec¢ni tkani. Tento protein byl stanoven rovnéz v ledvinach a ve stievé

(Tummalapalli et al., 2001).

Zvysena produkce TIMP inhibuje rist rtiznych typl nadorovych bunék. SniZena
koncentrace TIMP v pribéhu remodelace poskozené tkané zvySuje kolagenasovou
aktivitu a umoziluje nadorovym buiikam narusit extracelularni okoli a migrovat tak
do okolnich tkani (Ponton et al., 1991; Zitka et al., 2010). Klasifikace a charakteristika
TIMP je uvedena v nasledujici tabulce (viz tab. 5).

Tabulka 5: Klasifikace tkaniovych inhibitori martixovych metaloproteinas. Dle (Zitka et al.,
2010).

inhibované MMP exprese lokalizace tkanova specifita
TIMP-1 | vSechny azna MMP-14 | indukovana diftizni kosti, vajecniky
TIMP-2 vSechny konstitutivni difuzni placenta

TIMP-3 | MMP-1, -2, -3, -9, -13 indukovand | asociovana s ECM | ledviny, mozek

TIMP-4 | MMP-1, -2, -3, -7, -9 | nedetekovano diftzni srdce




4 CiLE

* Vytvoreni zinek rezistentni bunécné linie odvozené a vyselektované z wild type (wt)
linie agresivni formy nadoru prostaty (PC3 linie).

* Analyza exprese vybranych genii korespondujicich s metabolismem a transportem
zineCnatych iontd (zinkové transportéry ZnT a Zip, metalothionein, matrixové
metaloproteinasy, tkdfiové inhibitory matrixovych metaloproteinas).

* Test schopnosti migrace zinek rezistentni a wild type linie s vyuzitim scratch assay
(Geback et al., 2009).

* Optimalizace a kalibrace metody imunocytochemie. Aplikace této metody na tkanové
kultury. Imunocytochemicka analyza vybranych proteinti souvisejicich s metabolismem
a transportem zine¢natych iontl (Zip, ZnT, MT, MTF).

* Porovnani citlivosti wt a zinek rezistentnich linii k vybranému cytostatiku (cisPt)

pomoci MTT testu.

* Fluorescencni detekce intracelularniho zinku a volnych thiolt.



5 EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Material a metodika

5.1.1 Prace s bunéénymi kulturami
Pro kultivaci a néslednou analyzu byla vyuzita bunécna linie wt PC3. Tato bunécna
linie je odvozena ze 4. stupné adenokarcinomu prostaty z metastas z kosti a je androgen

nezavisla (HPA Culture Collections, Salisbury, UK).
Material a pouZzité pristroje

Kultivaéni média Ham’s F-12 (PAA Laboratorie GmbH, Rakousko), EDTA (kys.
ethylendiamintetraoctovd) (PAA, Rakousko), PBS (SIGMA Aldrich, Némecko),
Trypsin (PAA, Rakousko), ATB (PAA, Svycarsko), FBS (PAA, Rakousko), ZnSOy
(Sigma-Aldrich, Némecko), kultiva¢ni plastové nadobky, plastové zkumavky, pipety,
nastavec, mikrozkumavky, mikroskop NICON ECLIPSE TS100 (Nicon, Japonsko),
centrifuga 5810 R (Eppendorf, Némecko), CO, termobox (Sanyo, Schoeller), pfistroj na
pocitani bunék Casy Model TT System (Roche, Svycarsko), laminarni box Clean Air
(Sanyo, Scholeller).

Metodika

Pii postupech pracujeme ve sterilnim prostfedi, pouzivame jednorazovy plastovy

¢i sterilni material. Buiikky dodavané od vyrobce se uchovavaji zmrazené.
Postup

* Bunky byly rozmrazeny a piepipetovany spolu se 3 ml kultivatniho média

do centrifugacni zkumavky

* Po centrifugaci 7 min. pii 2700 g byl supernatant odsat a sediment rozsuspenzovan

v 1 ml pfislusného média.

 Tato suspenze byla napipetovana do kultivacnich lahvicek s 6 ml ndlezit¢ého média.

Bunky byly kultivovany v termostatu pii 37 °C a 5 % CO,.

* Na lahvi¢ce bylo uvedeno datum pocatku kultivace, o kolikatou pasaz se jedna a naSe

inicidly, abychom ptedesli zaméné.



* Buné¢né linie byly béhem kultivace pozorovany pod mikroskopem pii zvétSeni 100x.

* Pfiblizné jednou za tfi dny je tfeba vymeénit médium. Staré médium bylo odsato,

buniky promyty 2 ml PBS a pfidano 6 ml Cerstvého média.
Pti1 80% konfluenci bunck byly tkanové kultury pasdzovany nebo jinak zpracovavany.
Pasazovani

* Bylo odsato star¢ médium, bunky byly promyty 2 ml EDTA a dale promyty 2 ml
fedéného trypsinu (1:9) po dobu 30 s.

* Trypsin byl odsan, kultiva¢ni lahvicka nechana 3 min. v termostatu.

* Buniky byly splachnuty 2 ml pfisluSného média, suspenze byla piepipetovana

do centrifuga¢nich zkumavek a prob¢hla centrifugace 7 min. pii 2700 g.
* Po centrifugaci byl odsat supernatant, buiiky byly rozsuspendovany ve 2 ml média.

* Do novych, pfedem oznacenych kultivacnich lahvi¢ek bylo napipetovano 6 ml
pfislusného média a 100 pl pfipravené suspenze buné€k. Nadobky s bunikami byly
kultivovany v termostatu pii 37 °C a 5 % CO,.

5.1.2 Vytvareni zinek rezistentnich bunéénych linii

Material
2 M ZnSQOy4, voda pro tkanové kultury, kultivaéni média, pipety, Spicky, kultivacni plast.
Metodika

Vytvofeni zinek rezistentni linie bylo dosaZzeno postupnym zvySovadnim mnoZstvi
zineCnatych iontd (ZnSO4) v kultivatnim médiu tak, aby vysledna koncentrace
zine¢natych iontll v kultivaénim médiu pro linii PC3 byla postupné 25 uM, 50 uM,
75 uM a vyssi. Ochota bun€k stavat se rezistentni vici zinku je ddna typem bunécné
linie, aktualnim naristem koncentrace Zn”", dobou kultivace. Principem je pozitivni
selekce buné€k rezistentnich k zinku. Doba potfebnd ke vzniku linie PC3 rezistentni
na zinek byla minimalné tfi mésice. Nasledujici experimenty byly provadény
s bunécnymi liniemi rezistentnimi na zinek v koncentraci 50, 100 a 150 uM, coz je
ptiblizné€ 1, 2 a 3 nasobek hodnoty ICsy pro wt PC3 bunécnou linii k zinku (na zakladé

analyzy MTT).



Postup

* Pfi pasazovani bunék byla do kultivaéniho média pfidana odpovidajici koncentrace

zinec¢natych ionti.
* Buiiky byly kultivovany za standardnich podminek (37 °C, 5 % COx).
« Pii kazdé vyméng média bylo nutno opét dodat potiebné mnozstvi Zn*".

* Bunky byly pozorovany pod mikroskopem a pritbéZné byla hodnocena jejich viabilita

a mitoticky potencial, proliferace.

5.1.3 Izolace mRNA
K izolaci RNA byl pouzit kit dodavany firmou Roche (High Pure RNA Isolation Kit,

Némecko). Jednotlivé roztoky potiebné k izolaci mRNA jsou soucasti tohoto kitu

(lyzac¢ni pufr, DNasa, inkubacni pufr, promyvaci puftr I a II, elu¢ni pufr), PBS.
Material a pouzité pristroje

Jednorazovy plastovy ¢i sterilni material, pipety, Skrabky na bunky, centrifugacni
zkumavky, mikrozkumavky, filtratni mikrozkumavky, NanoDrop (Thermo Fisher

Scientific Inc., Wilmington, USA).
Postup

* Bunky byly sklizeny mechanicky pomoci Skrabky na buniky do stavajictho média.

M¢édium s buikami bylo pieneseno do centrifuga¢ni zkumavky.

* Po centrifugaci pfi 2700 g po 7 min. bylo médium odsato, pelet bun¢k byl

rozsuspendovan v 2 ml PBS.
* Po centrifugaci pfi stejnych parametrech (2700 g po 7 min.) byl PBS odsat.
* Pelet bunék byl rozsuspendovan v 200 ul PBS.

» Dale bylo pokraovano dle instrukci vyrobce izola¢niho kitu (High Pure RNA

Isolation Kit, Némecko).

 Ziskana bunécnd mRNA byla dale zpracovana nebo zamrazena na - 70 °C k dalsi

analyze.



Méreni Cistoty a koncentrace vyizolované mRNA

* Izolovana mRNA byla méfena na Nanodropu k detekci koncentrace nukleovych

keselin a Cistoty vzorku.
Cista RNA je charakteristicka parametry:
A260/280 > 2 (pomér charakterizuje kontaminaci bilkovinami)

A260/230 > 1,8 (kontaminace chalotropnimi solemi a fenolem)

5.1.4 Reverzni transkripce

K ptepisu izolované mRNA do c¢cDNA byl pouzit Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche, Némecko).

Material a pouZzité pristroje

Pipety, mikrozkumavky, mrazici desticka, mikrocentrifuga (Eppendorf, Germany),

sterilni box, termocykler (Labcycler, Schoeller).
Postup

* Vzorek mRNA nafedime PCR cistou vodou do objemu 11 pl (na mnozstvi RNA
500 ng), pfipipetujeme 2 pl random hexamert, vzorky vlozime do termocycleru

a nastavime program na 10 min. pfi 65 °C.

* Pfipipetujeme 7 pl mastermixu (viz tab. 6), vlozime do termocycleru. Ptepis probiha

pii téchto paremetrech: 10 min., 25 °C; 60 min., 50 °C; 5 min., 85 °C.

Takto ziskana cDNA je ihned pouzita k analyze qRT-PCR, nebo uchovéna

k pozdéjsimu zpracovani pii — 20 °C.

Tabulka 6 : Slozeni mastermixu pro reverzni transkripci.

0,5 pl inhibitoru (Protector RNase inhibitor, 40 U/ul)
0,5 pl transkriptasy (Transcriptor Reverse Transcriptase, 20 U/ul))
4 ul pufru (Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer, 5x konc.)

