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Abstrakt

Karcinom prsu je pojem, ktery zahrnuje fadu zavaznych onemocnéni. Jednd se
0jedno znejcastéjSich nadorovych onemocnéni u zen celosvétové. Mezi
nejproblemati¢téjsi podtypy se fadi trojit€ negativni karcinom prsu. Tento typ je
charakteristicky ztrdtou exprese hormondlnich receptori a HER-2 a tudiz
neodpovidavosti na dostupnou cilenou 1é¢bu. Karcinom prsu, tak jako jiné malignity, ma
vztah k zine¢natym iontim. Zinek je esencialni prvek a je zapojen do mnoha vyznamnych
bunéénych dé&ju a tak miize pfimo i nepiimo ovlivitovat karcinogenezi. U karcinomu prsu
bylo popsano zvySeni obsahu zinku v maligni prsni tkani oproti tkani zdravé. Ale zinek
ma dokumentovany také antikancerogeni vlastnosti. Cilem této studie bylo popsat, zda
zvySena suplementace zinkem vyznamné ovlivni rozvoj karcinomu prsu in vivo. Jako
model byla zvolena bunécna linie 4T1 charakterizujici trojité¢ negativni karcinom prsu
umus musculus a kmen mysi BALB/c. Celkova davka podavaného zinku byla
0,15 mg/kg. Sledovan byl nejen rist a rozvoj tumoru, ale také exprese vybranych genti
a antioxida¢ni kapacita organismu. Velikost primarniho tumoru byla vyznamné
ovlivnéna suplementaci zinkem, ale efekt na rozvoj metastaz prokazan nebyl. Zinek tedy

muze ovlivnit rozvoj karcinomu prsu, ale pouze v ¢asnych fazich karcinogeneze.

Kli¢ova slova: karcinom prsu, zinek, metalothionein, 4T1, trojité negativni karcinom

prsu



Abstract

The concept of breast cancer describes a wide range of serious diseases. It is one of
the most common cancer diseases among women worldwide. The most difficult and
problematic subtype is the triple negative breast cancer. This subtype is characteristic by
the loss of expression of hormon receptors and HER-2, which makes it unresponsive to
available targeted therapy. The breast cancer, as well as other malignancies, has
a relationship with zinc ions. Zinc is an essencial element and it is involved in many
of important cellular processes and thus it is able to directly or indirectly affect
the cancerogenesis. Increased levels of zinc ions in malignant breast cancer tissue
compared to healthy tissue were well described. However, zinc has documented
anticancer properties. The aim of this study was to determine if excessive suplementation
with zinc ions has an effect on breast cancer development in vivo. The cell line 4T1 was
chosen as a model of the triple negative subtype in mus musculus. The mouse strain
BALB/c was used as an animal model. A total dose of zinc sulphate per one gram of
mouse weight used in the experiment was 0.15 mg. We determined not only the growth
of primary tumour, but also an expression levels of selected genes and antioxidant
capacity of the whole organism. The volume of primary tumour was significantly affected
by the zinc suplementation, but it had no effect on the metastasis development. Zinc is

able to influence the breast cancer tumourigenesis, but probably only in the early stages.

Keywords: brast cancer, zinc, metallothionein, 4T1, triple negative breast cancer
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Seznam pouzitych zkratek

Akt

ALDH1Al

ANOVA
AP-1
APC

AR
ATM

ATR

BAD

BALB/c
Bax
Bcl-2
Bcl-xL
BRCAl

BSA

CD
CDH1
CDKN1B

cDNA
c-erbB2

Ak odkazuje na oznaceni mysi péstovanych Jacobem
Furthem a ,,t* na spontanni lymfomy thymu (brzliku), protein
kinaza; (také protein kinaza B)

Aldehyde dehydrogenase 1 family, member Al (rodina
aldehyd dehydrogenaz, ¢len Al)

Analysis of variance (analyza rozptylu)

Activator protein 1 (aktiva¢ni protein 1, transkripéni faktor)
Adenomatosis polyposis coli (tumor supresorovy gen)
Androgenni receptor

Ataxia telangiectasia mutated, serin/treoninova kindza
(mutovany ataxia telangiectasia)

Ataxia telangiectasia and Rad3-related protein (ATR),

nebo FRAP-related protein 1 (FRP1); (ataxia telangiectasia

a Rad3 asociovany protein, FRAP asociovany protein)
Bcl-2-associated death promoter (s Bcl-2 asociovany spoustéc
smrti)