2 pl dTP (Deoxynucleotide Mix, 10 mM kazdy)




5.1.5 Kvantitativni PCR v reialném case (QRT-PCR)

Analyza byla provedena s vyuzitim chemismu TagMan sond. Veskeré roztoky jsou

dodavané firmou Applied Biosystems, USA (pouzité sondy viz tab. 7).
Material a pouzité pristroje

Pipety, mikrozkumavky, mrazici desticka, mikrocentrifuga, sterilni box, analyzator
Real-Time PCR (ABI Prism 7000 Sequence Detection Systems; Applied Biosystems,
USA).

Analyza byla provedena s vyuzitim chemismu TagMan sond, které se vazou
na cilové struktury a po Stépeni DNA-polymerasou fluoreskuji. Fluorescence je

zaznamenana pristrojem.
Postup

* 5x nafedénéného vzorku cDNA bylo pipetovano 5 pl do kazdé jamky mikrotitracni

desticky. Seznam detekovanych gentl a jejich assay ID je uveden v tabulce sedm.
* Do kazd¢ jamky bylo pipetovano 15 pl reakéni smési na PCR (viz tab. 8).
* Jako referen¢ni gen byl pouzit S-aktin.

» Reakce probihala v pfistroji ABI PRISM 7000 dle programu: 94 °C, 10 min.; 94 °C,
10 s; 60 °C, 1 min. Bylo provedeno 40 cykld PCR.

 Ziskana data z pfistroje byla vyhodnocena s pouzitim metody ,,delta delta Ct* podle
metodiky navrzené Applied Biosystems. Exprese f-aktinu se pouziva pro normalizovani

hodnot exprese cilového genu.

Tabulka 7: Pouzité sondy.

detekovany gen assay ID
MTIA Hs00831826 ml
MT2A4 Hs02379661 ml

Zipl Hs00205358 ml
ZnT-1 Hs00253602 ml
MMP?2 Hs01518727 ml
MMP9 Hs00234579 ml
TIMP1 Hs00171558 ml
TIMP2 Hs00234278 ml
P-aktin Hs99999903 ml




Tabulka 8: Reak¢ni smés na PCR (uvedené hodnoty jsou na jeden vzorek).

1 ul roztoku sonda + primer (pro kazdy gen zvIast)
10 ul Master Mix (dodano vyrobcem)

4 ul vody

5.1.6 Imunocytochemie

Chemikalie

Primarni protilatky: MT, rabbit polyclonal Ab (sc-11377); ZIP-1, goat polyclonal Ab
(sc-103945); MTF-1 goat polyclonal Ab (sc-26844); Zn-t-1, goat polyclonal Ab (sc-
27501). VSechny protilatky jsou od Santa Cruz Biotechnology.

Sekundéarni protilatky: peroxidase goat anti-rabbit IgG antibody (Vector
laboratories), bovine anti-goat [gG-HRP (sc- 2352 Santa Cruz Biotechnology).

Kultivaéni média Ham's F-12 (PAA Laboratorie GmbH, Rakousko), peroxid vodiku
(Lach-Ner), PBS (Invitrogen, USA), Normal Horse Serum (Vector Laboratories), DAB
(Liquid DAB+ Substrate Chromogen System, DAKO), Hematoxylin Mayertuv (Cerstvé
pfipraveny, na 100 ml destilované vody: 0,1 g hematoxylin, 0,02 g jodi¢nan sodny, 5 g
siran hlinito-draselny, 0,1 g kys. citronové, 5 g chlorhydrat), kanadsky balzam (Intraco
Micro), xylen (Chemopol, Praha), metanol (Penta, Chrudim) etanol (Penta, Chrudim),
aceton (ML chemica, Troubsko), voda destilovana, voda vodovodni, Tween (Sigma-

Aldrich).
Ostatni material a pouZité pristroje

Bunééna suspenze, box slaminarnim proudénim vzduchu (Merci, CR), centrifuga
5810R (Eppendorf, Némecko), magnetické michadlo (Laboratorni pfistroje, Praha),
termostat (Robbins Scientific Corporation, USA), mikroskop (Nikon, Optiphot 2,
Japan), podlozni skla, Petriho misky, barvici kyvety, vlhka komurka, hydrofobni fix,
pipety, nastavec na pipety, Spicky, kadinka, mikrozkumavky, filtra¢ni papir, laboratorni

sklo, buni€ina.



Metodika

Imunocytochemicka analyza se vyuziva k detekci proteinii v bunéénych preparatech.
Metoda vyuzivd vazby primarni protilatky na studovany protein (antigenni
determinantu). Na primarni protilatku se ndsledné vaze protilatka sekundarni, kterd je
znatend kifenovou peroxidasou (HRP). HRP pieméiiuje substrit DAB (3,
3’diaminobenzidin) na hnéd¢ zbarveny produkt. Jadra dobarvena hematoxylinem jsou

modra.

K zavedeni a optimalizaci metody pro mistni podminky jsem vyuzila nasledujicich

zdroju:

- Postupy pouzivané pro rutinni imunohistochemickou diagnostiku v laboratotfich

na Ustavu patologie FN Brno.

- Postupy pouzivané na Ustavu histologie a embryologie LF UPOL pro vyzkumné

ucely.

- Priivodce pro znaceni antigenti od firmy Vector Laboratories (www.vectorlabs.com,

12.3.2014).

- Informace k syst¢ému pro imunoperoxidasové znaceni (www.vectorlabs.com,

12.3.2014).
- Metodiku popsanou v publikaci Knoeppa a kolegti (Knoepp et al., 2013).
Postup

* Bunécna suspenze byla pifi pasdZzovani rozseta na sterilni podlozni sklo v Petriho

misce.

» Buniky adherovaly na podlozni sklo pfiblizn€ 4 h v termostatu, pak byla Petriho miska

doplnéna piislusnym kultivaénim médiem.

* Po nartistu bun€k do 80% konfluence byly buiiky po oplachu PBS fixovany 10 min.
ledovou smési metanol/aceton v poméru 1:1. (Po tomto kroku Ize buiiky uchovat pro

pozdéjsi analyzu pfti - 20 °C.)

* Podlozni skla byla oplachnuta 3x v PBS po dobu 5 min. Poslednich 5 min. byl do PBS
pridano 10 pl detergentu TWEEN-20.


http://www.vectorlabs.com/
http://www.vectorlabs.com/

* 3% peroxidem vodiku (fedénym v destilované vod€) byla 20 min. blokovéna

endogenni peroxidasa.
* Preparaty byly oplachnuty 3x po 5 min. v PBS.
* Okoli preparatu bylo oznac¢eno hydrofobnim fixem.

* Nespecifické vazebné pozadi bylo blokovdno normalnim koniskym sérem (NHS) po

dobu 10 min (www.vectorlabs.com, 12.3.2014).

* Nasledné byla aplikovana pfislusna primarni protilatka nafedénd v poméru 1:50

v PBS. Inkubace probihala ptes noc (16 h) pti 4 °C ve vlhké komirce.
* Po inkubaci byly preparaty 3x plachnuty v PBS po 5 min.

» Byla aplikovana pfislusna sekundéarni protilatka znacend HRP, fedéna 1:250 v PBS.

Inkubace probihala ve vlhké komtrce pfi laboratorni teploté po dobu 45 min.
* Preparaty byly proplachnuty 3x po 5 min. v PBS.

* Na preparaty byl aplikovan Cerstvé pfipraveny substrat DAB (na 1 ml substratového

pufru 20 pl DAB chromogenu) po dobu 5 min.

* Preparaty byly oplachnuty po dobu 5 min. destilovanou vodou.

* Jadra bunék byla kontrastn¢ dobarvena Mayerovym hematoxylinem po dobu 3 min.
* 10 min. byly preparaty ponechany v kyveté s vodovodni vodou (modrani jader).

* Preparaty byly odvodnény vzestupnou fadou alkoholu (1x5 min. 70% alkohol, 1x5
min. 80% alkohol, 1x5 min. 96% alkohol), ptevedeny do xylenu (1x5 min. smés aceton-

xylen 2:1) a projasnény (1x5 min. xylen).
* Vzorky byly montovany kanadskym balzdmem a uzavirany pod kryci sklicko.

* Preparaty byly hodnoceny pod svételnym mikroskopem. Hodnoceni je

semikvantitativni ve srovnani s kontrolnimi vzorky. Je detekovana lokalizace proteini.
Mira fale$né pozitivity je minimalizovana nasledujicimi metodickymi kroky:

- Zpracovanim negativnich kontrol (odhaleni nespecifickych vazeb sekundarnich

protilatek).


http://www.vectorlabs.com/

- Blokaci vazebného pozadi normalnim koniskym sérem. Sérum vyvaze volné Fc
receptory imunoglobulinii pfitomnych na membrdnach bunék, které by mohly

nespecificky reagovat s primarni nebo sekundérni protilatkou.

- Z diivodu pouziti sekundarnich protilatek zna¢enych kienovou peroxidasou (HRP) je
tteba blokovat endogenni aktivitu tohoto enzymu. Peroxidem vodiku dojde k vysyceni

enzymove aktivity.

5.1.7MTT
Chemikalie

EDTA, trypsin (PAA, Rakousko), kultivaéni média, promyvaci médium, testovana latka
(cytostatikum CisPlatina 0,5 mg. ml ', Medac, Némecko); ZnSO, (BioReagent,
Francie, vhodny pro bunécéné kultury); MTT reagencie (3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromide), DMSO (dimetylsulfoxid), glycinovy puft.

Material a pouzité pristroje

Centrifuga 5810R (Eppendorf, Némecko), Skrabka na bunky, mikrotitracni desticka,
pipety, Spicky, vertikalni spektrofotometr (Versa Max tunable microplate reader,

Molecular Devices, USA), alobal.
Metodika

Bunky byly inkubovéany v 96 jamkovych destickéach s testovanymi latkami (cytostatika)
po dobu 24 h v termostatu pfi 37 °C. Metoda je zalozena na redukci zlut¢tho MTT
reagentu mitochondridlnimi enzymy zivych bun¢k na nerozpustny formazan. Ten je
nasledné¢ rozpuStén pfidanim silného detergentu. Zbarveni je hodnoceno
spektrofotometricky pii vinové délce 540 nm. Hodnota absorbance roztoku odpovida
mnozstvi zivych bunék. Na zdklad¢ vyslednych hodnot absorbance je piepocitana
hodnota ICsy pro testovanou latku k dané bunécéné linii. Hodnota ICsy je polovina
maximalni inhibi¢ni koncentrace, tj. takova koncentrace stanovované latky, kterd usmrti

50 % bunék.
Postup

* Z kultiva¢ni nddoby bylo odséato pouzité médium a bunky byly proplachnuty EDTA.