Inbredni kmen mus musculus

Bcl-2-associated X protein (proapoptoticky protein)

B-cell leukemia/lymphoma 2 (antiapoptoticky protein)

B-cell lymphoma-extra large (antiapoptoticky protein)

breast cancer gene 1, breast cancer suspectibility
gene/protein 1 (gen karcinomu prsu 1, gen/protein citlivosti
karcinomu prsu 1)

Bovine serum albumin (bovinni sérovy albumin)

Cluster of Differentiation (skupina rozliseni)

Cadherin 1, epithelial cadherin (epitelidlni kadherin)
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (cyklin dependentni
kin4dzovy inhibitor 1B)

Komplementarni DNA

(HER-2, HER2/neu, CD340, Neu, ERBB2) Receptor tyrosine-
protein kinase erbB-2, human epidermal growth factor receptor

2 (receptor lidského epidermélniho riistového faktoru)
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CK
c-kit

DMSO
EDTA
EGFR

EMA

ER
Erk1/2

Fas (CD95)

FBS
GATA

Grb7

GSH
1Cso

JINK
LDso
MAP3K1

MAPK
Mdm2

Cytokeratin

KIT proto-oncogene receptor tyrosine kinase (receptorova
tyrozin kinaza)

Dimethyl sulfoxid

Ethylendiamintetraoctova kyselina

Epidermal growth factor receptor (receptor epidermalniho
rustového faktoru)

(MUC1, Mucinl) Epithelial membrane antigen, antigen
membrany epitelu

Estrogenni receptor

Extracellular-signal-regulated kinase (extracelularnimi signaly
regulovana kin4za)

Apoptosis antigen 1 (APO-1 nebo APT), cluster of
differentiation 95 (CD95), nebo tumor necrosis factor receptor
superfamily member 6 (TNFRSF6); (apoptoticky antigen 1,
klastr rozliSovani 95, nebo ¢len super rodiny tumor nekrézujici
faktor receptorii)

Fetalni bovinni sérum

Rodina transkrip¢nich faktorti, charakteristicka vazbou k DNA
V mistech sekvenci,,GATA*

Growth factor receptor-bound protein 7 (receptor rastového
faktoru vazny protein 7)

Glutation

Half maximal inhibitory concentration (polovi¢ni inhibi¢ni
koncentrace)

c-Jun N-terminal kinase (c-Jun N-koncova kinaza)

Median lethal dose (stfedni smrtelna davka)

(MEK) Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1
(mitogeny aktivovana protein kinaza kinazy kinazy)

Mitogeny aktivovana protein kindza

Mouse double minute 2 homolog (homolog mysiho dvojita
minuta proteinu, double minute je oznaceni pro nejadernou
DNA)



MMP-9

MRE
MSH3

MT
MTF-1

mTOR
MTT
Nf-kB
NGFR

p21Cipl/WAF1

PARP

PBS

PCR

PI3K

PIK3CA

PR
PTEN

RAD17

RAD50
RB1
RING

Matrix metallopeptidase 9, matrix metalloproteinase-9 (matrix
metaloproteinaza 9)

Metal responsive element (na kovy odpovidajici prvek)
MutS Homolog 3 (homolog bakterialniho mismatch opravného
proteinu)

Metalothionein

Metal regulatory transcription factor 1 (kovy regulujici
transkrip¢ni faktor)

Mammalian target of rapamycin (sav¢i cil rapamycinu)
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid
Nuklearni faktor kappa B

Low-affinity Nerve Growth Factor Receptor (receptor pro
neurondlni ristovy faktor s nizkou afinitou)
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1 (inhibitor cyklin
denendentnich kinaz 1)

Poly (ADP-ribose) polymerase (poly ADP-rib6za polymeraza)
Phosfate-buffered saline (fosfatovy pufr)

Polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase
(fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat 3-kinaza)
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic
subunit alpha (fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat 3-kinaza,
katalyticka podjednotka alfa)

Progesteronovy receptor

Phosphatase and tensin homolog, nebo
phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase
(homolog fosfatazy a tenzinu, nebo
fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat 3-fosfataza)

Cell Cycle Checkpoint Protein (protein kontrolniho bodu
bunécéného cyklu)