* Buiiky byly proplachnuty trypsinem po dobu 30 s, trypsin byl odsat a kultivacni

nadobka byla vloZena na 5 min. do termostatu.

* Buiky byly splachnuty pfislusSnym médiem a bunécna suspenze byla pienesena

do centrifugacni zkumavky.

* Po centrifugaci pfi 2700 g po 7 min. pfi 4 °C byl odsat supernatant a bunky byly

rozsuspendovany v médiu.
* Mnozstvi bun¢k bylo pocitano (viz pocitani bunck, kapitola 5.1.8)

* Builky byly nafedény kultivatnim médiem na mnoZzstvi piiblizné¢ 10 000 bunék

na 200 pl.

* Do jamek v prvnim a poslednim sloupci bylo pipetovano ¢isté médium, do jamek

v ostatnich sloupcich bylo pipetovano po 200 pl bunééné suspenze.
* Buniky byly kultivovany v termoboxu do nértstu do optimalni konfluence (asi 70 %).

» Médium bylo odsato a byla pfidana testovana latka o vzrustajici koncentraci do jamek
ve sloupcich 2—11. Do jamek prvniho a posledniho sloupce bylo piidano jen kultivaéni

médium.
* Testovana latka piisobila na bunky 24 h v termostatu.

* Médium v jamkach 1-11 sloupce bylo odsato. Bylo ptfidano 200ul kultivacniho média
a 50ul MTT (5 mg-ml'l). Desticka byla zabalena do alobalu a byla na 4 h ulozena

do termostatu.

* Obsah jamek 1-11 sloupce byl odsat a bylo ptfidano 200 pl DMSO a 25 pul

glycinového pufru.
* Po promichani byla méfena absorbance pii 570 nm na vertikalnim spektrofotometru.

* Vysledna hodnota absorbance byla piepocitana na hodnotu ICs pro testovanou latku.

5.1.8 Poéitani bunék

Chemikalie

Casy tone, pipety, 10 ml zkumavky k pocitani bunék.



Material a pouzité pristroje

Piistroj na pocitani bundk CASY® Cell Counter (Roche, Svycarsko), plastové
zkumavky, pipety, Spicky.

Postup

* Do 10 ml CASY TONE bylo napipetovano 100 ul bunécné suspenze. Vzorek byl

promichan.

* Analyzator byl 3x procistén, byly nastaveny parametry pro pozadovanou bunécnou
linii.
* Byla méfena bunécna viabilita a pocet bun€k. Pokud je koncentrace bunééné suspenze

ptili§ vysoka, pfistroj neni schopen detekovat pocet bunck. Je tieba suspenzi bunék

nafedit a méfeni opakovat.

5.1.9 Detekce zinku a volnych thioli

Material

Podlozni skla, Petriho misky, Fluorescenc¢ni mikroskop (Axioskop 40, Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Germany), PBS, 5-(bromomethyl)fluorescein (5-BMF, Sigma-Aldrich),
DMSO, digitalni fotoaparat (Olympus Camedia 750, Olympus, Tokyo, Japan), sonda
N(6-metoxy-8-quinolyl)-p-toluen sulfonamid (TSQ, Invitrogen), pracovni TSQ roztok,
PBS (pH 7,6).

Postup

Zinek a volné thiolové skupiny byly barveny s pouzitim specialnich detek¢nich technik
a obraz byl sniman pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Buiky byly k analyze

zpracovany v nasi laboratofi, nasledna detekce probihala v laboratotich na VFU Brno.

* Bunécna suspenze byla pifi pasdZovani rozseta na sterilni podlozni sklo v Petriho

misce.

* Buniky adherovaly na podlozni sklo ptiblizn€ 4 h v termostatu, pak byla Petriho miska

doplnéna piislusnym kultivaénim médiem.

* Bunky byly kultivovany v termostatu pfi 37 °C a pii 5 % CO, do poZadované

konfluence.



« Mikroskopicka skla byla nejprve oplachnuta médiem bez Zn”" a nasledn& PBS.

* Volné -SH skupiny byly detekovany pomoci 5-(bromomethyl)fluoresceinu (5-BMF),
ten byl bezprostfedné pred pouzitim ptfipraven Cerstvy ze zasobniho roztoku (nafedén

PBS na koncentraci 20 uM). Preparaty byly inkubovéany 1 h pti 37 °C ve tm¢.

* Preparaty byly 3 x proplachnuty PBS, pozorovany ve fluorescenénim mikroskopu

a fotografovany.

* Pro detekci volného zinku v buiikdch byla pouzita sonda TSQ (N-(6-methoxy-8-
quinolyl)-p-toluene sulfonamide). Detekéni roztok TSQ byl pfipraven bezprostiedné
pred pouzitim nafedénim zasobniho roztoku (PBS na cilovou koncentraci 10 uM).

Preparaty byly inkubovany 30 min. pfi 37 °C ve tm¢.

* Preparaty byly 3 x promyty v PBS, pozorovany ve fluorescen¢nim mikroskopu

a fotografovany.

5.1.10 Scratch assay

Material

Veskeré materidly potfebné ke kultivaci bunéénych kultur (viz kap. 5.1.1), mikroskop
NIKON ECLIPSE TS100 (Nicon, Japonsko), fotoaparat Nikon (digital camera D80,
Thailand), Zluté4 Spicka (200 pl).

Metodika

Scratch assay je jednuducha a dobfe proveditelnd metoda pro méfeni migrace bunck
in vitro. Buniky jsou kultivovany v malych Petriho miskach. Po naristu bunék do 100%
konfluence je provedena ryha (scratch) zlutou SpiCkou. Detekujeme zaceleni ryhy

v pravidelnych ¢asovych intervalech. Fotografie jsou programovée hodnoceny.

Byla analyzovédna schopnost migrace nadorovych zinek rezistentnich bunék (PC3,
dlouhodobé kultivovana v koncentraci zinku 50 uM) ve srovnani s migraéni schopnosti

bunék linie wt PC3.
Postup

* Bunky byly pfi pasdzovani rozsety do malych Petriho misek, byly kultivovany
za standardnich podminek (37°C, 5 % COy).



* Po nartistu bunék do monovrstvy (100% konfluence) byla provedena ryha Zlutou

(200ul) Spickou. Pro zajisténi stejného mista fotografovani byla vytvofena referencni

ryha.
* Bylo vyménéno médium a pfidan zinek dle koncentrace.

* Buniky jsme fotografovali v pfedem stanovenych ¢asovych intervalech v mikroskopu
s fazovym kontrastem. Cas, kdy byla provedena ryha a zdokumentovéna prvni
fotografie oznacime jako Cas nula. Dalsi snimky byly provcedeny v intervalech 2, 4, 6,

8a24h.

* Fotografie byly hodnoceny s vyuzitim programu TScratch (CSElab) (Geback et al.,
2009).

* Fotografie byly hodnoceny na zaklad¢ procentualniho pokryvu bunikami. Namétené

hodnoty odpovidaji procentualnimu zastoupeni volné plochy na snimku.
* Vypocitali jsme podil téchto hodnot za 24 hod ve srovnani s ¢asem nula.

* S vyuzitim T-testu byla vyhodnocena statistickd vyznamnost. Hladina vyznamnosti,

na které byla statisticka analyza provedena je p=0,05.



6 VYSLEDKY

6.1 Zinek rezistentni linie
Dle popsané metodiky (viz 5.1.2) byla vytvofena nadorova prostatické linie odvozena
z linie wt PC3, trvale zivotaschopnd ve vysokych koncentracich zinku (dale v textu

oznacovana jako zinek rezistentni).

V ptedchozich experimentech byla stanovena hodnota ICsy pro zinek u nadorové
prostatické bunééné linie PC3 na 55,5 uM (Sztalmachova et al., 2012; Masarik et al.,
2012a). Pozitivni selekci bunék rezistentnich k zinku byly vytvofeny zinek rezistentni
bunécné linie rostouci v koncentracich zinku nékolikrat prevysujici jejich ptivodni wt
ICsp. Pro dlouhodobou kultivaci byly vyuzity nasledujici koncentrace zinku: 50 uM,
100 uM a 150 uM, coz odpovida 1-, 2-, 3- nasobku hodnoty ICsy. Rezistentni bunky
byly schopné d¢€leni a ristu v koncentracich zinku vysSich nez trojnasobek standardni
hodnoty ICsyp. Doba potiebnd k vytvofeni bunécnych linii rezistentnich na zinek

(trojnasobek ICsg) byla minimalné tfi mésice.

6.2 Analyza exprese vybranych gent

K analyze expresniho profilu vybranych genid korespondujicich s metabolismem
a transportem zineCnatych iontd byly vyuzity zinek rezistentni bunécéné linie PC3
(dlouhodobé kultivované v médiu s koncentraci zinku odpovidajicich 1-, 2-, 3- ndsobek
hodnoty ICsy pro zinek) a bunécna linie PC3 (wt) vystavena kratkodobému plisobeni

zinku (24 h) v koncentracich 50 uM, 100 uM a 150 pM.

Exprese viech studovanych genti byla porovnana snulovou koncentraci Zn
v kultivaénim médiu u bunééné linie wt PC3. Jako referen¢ni gen byl pouzit B-aktin
(ACTB). K analyze byly vybrany nésledujici geny: Zipl, ZnT-1 (zinkové transportéry);
MTIA, MT24 (kov vazajici proteiny, metalothioneiny); MMP-2 a MMP-9 (zinek
vazajici proteiny); TIMP-1 a TIMP-2 (tkanové inhibitory MMP).

Grafy nize zobrazuji miru exprese pro jednotlivé geny a vizualizuji rozdily mezi
kratkodobym (24 h) a dlouhodobym (zinek rezistentni bunétnd linie) plisobenim
zine&natych ionti. Koncentrace Zn>" odpovida nasobkiim hodnoty ICs pro linii wt PC3

(0 uM, 50 pM, 100 pM a 150 pM Zn*") (viz grafy 1-7).
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Graf 1: Exprese genu MTI1A4. Graf zobrazuje vliv zineCnatych iontti na expresi genu MTIA.
Srovnani kratkodobého piisobeni Zn>* (24 h) a zinek rezistentni bun&éné linie (rezist. ).
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Graf 2: Exprese genu MT2A. Graf zobrazuje vliv zine€natych iontli na expresi genu MT2A4.
Srovnani kratkodobého ptisobeni Zn** (24 h) a zinek rezistentni bun&éné linie (rezist.).
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Graf 3: Exprese genu ZiplA. Graf zobrazuje vliv zineCnatych iontlh na expresi genu ZiplA.
Srovnani kratkodobého paisobeni Zn>* (24 h) a zinek rezistentni bun&éné linie (rezist. ).
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Graf 4: Exprese genu Zn7-1. Graf zobrazuje vliv zinecnatych iontd na expresi genu ZnT-1.
Srovnani kratkodobého piisobeni Zn** (24 h) a zinek rezistentni bundéné linie (rezist.).
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Graf 5: Exprese genu MMP-9. Graf zobrazuje vliv zine¢natych iontl na expresi genu MMP-9.
Srovnani kratkodobého paisobeni Zn>* (24 h) a zinek rezistentni bun&éné linie (rezist. ).
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Graf 6: Exprese genu TIMP-1. Graf zobrazuje vliv zine¢natych iontdl na expresi genu 7/MP-1.
Srovnani kratkodobého piisobeni Zn** (24 h) a zinek rezistentni bun&éné linie (rezist.).
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Graf 7: Exprese genu TIMP-2. Graf zobrazuje vliv zine¢natych iontd na expresi genu 7IMP-2.
Srovnani kratkodobého paisobeni Zn>* (24 h) a zinek rezistentni bun&éné linie (rezist. ).

Exprese gent MTI1A, MT24 a ZnT-1 vyrazné€ koreluje s pfidanym zinkem u obou
typt linii. Mira exprese téchto gent byla zvySena u zinek rezistentni bunécné linie,
zejména u koncentraci zinku odpovidajici trojnasobku hodnoty ICsy . Exprese genu
MTIA (viz graf 1) byla zvySena az desetindsobn¢ u zinek rezistentni linie (ve srovnani
s linii wt), exprese genu MT24 (viz graf 2) byla zvysSena az trojnadsobn¢ a exprese genu
ZnT-1 (viz graf 4) byla zvySena sedminasobné u zinek rezistentni linie ve srovnani

s linii wt.

Hladina vyznamnosti, na které byla provedena statistickd analyza, odpovida p=0,05.
S vyuzitim Pearsonovy analyzy byla prokdzédna signifikantni pozitivni korelace mezi
koncentraci zine¢natych iontl v médiu a expresi genit MTIA (1=0,9126, p=0,004),
MT24 (1=0,9337, p=0,002) a ZnT-1 (r=0,8918, p=0,007). U ostatnich genii nebyla
potvrzena signifikantni korelace (p>0,05). U genu MMP-2 nebyl ve vétsingé vzork

detekovan pii qRT-PCR Zadny signal, proto vysledky nebyly dale zpracovavany.

Déle byla detekovana koexprese vybranych genii. Tyto udaje shrnuje nésledujici
tabulka (viz tab. 9). Lze pozorovat, Ze statisticky vyznamnou koexpresi vykazuji
nasledujici dvojice gent: MTIA a MT2A4, ZnT-1 a MT2A, ZnT-1 a MTIA, TIMP-1
aZipl, TIMP-2 a Zipl.



Tabulka 9: Hodnoceni koexprese detekovanych gend. Cervené zvyraznéné jsou hodnoty
statisticky vyznamné, r=korela¢ni koeficient, p= hladina vyznamnosti.

MT2A MTI1A ZIP1 ZnT-1 MMP-9 TIMP-1 TIMP-2

MT2A  =1,0000 08455 10,4114 109725 104073 1=0,3175 1—-0,0063

p= - p=0,008  p=0311  p=0,000 p=0,317  p=0,444  p=0,988
MTIA  =0,8455  r=1,0000 1=0,3912 1=0,7515 1=02346 1=02741  1=-0,0660

p=0,008  p=--- p=0,338  p=0,032  p=0,576  p=0,511  p=0,877
ZIP1 r=04114  r=0,3912  r=1,0000 r=04587 r=0,3077 r=0,9070  r=0,7284

p=0311  p=0,338  p=- p=0,253  p=0458  p=0,002  p=0,040

ZnT-1  =09725  =0,7515  1=0,4587 r=1,0000 r=04886 r=0,4185  r=0,1224

p=0,000  p=0,032  p=0253  p=--— p=0219  p=0302  p=0,773
MMP-9  r=0,4073  r=0,2346  1=0,3077 1=0,4886 r=1,0000 r=0,5222  r=0,4846

p=0,317 p=0,576 p=0,458 p=0,219 p=--- p=0,184 p=0,224
TIMP-1  1=0,3175 =0,2741 =0,9070  r=0,4185 r=0,5222 r=1,0000 1=0,9239

p=0,444  p=0,511 p=0,002  p=0302  p=0,184  p=--— p=0,001
TIMP-2 =-0,0063 r=-0,0660 r=0,7284 1=0,1224 1=0,4846 r=0,9239  =1,0000

p=0988  p=0,877  p=0,040  p=0,773  p=0224  p=0,001  p=--

Dale bylo detekovano, zda méa koncentrace Zn>" & ziskand rezistence vliv
na expresni profil. S vyuzitim ANOVA testu (faktorova analyza rozptylu) bylo urceno,
ze vliv na expresni profil detekovanych genli ma koncentrace zinec¢natych iontl

v kultivaénim médiu (p=0,024), nikoli vSak ziskana rezistence buné€k k zinku (p=0,609).

Pomoci Fischerova post-hoc testu byl prokazan signifikantni vliv rozdilnych
koncentraci zine¢natych iontl na expresi gent ZnT-1, MTIA a MT2A4 u obou typl (wt

1 rezistentnich) sledovanych linii.

6.3 Analyza viability bunék (MTT)

K detekci zivotnosti bun€k byl vyuzit MTT test. Pfedchozimi studiemi byla stanovena
hodnota ICsy pro wt PC3 bunécnou linii k zinku (Sztalmachova et al., 2012). Byla
detekovana viabilita zinek rezistentni bunécné linie (koncentrace zinku 1x hodnota ICs)
po 24 h pisobeni Zn** ve vzristajicich koncentracich (3kala 0-2000 uM Zn>"). Hodnota
ICso (viz 5.1.7) pro zinek rezistentni linii byla 1,4 nasobné vyssi, ve srovnanim s wt PC3

bunécnou linii (viz tab. 10).

Dale byla stanovena hodnota ICsy k cytostatiku cisplatiné (Skala 0-250 uM cisPt)

ato pro bunécnou linii zinek rezistentni ve srovnani s linii wt PC3. U rezistentnich



bunék byla hodnota ICsy pro cisPt zvySena 1,6 krat. Vysledky analyzy MTT shrnuje
tabulka 10.

Dlouhodoba kultivace se zinkem tedy zvySuje rezistenci bunék nejen k zinku, ale

také k cisplating.

6.4 Imunocytochemicka analyza

K potvrzeni expresni analyzy byla vyuZita metoda imunocytochemie na bunéénych
kulturach. K detekci byly vybrany nasledujici proteiny, které bezprosttedné ovliviuji
metabolismus zinku: Zipl, ZnT-1 (zinkové transportéry), MT (metalothionein), MTF-1

(kov regula¢ni transkripéni faktor).

Soubézné byly zpracovany negativni kontroly (viz 5.1.6) k odhaleni nespecifickych
vazeb sekundarni protilatky (obr. 6). Kontroly byly zpracovany ke kazdé
ze sekundarnich protilatek. Tyto preparaty vykazovaly negativni reakci (nepfitomnost
hnédého zbarveni). Mlizeme tedy vyloucit ptfipadnou faleSnou pozitivitu zptisobenou
nespecifickymi vazbami sekundarnich protilatek. K vylouceni jinych moznosti falesné
pozitivnich vysledki je soucasti metodického postupu blokace endogenni peroxidasy
a blokace vazebného pozadi normalnim konskym sérem (NHS), (viz kap. 5.1.6).

Tabulka 10: Analyza hodnot ICs, pro zinek a cisplatinu: srovnani zinek rezistentni bunééné linie
a wt linie PC3.

Zn> uM cisplatina pM
wild type PC3 55,5 74,9
zinek rezistentni PC3 83+4,7 116,7+70




Obrazek 6: Imunocytochemicka detekce vzorkd negativnich kontrol. (I.) bunééna linie wt PC3
(II.) zinek rezistentni linie PC3. Kontroly nevykazuji jakoukoli pozitivitu. Velikost usecky
50pm.

Detekce vybranych proteinti (viz vySe) byla provedena na zinek rezistentni linii PC3
(kultivované v koncentraci zinku odpovidajici 1 x ICso, tj. 50uM Zn”"). Vysledky této
detekce byly srovnavany s preparaty linie wt PC3 (bez piidaného zinku). Fotografie
v levém sloupci zachycuji detekci vybranych proteinti v linii wt PC3, fotografie vpravo
pak linii zinek rezistentni (viz obr. 7). Prvni dvojice fotografii dokumentuje protein
Zipl. Ten je lokalizovan nejen na membrané ale i intracelularné (viz kap. 7). Lze
pozorovat mirné zvySeni miry pozitivity zbarveni u preparatu se zinek rezistentnimi
bunikami ve srovnani s butikami linie wt. Dalsi dvojice preparati detekuje protein ZnT-
1. Mira pozitivity je v preparatu zinek rezistentni linie mirn¢ vyssi nez u linie wt PC3.
Fotografie E a F zobrazuji metal regulacni faktor (MTF). Intenzita zbarveni je
v preparatu s buiitkami zinek rezistentni linie vyrazn€ zvySena ve srovnani s linii wt.
Posledni dvojice fotografii (G a H) dokumentuji protein metalothionein. Lze pozorovat
vyrazné zvySeni miry pozitivity reakce v preparatech zinek rezistentnich bunék
ve srovndni s wt buitkkami. To je v souladu analyzou exprese genu pro MT a také

s faktem, ze zvySend koncentrace zinku vyrazné indukuje expresi MT.