DNA repair protein

Retinoblastoma protein

Really interesting new gene (opravdu zajimavy novy gen,

doména se zinkovymi prsty)
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ROS
RT-PCR

SLC30A

SOD

STAT1

STK11/LKB1
TNFR

TNFa
VEGFR

VIM
Wnt-5a

XRCC4

ZIP
ZnT

Reactive oxygen species (reaktivni formy kysliku)

Real time — polymerase chain reaction (polymerazova fetézova
reakce v realném case)

Solute carrier family 30 (rodina nosic¢t rozpusténé latky)
Superoxid dismutaza

Signal transducers and activators of transcription (signalni
prenaSece a aktivatory transkripce)

Serin-threoninova kinaza 11

Tumor necrosis factor receptor (receptor pro tumor
nekrotizujici faktor)

Tumor necrosis factor a (tumor nekrotizujici faktor o)
Vascular endothelial growth factor receptor (vaskularni
endotelialni rastovy faktor receptor)

Vimentin

Wingless-type MMTYV integration site family, member 5A
(signalni lipidické glykoproteiny)

X-ray repair cross-complementing protein 4 (protein zapojeny
do DNA oprav)

Zinc transporter precursor (prekurzor zinkového ptenasece)

Zinc transporter (zinkovy pienasec)
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1. Uvod

1.1. Karcinom prsu

Zdrava prsni tkan je tvofena kanalky a laloky lemovanymi dvéma vrstvami bunék.
Vnitini, neboli luminalni bunécna populace, spolu s vnéjsi vrstvou bunék, ktera je piilehla
k bazalni membrané [1, 2]. Jednotlivé vrstvy mohou byt rozliseny pomoci imunofenotypu
a n¢kolika dalSich markert. Luminalni epitelidlni buiikky exprimuji nizkomolekularni
luminalni cytokeratiny CK7, CK8, CK18, CK19 a markery jako MUC1 alfa-6 integrin,
Bcl-2, estrogenni receptor, progesteronovy receptor, GATA3 a epitelidlni adhezni
molekuly [3].

Vnéjsi vrstva bunék je morfologicky a imunofenotypicky heterogenni a jeji vlastnosti
zavisi na konkrétni lokalizaci a hormonalnim statusu tkan€. Buniky maji vlastnosti epitelu
i hladkého svalu a jsou proto nazyvany myoepitelidlnimi. Obvykle exprimuji
vysokomolekularni bazalni cytokeratiny, CKS5, CK14, CK17 a aktin hladké svaloviny
SMA, té€zky fetézec myosinu, calponin, caldesmon, p63, B4 integrin, laminin, maspin,
CD10, P-cadheriny, calveolinl, NGFR a dalsi [4-12]. Myoepitelialni buiiky jsou obvykle
negativni na luminalni CK, epitelidlni membranovy antigen EMA, desmin, estrogenni
receptor a progesteronovy receptor [13-23]. Myoepitelialni buriky jsou nazyvany také
bazélni, coz odkazuje na bunéénou populaci, kterd je pfilehla k bazalni membrané
a exprimuje bazalni CK [21, 24].

Karcinom prsu je jednim z nejcastéjSich nadorovych onemocnéni, kazdy rok je
zaznamenano vice nez 1 300 000 piipadt a 450 000 umrti celosvétove [25]. Je to druha
diagnostickych technik a rozsiteni terapeutickych moznosti [27, 28]. Klinicky se jedna
0 heterogenni onemocnéni, délené podle riznych kritérii do mnoha skupin. Kazda
Z podskupin ma odli$né vlastnosti a jinou odpovidavost na 1écbu. V odpovédi na 1écbu se
mohou jednotlivé tumory lisit, i kdyz maji zjevné homogenni morfologii [29]. Primarni
karcinom prsu muze byt lokalné 1é¢en chirurgicky, obvykle ale n¢kolik malo bun¢k
nadorové tkané neni zachyceno a ty jsou nésledné zdrojem vzniku metastdz a to i po
terapii. Mezi dal$i moZnosti terapie patii ozafovani, hormondlni terapie nebo
chemoterapie [26].