Obrazek 7: Imunocytochemicka detekce vybranych proteint. Pfitomnost hnédého zbarveni
zna¢i pozitivitu, jadra jsou dobarveny hematoxylinem modfe. Srovnani linie wt PC3 (levy
sloupec) a linie zinek rezistentni PC3 (sloupec vpravo). (A) Detekce Zip, linie wt (B) detekce
Zip, linie zinek rezistentni (C) detekce ZnT-1, linie wt (D) detekce ZnT-1, linie zinek rezistentni
(E) detekce MTF, linie wt (F) detekce MTF, linie zinek rezistentni (G) detekce MT, linie wt (H)
detekce MT, linie zinek rezistentni. Velikost Gsecky 50pm.



6.5 Fluorescen¢ni znaceni
Pro potvrzeni, Ze zinek rezistentni bunééné linie jsou ovlivnény vysokou koncentraci

zinku, bylo provedeno fluorescencni znaceni.

Detekce volnych thiolovych skupin a volného zinku (Zn*") byla provedena na zinek
rezistentni linii PC3 (kultivované v koncentraci zinku odpovidajici 1 x 1Cs, tj. S0uM
Zn*"). Vysledky této detekce byly srovnavany s preparaty linie wt PC3 (bez ptidaného

zinku).

6.5.1 Detekce volnych thiolu

Za intracelularni vazbu iontd kova jsou zodpovédné slouCeniny bohaté na volné -SH
skupiny. Thioly byly detekovany fluorescencné vazbou sondy 5-BMF (viz kap. 5.1.9).
Semikvantitativné byla hodnocena mira pozitivity fluorescence a bunécna lokalizace.
Bylo detekovano vyrazné zvySeni fluorescence u bunétné linie zinek rezistentni
ve srovnani s linii wt (viz obrazek 8, snimek A a B). Pozitivita je pozorovatelna

zejména v jadérku a také kolem jadra a v cytoplasmé.

6.5.2 Detekce zinku

Intracelularni volny zinek (Zn>") je detekovan specifickou sondou (TSQ, viz 5.1.9).
U bun¢k PC3 je rozdil mezi wt a zinek rezistentni linii mén¢ viditelny (viz obrazek 8),
1 kdyz je z ostatnich experimentl ziejmé, ze tato bunécna linie byla schopna akumulovat
zinek. Pozitivita je detekovana na obou snimcich (C i D). Zinek je lokalizovan difizné,

jak v jadre, tak i v cytoplasmé.



Obrazek 8: Detekce volnych thiold (A+B) a intracelularniho zinku (C+D). Pfitomnost
fluorescence znaci pozitivitu. Srovnani linie wt PC3 (snimky vlevo) a linie zinek rezistentni
(vpravo) PC3. (A) detekce volnych thiolovych skupin, wt (B) detekce volnych thiolovych
skupin, linie zinek rezistentni (C) detekce volného zinku (Zn>"), linie wt (D) detekce volného
zinku (Zn”"), linie zinek rezistentni. Zobrazena tisetka odpovida 50pum.

6.6 Scratch assay

Schopnost migrace nadorovych bunék byla detekovéana in vitro s vyuzitim metody
scratch assay. K hodnoceni byl pouzit program TScratch (CSElab) (Geback et al.,
2009). Nameétené hodnoty odpovidaji procentudlnimu zastoupeni volné plochy na
snimku. Dle vypoctu (viz kap. 5.1.10) ziskdme hodnoty po 24 hodinach (v porovnani
s Casem nula) (viz tab. 11). T-testem byla vyhodnocena statisticka vyznamnost. Hladina
vyznamnosti, na niz byla statisticka analyza provedena, odpovida p=0,05.

Tabulka 11: Hodnoceni migra¢ni schopnosti nadorovych bunék za 24 hodin. Srovnani buné¢né

linie wt PC3 s linii zinek rezistentni. Hodnocena jsou data ziskanad z fotografii na zacatku
experimentu (¢as nula) a po 24 hodinach.

pomér 24:0 smérodatni odchylka

wild type PC3 0,397789087 0,335
zinek rezistentni PC3 0,798674383 0,056




Vyslednd data byla graficky zpracovdna, pro piehlednost byla pfepocitana
na kontrolni bun&€nou linii (wt PC3). Analyza ma za cil detekovat rozdilnost v migra¢ni
schopnosti bunék zinek rezistentni linie. Graf zobrazuje schopnost migrace nadorovych
bunck za 24 h (viz graf 8). K porovnani byla detekovdna migrace bunék linie wt PC3
a linie zinek rezistentni PC3. Statisticky se jedna o hrani¢né vyznamny jev. Z vysledka

je zfejmé, Ze zinek rezistentni buiiky migrovaly pomaleji neZ buniky linie wt.
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Graf 8: Migraéni schopnosti nadorovych bunék. Srovnani zinek rezistentni buné¢né linie
(rezist.) a wt linie PC3. Hladina vyznamnosti odpovida p=0,0542.

Fotografie pro ukazku dokumentuji migra¢ni schopnost nadorovych bunék linie wt
PC3 azinek rezistentni bunécéné linie pfi zacatku experimentu a po 24 hodinach (viz
obrazek 9). Migrace bun¢k byla dokumentovana v ¢asovych intervalech 0, 2, 4, 6, 8
a24 hodin. Demonstrativné jsou zobrazeny vybrané fotografie, které zastupujici
komplexni hodnoceni (tfi soub&ézné zpracované analyzy). Fotografie vlevo zobrazuji
stav na zacatku experimentu (Cas nula) tésn€ po vytvoreni ryhy. Fotografie umisténé
vpravo ukazuji stav po 24 hodinach inkubace. V zavislosti na migra¢nich schopnostech
maji buniky tendenci vytvofenou ryhu zacelit. Horni dvé fotografie zachycuji bunécnou

linii wt PC3, spodni dv¢ pak linii zinek rezistentni.



¢as 0 h S ‘ ¢as 24 h

Obrazek 9: Migrac¢ni schopnost nadorovych bungk linie PC3 po vytvofeni ryhy. Fotografie
vlevo (A+C) dokumentuji stav na zac¢atku experimentu (¢as nula), vpravo (B+D) jsou fotografie
ze stejné oblasti po 24 hodinach. (A+B) srovndni migrac¢ni schopnosti bun¢k nadorové linie wt
PC3 a (C+D) zinek rezistentni bunééné linie PC3. Zvétseni 100x.



7 DISKUSE

Vliv zine¢natych iontd na bunéfné linie odvozené od karcinomu prostaty byly
do nyn¢jSka studovany pii kratkodobém ptsobeni (Liang et al., 1999; Hasumi et al.,
2003; Banudevi ef al., 2010). K detekci dlouhodobého piisobeni zinku na prostatickou
bunécnou linii byla vytvofena (pozitivni selekci bunck rezistentnich k zinku) zinek
rezistentni bunécné linie. Rezistentni buiiky jsou viabilni a maji schopnost se délit

v koncentracich zinku, které ptesahuji trojndsobek standardni hodnoty ICsy.

V této praci jsem se zameéfila na analyzu zinek rezistentni bunécna linie odvozené
a vyselektované z wt PC3 prostatické bunécné linie (androgen necitlivd bunécéna linie

metastatického karcinomu prostaty).

7.1 Expresni profil

Byl stanoven expresni profil genl souvisejicich s metabolismem a transportem
zineCnatych iontd. Dulezitymi transportéry pro import zinku jsou transmembranové
prenaSece rodiny Zip (Eide, 2004; Kambe et al., 2004). Transportéry rodiny Zip jsou
dalezité¢ pro akumulaci zinku v prostatickych bunkach (Gaither a Eide, 2001; Kambe
etal., 2004). U malignich bun€k karcinomu prostaty je expresni hladina tohoto
transportéru snizena, coz je pravdépodobné pfi¢inou neschopnosti nadorovych
prostatickych bunék akumulovat zinek (Desouki et al., 2007). Z tohoto diivodu jsou
transportéry Zip 1 ostatni transportéry souvisejici s maligni transformaci Siroce
studovany a diskutovany. Zjistili jsme, Zze uroven exprese transportéru Zipl
nekorelovala se vzrustajici koncentraci zine€natych iontl. Statisticky vyznamny rozdil
v expresi Zipl nebyl pozorovan ani pii srovnani dlouhodobého a kratkodobého
pusobeni zine¢natych iontl na prostatickou bunécnou linii. Je pravdépodobné, ze
regulace exprese Zip je nezavisld na zinku. U mySiho modelu TRAMP (transgenni
adenokarcinom prostaty) byly detekovany vyznamné podobnosti s lidskym karcinomem
prostaty. Jednalo se o srovnani exprese Zip/, hladiny zinku a koncentrace citratu. Studie
Costella a kolegli poukazuje na nepfitomnost transportéru Zipl u modelu TRAMP.
Podobn¢ tak byla sniZena koncentrace ciratu a zinec¢natych iontd (Costello et al.,
2011b). My jsme vSak expresi Zipl u PC3 bun€k odvozenych od karcinomu prostaty
detekovali. Rada studii navrhuje oznadit zinek jako tumorovy supresor a Zipl, Zip2

1 Zip3 jako tumor supresorové geny karcinomu prostaty (Franklin ef al., 2005a; Franklin



a Costello, 2007; Desouki et al., 2007).Vyznam transportérti rodiny Zip je studovan

ve spojeni s celou fadou patologii, véetné malignit.

Intracelularni koncentraci zine¢natych iontii snizuji transportéry rodiny ZnT, které
jsou zodpovédné jednak za import zinku do bun&énych organel a také za export Zn>"
z buiiky. Jediny transportér lokalizovany na plasmatické membrané je transmembranovy
pienaSe¢ ZnT-1. Proteiny rodiny ZnT jsou transkripéné a posttranslacné regulovany
zinkem. Exprese ZnT-1 1 ZnT-2 je indukovana vysokou koncentraci zinku (Langmade
et al., 2000). To potvrzuji 1 naSe vysledky, které dokladaji expresni hladinu Zn7-1 po
kratkodobém 1 dlouhodobém ptisobeni zinecnatych iontli nékolikandsobné vyssi, nez
bez ovlivnéni zinkem. To odpovida mozné roli ZnT pii detoxikaci zinku (Langmade
et al., 2000). Jina studie ukazuje, Ze zvysSena exprese ZnT-1 a ZnT-2 udé€luje buitkam
BHK (baby hamster kidney) rezistenci k zinku (Liuzzi a Cousins, 2004). Tyto vysledky
koresponduji s nasi studii, nebot, jak je uvedeno, u zinek rezistentnich bunék jsme
pozorovali vyznamné zvysSenou expresi ZnT-1 se zvySujici se koncentraci zine¢natych

iontd v kultivaénim médiu.

Hladina metalothioneinu je v buiice ovlivnéna metal regulacnim transkripénim
faktorem (MTF-1). Ten reaguje piimo na koncentraci zineCnatych iontl v buiice
a indukuje expresi MT. Pfedchozi studie dokazuji n€kolikandsobné zvySenou expresi
MT po kultivaci bun€k se zinkem (Masarik et al., 2011; Masarik et al., 2012b; Hlavna
etal., 2012). To je v souladu s nasimi vysledky, které vykazuji vzristajici expresi MT
se zvysujici se koncentraci zine¢natych iontli v médiu. Tento trend mliizeme pozorovat
u obou typt detekovanych metalothioneint (M714, MT2A4). Oba vykazuji statisticky
vyznamnou korelaci se zvySujici se koncentraci Zn*" v kultivaénim médiu. Také byla
detekovana jejich koexprese s ZnT-1. To miize poukazovat na propojenou roli téchto
proteind pii detoxikaci zinku a také na to, Ze exprese ZnT-1 je fizena, shodné jako
exprese metalothioneind, transkripénim faktorem MTF. Vysledky expresni analyzy jsou
v souladu s imunocytochemickou detekci MT a také s fluorescencni detekci volnych

thiolovych skupin.

Matrixové metaloproteinasy jsou studované jako mozné markery riznych
patologickych stavii v€etné nadorovych onemocnéni (Zitka et al., 2010). Pivodné byly
MMP povazovéany za zodpovédné jen pii nddorové invazi a metastasovani. Jiné studie

vSak poukazuji na zapojeni MMP v nékolika krocich vyvoje rakoviny (Egeblad a Werb,



2002; Uzzo et al., 2006). Dulezité je, ze matrixové metaloproteinasy maji pfi nadorové
progresi funkci jak podporujici, tak supresivni (Egeblad a Werb, 2002; Trudel et al.,
2008). Vyznam matrixovych metaloproteinas byl potvrzen také souvislosti s regulaci
apoptosy, s angiogenezi, s tvorbou metastas a v souvislosti s imunitnim dohledem
(Egeblad a Werb, 2002; Zitka et al., 2010; van Zijl et al., 2011). Expresni analyzu
MMP-2 nebylo mozno komplexné zhodnotit, nebot’ ani po 40 cyklech PCR nebyl
povétSinou detekovan produkt reakce. Domnivame se vSak, Ze se nejednalo o selhdni
sondy nebo o faleSné negativni vysledek reakce, ale ze expresni hladina MMP-2 je
velmi nizkd (viz dale). Vysledky exprese MMP-9 nevykazuji Zadnou statisticky
vyznamnou korelaci s koncentraci zine¢natych iontii. U karcinoml nejsou vyluénym
producentem MMP jen nadorové buiky. Kuptikladu pravé MMP-2 a MMP-9 jsou
tvofeny pfevazné stromalnimi buitkami v nddorovém lozisku. Nadorové buiiky mohou
in vivo stimulovat buiiky nadorového stromatu parakrinné (prosttednictvim interleukinti,
interferont a rastovych faktortl) k syntéze MMP. Toho ale nemiize byt v monokultuie
nadorovych bunc¢k dosazeno. Z nevyrazné exprese vybranych MMP miizeme tedy
usuzovat, ze samotné nadorové buiiky matrixové metaloproteinasy (konkrétné MMP-2
a MMP-9) produkuji minimalné, coz potvrdily i1 studie Egeblada a Zitky (Egeblad
a Werb, 2002; Zitka et al., 2010).

Zvysena tvorba TIMP inhibuje rtst riznych typti nadorovych bunék. Naopak snizena
koncentrace TIMP v pribéhu remodelace poSkozené tkané zvySuje kolagenasovou
aktivitu a umoziuje nadorovym bunkam narusit extracelularni okoli a migrovat tak do
okolnich tkani (Ponton ef al., 1991; Zitka et al., 2010). TIMP-1 inhibuje (aZ na MMP-
14) vSechny typy matrixovych metaloproteinas, TIMP-2 inhibuje vSechny typy MMP.
Expresni analyza neodhalila Zadnou korelaci mezi koncentraci zinku a expresi TIMP.
Oba typy studovanych TIMP vsSak vykazuji pozitivni koexpresi s zinkovém

transportérem Zip1.

7.2 Buné¢na viabilita

Testem MTT byla detekovina bundéna viabilita po 24 h pusobeni Zn>"
a protinadorového léc¢iva cisplatiny. Hodnota ICsy pro zinek byla 1,4 nasobné vyssi,
ve srovnanim s wt PC3 bunéCnou linii. Pro cisplatinu byla hodnota ICsy zvySena
1,6 krat ve srovnani s wt PC3. Tyto vysledky potvrzuji, Ze zinek rezistentni linie byla
podstatné mén¢ citliva na 1écbu cisplatinou. To je v souladu se studii, kterd udava, ze

zvySené mnozstvi zinku zvySuje odolnost vici vlivu jinych toxind (Truong-Tran ef al.,



2000). Tyto vysledky jsou naopak v rozporu s hypotézami, které se domnivaji, ze
navraceni zvySeného mnozstvi zineCnatych iontd do nédorovych bunék bude mit
pozitivni vliv na 1écbu (Costello er al, 2004). Vysledky také nejsou v souladu
s hypotézou, ze obnoveni vysokych hladin zinku v bunkdch karcinomu povede
k obnoveni metabolismu typického pro zdravou prostatu, cehoz by mohlo byt vyuzito

k zé&staveé progrese, nebo k preruseni pribéhu karcinomu (Gumulec ef al., 2011b).

7.3 Imunocytochemicka detekce

Vybrané proteiny byly vbunéénych kulturach detekovany imunocytochemicky.
Hodnoceny byly preparaty bunécnych linii zinek rezistentnich ve srovnani s linii wt
PC3. Tato metoda hodnoti lokalizaci a semikvantitativné miru pozitivniho zbarveni

daného proteinu.

Zip 1 byl lokalizovan nejen na bunééné membrang, ale i intracelularné. Coz je
v souladu se studii Milona et al., ktefi detekovali nativni hZip1 protein u PC3 bunék
1 na intracelularnich vezikulech (Milon et al., 2001). V prostatické tkani je transportér
Zipl lokalizovan na bazolateralni strané membran bunék normalniho zlazového epitelu,
coz odpovida funkci téchto transportérii pro import zinku z intersticidlni tekutiny

(potazmo séra) (Desouki et al., 2007).

Imunocytochemickd detekce transpotréru ZnT vykazuje mirné vys$i pozitivitu
zbarveni u zinek rezistentni bunécéné linie. To potvrzuje expresni analyzu, kterd

detekovala zvySeni tohoto transportéru u bunécné linie dlouhodobé ovlivnéné zinkem.

Metal regulac¢ni transkripéni faktor byl ve zvySené mife detekovan u preparatl zinek
rezistentnich bunc€k, coz odpovida jeho funkci v homeostase zineCnatych iontil
(Gumulec et al., 2011b; Gunther et al., 2012). Byl detekovan jak v jadfe, tak
cytoplasmé. To je vsouladu s faktem, ze je MTF lokalizovan v cytoplasmé a az
po aktivaci zinkem (¢i jinak, kupfikladu oxida¢nim stresem) je transportovan do jadra

(Gunther et al., 2012).

Imunocytochemicka detekce metalothioneinu jasné potvrzuje expresni analyzu. Bylo
detekovano vyrazné zvySeni miry pozitivity reakce v preparatech zinek rezistentnich
bun¢k ve srovnani s wt buikami. To je v souladu s tvrzenim, ze zvySend koncentrace

zinku vyrazné€ indukuje expresi MT (Vasak a Hasler, 2000).



7.4 Detekce volnych thioli a zinku
Fluorescen¢ni detekcei bylo potvrzeno, Ze zinek rezistentni bunécéné linie jsou ovlivnény
vysokou koncentraci zinku. Bunééné linie byly schopny akumulovat zine¢naté ionty,

coz je v souladu se studii Costella a kolegti (Costello et al., 2004)

Volné -SH skupiny proteini jsou zodpovédné za intracelularni vazbu iontt kovi.
Na snimcich lze pozorovat vyrazné zvySeni volnych - SH skupin u bunécné linie
rezistentni na zinek. To snejvétsi pravdépodobnosti odpovidd vazebnym mistim

ve struktufe metalothioneinu.

7.5 Migrace bunék in vitro

Migracni schopnost nddorovych bunék in vitro byla detekovana scratch testem. Zinek
rezistentni buitky migrovaly pomaleji, nez buiiky linie wt. Ishii s kolegy rovnéz ukazali,
ze invazivita prostatickych nadorovych bunék (LNCaP) do matrigelu je silné potlacena
v pHitomnosti Zn*" (Ishii er al., 2001; Ishii et al., 2004). Vysledek lze povaZovat

za statisticky hraniéné vyznamny.

PC3 bunécna linie je odvozena od agresivniho karcinomu prostaty (z metastas
z kosti), 1ze tedy predpokladat, ze jejich migra¢ni potencidl je vétSi ve srovnani

s bunécnymi liniemi odvozenymi od primérniho karcinomu.

Je vSak potfeba dalSich studii, které ovéfi migraéni potencial nadorovych
prostatickych bunék odvozenych od primdrniho tumoru ve srovnédni s nenddorovou

prostatickou buné¢nou linii.

7.6. Srovnani analyzy zinek rezistentni buné¢né linie PC3 s linii wt PC3

Cilem prace bylo detekovat odlisnosti u wt linie PC3 kratkodobé oSetfené
zine¢natymi ionty (24 h) ve srovnani s linii zinek rezistentni (dlouhodobé kultivované
s Zn*"). Analyza exprese vybranych genll ukazuje, ze ziskana rezistence bunck k zinku
nema statisticky signifikantni vliv na expresni profil studovanych genti (p=0,609).
S vyuzitim ANOVA testu bylo vSak urceno, ze vliv na expresni profil detekovanych
genil ma koncentrace zinecnatych iontli v kultivaénim médiu (p=0,024). Za kratkodobé
ptfizplisobeni se bun€k vysokym koncentracim zinecnatych iontli je pravdépodobné
odpovédny zinkovy transportér ZnT-1 a metalothioneiny. Ackoli se nam nepodafilo
potvrdit statisticky vyznamny vliv sledovanych genti na vznik dlouhodobé rezistence,

z vysledkt testli cytotoxicity vyplyva, ze buiiky zinek rezistentni jsou na 1écbu zinkem



1 cisplatinou citlivé méné. Ziskana rezistence je tedy spojena s odolnéjSim fenotypem.
Nicméné test migrace nadorovych bunék in vitro detekoval pomalej$i pohyblivost
bunck rezistentnich na zinek, z ¢ehoz mizeme usuzovat, ze PC3 bunky vystavené
dlouhodobému piisobeni zine¢anych iontl maji niz§i schopnost migrace do okolnich

tkani.



8 ZAVER
V teoretické Casti této prace jsem se zaméfila na sumarizaci poznatkll o patofyziologii
predstojné zlazy. Dale pojednavam o zméndach, které souviseji s karcinomem prostaty

v kontextu zine¢natych iontd, jejich metabolismu a transportu.

Prakticky jsem se zaméfila na vytvoieni zinek rezistentni nadorové bunécné linie
PC3 (k detekci dlouhodobého plisobeni zinecnatych iontii na nadorovou bunécnou linii).
Zinek rezistentni bunécné linie byly trvale Zitotaschopné v koncentracich zinku az
trojnasobné vy$si nez ICso pro ptvodni wt linii (50uM Zn*"). Dale jsem se zabyvala

analyzami zinek rezistentnich bunéénych linii PC3 ve srovnani s linii wt PC3.

Porovnala jsem expresni profil gent ZnT-1 (transporér zodpovény za export
zineénytych iontd), Zipl (zodovédny za import Zn>"), MT (metalothionein), MMP-2
a MMP-9 (matrixové metaloproteinasy) a jejich tkanovych inhibitort 7IMP-1 a TIMP-2
po kratkodobém (24 h) piisobeni Zn>" (koncentrace 1, 2, a 3 nasobek hodnoty ICso) ve
srovnani se zinek rezistentnimi bunéénymi liniemi. Cilem bylo detekovat zmény
souvisejici se vznikem zinkové rezistence. Vysledky expresni analyzy vykazuji
pozitivni statistickou korelaci metalothioneini (MT1A a MT2A) a zinkového
transportéru ZnT-1 s koncentraci zineCnatych iontd. Pokud vSak posuzujeme efekt
samotné rezistence, nebyly nalezeny zaddné signifikantni rozdily v expresi studovanych

genil.

Dalsi vysledky ukazuji, ze ziskand zinkova rezistence je spojena s odolnéjSim
fenotypem, ktery se vyznacuje sniZenou citlivosti na cytostatikum cisplatinu a na Zn*".
Migraéni schopnost buné¢k rezistentnich na zinek byla vSak detekovana jako nizsi. Byla
optimalizovdna metoda imunocytochemie au vybranych proteini byla detekovana
jejich pfitomnost a lokalizace. Fluorescenéni mikroskopii bylo potvrzeno, Ze zinek

rezistentni buiiky jsou schopny zinek akumulovat.

Tyto vysledky poukazuji na fadu zajimavych odliSnosti v kontextu kratkodobého
1 dlouhodobého pisobeni zine¢natych iontd na karcinom prostaty, kterych miize byt
vyuzito pii dal§im badani, nebo pfi experimentech na zvitecich modelech. I ptes n¢které
studie, které dokumentuji pozitivni vliv zine¢natych iontli pfi prevenci nebo 1éCbé
karcinomu prostaty, ziistdva moznost vyuziti dlouhodobé suplementace zinkem pii
nadorovém onemocnéni prostaty prozatim problematickd. Je tedy zapotiebi dalSiho

badani, které objasni molekuldrni mechanismy pii 1é¢bé zinkem.
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AFS: fibromuskularni stroma

ATB: antibiotika

BHP: benigni hyperplasie prostaty, nezhoubné zvétSeni prostaty
CALl: cornu ammonis 1, mala oblast vlastniho hyppocampu
CaP: karcinom prostaty

CDF: cation diffusion facilitator

CisPt: cisplatina

CT: computed tomography, pocitacova tomografie

CZ: centralni zona

DAB: 3, 3’diaminobenzidin

DK: dolni koncetina

DMSO: dimethylsulfoxid

DRE: digital rectal examination, palpa¢ni vySetieni konecnikem
ECM: extracelularni matrix

EDTA: ethylendiamintetraoctova kyselina

EGF: epidermal growt factor, epidermalni riistovy faktor
EJD: ductus ejaculatorii

ER: endoplasmatické retikulum

GA: Golgiho aparat

GS: Gleasonovo skore

HGF: hepatocyte growt factor, jaterni riistovy faktor

HRP: horseradish peroxidase, kienova peroxidasa



ICC: imunocytochemie

IL: interleukin

ISF: interstitial fluid, intersticialni tekutina
KC: Krebstv cyklus

Km: Michaelisova konstanta

MAPK: mitogen-aktivované proteinové kinasy
MHC: major histokompatibility komplex, hlavni histokompatibilni komplex
MMP: matrixové metaloproteinasy

MRE: metal response element

MT: metalothionein

MTC: mitochondrie

MTF: metal-responsive element-binding transcription factor, metal

transkrip¢ni faktor

MTT: 3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
NHS: normal horse serum, normalni konské sérum

NMR: nukledrni magneticka rezonance

NVB: neurovaskularni svazek

PIN: prostaticka intraepitelidlni neoplasie

PSA: prostaticky specificky antigen

PSB: phosphate buffered saline, fosfatovy pufr

PTP: protein tyrozin fosfatasy

PZ: periferni zona

SLC: solute-linked carrier

regulacni



SNP: single nucleotide polymorfism, jednonukleotidovy polymorfismus
SUKL: Statni tstav pro kontrolu 16&iv

TIMP: tkanové inhibitory matrixovych metaloproteinas

TM: transmembranovy

TNF: tumor nekrosis factor, faktor nekrotizujici tumory

TNM klasifikace: (tumor nodus metastasis), staging nddorového onemocnéni
TRAMP: transgenic adenocarcinoma of the mouse prostate

TRUS: transrektalni ultrasonografie

TSQ: N (6-metoxy-8-quinolyl)-p-toluen sulfonamid

TZ: tranzicionalni zona

U: uretra

wt: wild type, divoky typ

ZEN: zinc-enriched neurons, neurony bohaté na zinek
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Priloha 1: McNealovo schéma zonalni anatomie prostaty

ASF ASF ASF U IZ

7

cz EID PZ (4

McNealovo schéma zonalni anatomie prostaty. (A) sagitalni fez (B) transverzalni fez. AFS-
fibromuskularni stroma, CZ- centralni zéna, EJD- ductus ejaculatorii, NVB- neurovaskuldrni
svazek, PZ-  periferni  zona, TZ- tranziciondlni  z6éna, U-  uretra. Dle
(http://www.prolekare.cz/ceska-urologie-clanek/je-nutna-biopsie-tranzicionalni-zony-pri-
rebiopsii-prostaty-47070, 10.3.2014).

Velkou oblast prostatické zldzy zaujima periferni zona (asi 70 %), centrdlni zona
zaujima asi 25 % a zbéna prechodna asi 5 % (Costello a Franklin, 2011). Rozdéleni
prostatické zlazy podle McNealova schématu je dulezité v souvislosti patologiemi
prostaty. BHP je Casto lokalizovana v oblasti centralni zony. Z tohoto diivodu dochézi
Casto ke stenose uterty a z toho plynouci problémy s mikeci. Karcinom prostaty byva
pfevazné lokalizovan v periferni zon€. Proto se v pocatenich fazich nevyskytuji
klinické problémy spojené s mocenim (Mares, 2003; Dusek, 2010). Periferni zéna je
velmi zajimava v souvislosti s molekularnim metabolismem, nebot’ buniky v této oblasti
disponuji schopnosti akumulovat zinek a produkovat vysoké koncentrace citratu

(Costello et al., 2004).


http://www.prolekare.cz/ceska-urologie-clanek/je-nutna-biopsie-tranzicionalni-zony-pri-rebiopsii-prostaty-47070
http://www.prolekare.cz/ceska-urologie-clanek/je-nutna-biopsie-tranzicionalni-zony-pri-rebiopsii-prostaty-47070

Priloha 2: Benigni hyperplasie prostaty

Fotografie uvedené v této c¢asti prace vznikly diky ochot¢ MUDr. Jititho Lenze
z patologicko-anatomického ustavu Fakultni nemocnice u sv. Anny v Brné. Vsechny
histologické preparaty byly standardné zpracovany a barveny piehlednou metodou

hematoxylin-eozin. ZvétSeni 40x.

Fotografie zachycuje benigni hyperplasii prostaty. Zldzky jsou vystliny dvoufadym epitelem
s vnitinimi cylindrickymi a zevnimi oplostélymi bunkami. Uvnitf Zlazek jsou pfitomna hojna
depozita kondenzované¢ho sekretu (tzv. Corpora amylacea). Snimek také zachycuje
hyperplastickou fibromuskularni stromalni komponentu.



ASR WS

I
=
u
—
L
4
[=]
=
u
=
gy

Piiloha 3: Incidence a mortalita, karcinom prostaty, CR
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Incidence a mortalita v Ceské republice na karcinom prostaty, rok 2010. Dle (www. svod.cz,

24.3.2014).
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Piiloha 4: TNM Kklasifikace nadorovych onemocnéni
Pro klasifikaci nadorti se pouziva n¢kolik kritérii: anatomicka lokalizace karcinomu,
klinicky a patologicko-anatomicky rozsah, symptomy, histologicky typ nadoru, stupeii

diferenciace, pohlavi a v€k pacienta, atd. (Sobin a Wittekind, 1997; Lukes, 2005).

Pro zatfazeni karcinomu dle systému TNM je dilezity anatomicky rozsah nemoci.

Systém hodnoceni je zaloZzen na hodnoceni tii sloZzek anatomického rozsahu:
* T (tumor): rozsah primarniho nadoru (T1-T4).

* N (nodus): neptitomnost ¢i piitomnost a rozsah metastas v regionalnich lymfatickych

uzlinach (NO-N3).

* M (metastasis): pfitomnost ¢i neptfitomnost vzdalenych metastas (M0-M1) (Sobin

a Wittekind, 1997).

TNM Kklasifikaci karcinomu prostaty shrnuje tabulka v této ptiloze.
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TNM klasifkace karcinomu prostaty. Dle (Lukes, 2005).

T Primarni tumor

TX | Primérni tumor nelze hodnotit
TO | Zadny dikaz primarniho tumoru
T1 | Klinicky némy, nehmatny nebo pomoci vysetfeni nezobrazitelny tumor
Tla | Histologicky nalez tumoru v < 5 % resekované tkan¢
T1b | Histologicky nalez tumoru v > 5 % resekované tkdné
Tlc | Tumor zjistény jehlovou biopsii (pfi zvySeném PSA)
T2 | Tumor ohrani¢eny na prostatu
T2a | Tumor postihujici polovinu jednoho laloku nebo méné
T2b | Tumor postihujici vice nez polovinu jednoho laloku, ale ne oba laloky
T2c¢ | Tumor postihujici oba laloky
T3 | Tumor piesahujici pouzdro prostaty
T3a | Extrakapsularni $ifeni (jednostranné nebo oboustranné)
T3b | Tumor proriista do jednoho nebo obou semennych vacki
T4 | Tumor je fixovany nebo prorusta do okolnich struktur (kromé semennych vacki):

do hrdla mocového méchyie, zevniho svérace, zdvihaci dna panevniho, rekta,
panevni stény.

N Regiondlni lymfatické uzliny

NX | Regiondlni lymfatické uzliny nelze hodnotit
NO | Metastasy v regionalnich lymfatickych uzlinach nejsou ptitomny
N1 | Pfitomnost metastas v regionalnich lymfatickych uzlinach

M Vzdalené metastasy

MX | Piitomnost vzdalenych metastas nelze hodnotit
MO0 | Vzddlené metastasy nejsou piitomny
M1 | Pfitomnost vzdalenych metastaz

MIla | Metastasy mimo regionalni mizni uzlinu/y

MI1b | Kostni metastasy

Mlc | Metastasy v jinych organech

&3




Priloha 5: Histopatologicky stupen diferenciace karcinomi, Gleason
score

K histopatologickému hodnoceni primarniho nadoru se vyuZzivéa stupnice diferenciace

oznacované jako grading (viz tab. 1).

Tabulka 1: Obecné hodnoceni stupné diferenciace karcinomt.

GX | stupen diferenciace nelze hodnotit
Gl dobte diferencovany

G2 stiedné diferencovany

G3 nizce diferencovany

G4 nediferencovany

Pro grading karcinomu prostaty byl vypracovan specidlni hodnotici systém
oznacovan jako Gleasonovo skore (GS, Gleasonlv gradingovy systém) (viz tab.2). Ten
hodnoti architektonické uspotadani nadorovych lozisek. Vyjadiuje dvé nejcastéji
zastoupené gradingové jednotky v rozsahu 2 (1+1) az 10 (5+5). Se zvySenym GS klesa
diferenciace zlazek (Sobin a Wittekind, 1997; Lukes, 2005; Dusek, 2010). Fotografie

na konci této ptilohy dokumentuje mikroskopicky néalez CaP.

Tabulka 2: Grading karcinomu prostaty (GS). Dle (Mares, 2003).

GS 2-4 dobie diferencovany

GS 5-6 stfedné diferencovany
GS7 stfedné Spatné diferencovany

GS 8-10 Spatné diferencovany
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Fotografie zachycuje nadorovou tkan adenokarcinomu prostaty. Dle GS odpovida prava ¢ast
fotografie GS 6: nadorova tkan je stiedné diferencovana, zlazky jsou variabilni co do velikosti
itvaru. Leva ¢ast fotografie zachycuje Spatn¢ diferencovany karcinom (GS 10): pozorujeme
kompletni ztratu glandularni diferenciace, dominuji solidni trdmce, loziska ¢i izolované
disociované nadorové bunky. Zvétseni 40x.
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Priloha 6: Struktura transmembranového prenaSece Zip

QH153WH130 D

Zobrazeni transmembranovych domén III, IV a V transportéru Zipl. U rodiny Zip
transportérii jsou histidiny (H) ve smycce vysoce konzervované. Mutace histidinu
za alanin na pozici 158 a 160 vyrazné snizuje schopnost transportovat zinku. Histidiny
ve smycce avtransmembranovych doméniach III a IV (pozice 190 a 217)
se potencionalné podileji na formovani koordinacni vazby pro zinek, kterd je zapojena
do transportniho procesu (Milon et al., 2006; Costello et al., 2011), obrazek dle (Milon
et al.,20006).
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Priloha 7: Klasifikace matrixovych metaloproteinas. Upraveno dle (Zitka et al., 2010).

MMP Metaloproteinasa kDa EC lokus substraty
klasifikace
MMP-1 Kolagenasa 43 EC3.4.247 | 11922-q23 nekteré typy kolagenu (I, I, III, VIII, X), gelatin, agrekan, L-selektin, IL-18
proteoglykan, enaktin, ovostatin, MMP-2, MMP-9
MMP-2 Gelatinasa A 72 nékteré typy kolagenu (I, IV, V, VII, X, XI, XIV), gelatin, elastin, agrecan,
fibronektin, osteonektin, laminin, MMP-1, MMP-9, MMP-13
Gelatinasa  typu 66 EC 3.4.24.24 | 16ql3
v -
66
Kolagenasa
MMP-3 Stromelysin-1 kolagen typu III, IV, V a IX, gelatin, agrekan, perlekan, dekorin, laminin,
entaktin, elastin, kasein, plazminogen, osteonektin, ovostatin, MMP-2,
Proteoglykanasa 46 EC3.4.24.17 | 11923 MMP-7, -8, -9,-13, TIMP- 2
MMP-7 Martrilysin 20 EC3.4.24.23 | 11921-q22 kolagen typu IV a X, gelatin, agrekan, dekorin, fibronektin, laminin, entaktin,
elastin, kasein, tranferin, plasminogen, MMP-1, -2, -9, TIMP-1
MMP-8 Neutrofilova 58 EC3.4.24.34 | 11q21-q22 kolagen typu I, 11, 111, V, VII, VIII a X, gelatin, akrekan, fibronektin
kolagenasa
MMP- 9 Gelatinasa B 92 EC 3.4.24.35 | 20q11.2-q13.1 | kolagen typu IV, V, VII, X a XIV, gelatin, antaktin, agrekan, elastin,
fibronektin, osteonektin, plasminogen, IL-1b
MMP- 10 | Stromelysin-2 46 EC3.4.2.22 | 11922.3-q23 kolagen typu III, IV, V, gelatin, kasein, agrekan, elastin, MMP-1, -8
MMP- 11 Stromelysin- 3 44 n.k. 22ql11.2 Neznamy
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Klasifikace matrixovych metaloproteinas (pokracovani). Upraveno dle (Zitka et al., 2010).

MMP Metaloproteinasa kDa EC lokus substraty
klasifikace
MMP-12 Makrofagova 45 EC3.4.24.65 | 11q22.2-q22.3 | kolagen 1V, gelatin, kasein, elastin, fibronektin, vintronektin, laminin,
metaloelastasa entaktin, fibrinogen, fibrin, plasminogen

MMP-13 Kolagenasa-3 55 n.k. 11g22.3 kolagen I-IV, IX, X a XIV, gelatin, plasminogen, agrekan, perlekan,
fibronektin, osteonektin, MMP-9

MMP- 14 MT1-MMP 54 n.k. 14ql1-ql2 kolagen I-III, gelatin, kasein, fibronektin, laminin, vintronektin, entaktin,
proteoglykany, MMP-2, MMP-13

MMP-15 MT2-MMP 61 n.k. 16q12.2-g21 fibronektin, entaktin, laminin, perlekan, MMP-2

MMP-16 MT3- MMP 55 n.k. 8q21 kolagen typu III, gelatin, kasein, fibronektin, MMP-2

MMP- 17 | MT4-MMP 54 n.k. 12924 neznamy

MMP- 18 Kolagenasa-4 n.k. neznamy kolagen typu I-111, VIII a X, gelatin, agrekan

MMP- 19 | RASI-1 n.k. 12q14 gelatin, agrekan, fibronektin

MMP-20 | Enamelysin n.k. neznamy amelogrenein, agrekan

MMP-21%* n.k. 1p36.3 neznamy

MMP-22%* n.k. 1p36.3 neznamy

MMP- 23* n.k. neznamy neznamy

88




Klasifikace matrixovych metaloproteinas (pokracovani). Upraveno dle (Zitka et al., 2010).

MMP Metaloproteinasa kDa EC lokus substraty
klasifikace
MMP-24 | MT5-MMP n.k. 20q11.2 neznamy
MMP-25 | MT6-MMP n.k. 16p/3.3 pro-gelatinasa A, fibrin, fibronektin, kolagen IV, gelatin
MMP- 26 | Matrylysin-2 n.k. neznamy gelatin la, fibrinogen, fibronektin, vintronektin
MMP- 28 | Epilysin n.k. 17q11.2 kasein

*Geny pro tyto MMP byly nalezeny na chromosomech, jejich funkce a struktura prozatim nebyla identifikovana, n.k.- nebylo klasifikovano.
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a transportem Zn’" iontii. IX. Dny diagnostické, experimentalni a prediktivni

onkologie, Olomouc.

Holubova Monika, Axmanova Martina, Sztalmachova Markéta, Gumulec Jaromir,
Masaiik Michal (11/2013): Charakteristika zinek-rezistentnich linii ve vztahu
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Axmanova Martina, Masatik ~ Michal (2012): Stanoveni vybranych matrix
metaloproteindz v nddorovych liniich a v sérech pacientii s karcinomem prostaty.

Sbornik studentského workshopu- Toxikoméanie, Brno.

Holubova Monika, Axmanova Martina, Gumulec Jaromir, Raudenska Martina,
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Michal: KRAS-PI3K-NF-kB is involved in the development of zinc resistance and
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(in press).
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