Bylo stanoveno, ze az 30 % pacientll s negativnimi uzlinami a jeSté¢ vétsi Cast
S pozitivnimi uzlinami vyvine vzdalené metastazy i pfes standardni 1écbu [30, 31].
Vzdélené rekurentni metastazy jsou i1 prfes soucasné pokroky v terapii nadorovych
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onemocnéni povazovany za nevylécCitelné. Diseminace karcinomu prsu neni nahodna,
jednd se o organotropni kontrolovany proces [32]. Rozvoj tumoru z brzké
predneoplastické 1éze, pfes invazivni karcinom, az po klinicky detekovatelné vzdalené
metastazy je evolu¢nim procesem, ktery zahrnuje genetické a epigenetické zmény
u ptivodnich nadorovych bunék. Musi byt ovlivnény samotné bunky i nadorové stroma,
aby byl umoznén rozvoj vzdalenych metastaz. Pravdépodobnost, ze cirkulujici nadorové
buniky uvolnéné z primarniho tumoru vytvoii metastatickou kolonii ve vzdaleném organu
nebo tkani, je extrémnd nizka. Vétsina bundk, které opusti tumor, zahyne. Casto nemaji
schopnost piezit ve volné cirkulaci, nebo proniknout do cizich tkani [33, 34]. Data
z preklinickych studii na animalnich modelech ukazuji, ze pouze mén¢ nez 0,02 %
cirkulujicich nadorovych bunék je schopnych pfezit a vytvofit metastaze [35].
Nejcastéjsim mistem metastazovani karcinomu prsu jsou kosti, plice, jatra a mozek
[36, 37]. Pacienti s osamocenymi 1ézemi ptezivaji déle, nez ti s mnohocéetnymi [38]. ER
pozitivni (luminalni) tumory ¢asto metastazuji do kosti, zatimco ER negativni tumory
metastazy vyvijeji rychleji a do vnitinich organi [36, 38-40]. Pacienti pozitivni na HER-2
Castéji metastazuji do mozku, jater a plic [41].

Karcinom prsu je, jako jina nadorova onemocnéni, spojovan s mutacemi v genech
zapojenych do dilezitych regulacnich mechanismi. Mezi nejdiskutovanéjsi mutované
geny u karcinomu prsu patii BRCAL.

Zéarode¢né mutace v BRCAL a BRCA2 spolu s nékolika dalsimi variantami zahrnuji
pouze pétinu piipadi karcinomu prsu vyskytujicich se familiarné. To dokazuji dvé
populacni studie, kde pouze 15 % piipadi karcinomu prsu V rodinach s ptipady
postiZzenych sester a matek bylo spojeno s mutacemi v BRCAL1 a BRCA2 [42, 43]. Mezi
v§emi ptipady karcinomil prsu &itaji pouze méné nez 5 %. Zeny, které nesou tuto mutaci,
maji celozivotni riziko incidence karcinomu prsu 60 — 80 % [44, 45]. Penentrance této
mutace je asi 36 % [46]. Rodinna anamnéza ale zGstava hlavnim prediktivnim faktorem
pro riziko karcinomu prsu i u rodin bez mutaci BRCAL a BRCA2 [47]. Median véku
diagnostikovanych Zen s touto mutaci je 42 let, coz je vice nez o 20 let dfive, nez u zen
neselektovanych sledovanim této mutace [48]. BRCAL mutace jsou nalézany Castéji u zen
s nékolika primarnimi tumory rGznych typd, které maji jak osobni, tak rodinnou
anamnézu karcinom prsu [49].

BRCAL je tumor supresorovy gen kodujici jaderny protein, ktery obsahuje mimo jiné
zinek vazajici RING doménu [50] a ptisobi jako transkripcni koaktivator [51]. Spousti
transkripci hlavné p53 responzivnich gent, véetné p21 a BelX [52, 53]. BRCA1 se vaze
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k BRCA2, p53, RADS51 a dalsim faktorim zapojenym do regulace bunétného cyklu
a odpoveédi na DNA poskozeni [54, 55]. BRCAL je zapojen také do diferenciace prsnich
epitelialnich bun¢k a proto muze jeho deaktivace vést k rozvoji tumort s fenotypem
kmenovych bunék [56, 57]. BRCAI1 reguluje také drahy estrogenniho receptoru [58].
Nefunkéni BRCA1 mize mit roli vrozvoji nejen dédicného, ale 1 sporadického
karcinomu prsu.

Bunééna proliferace je klicovym faktorem karcinogeneze. U karcinomu prsu je
popsano né¢kolik rtznych procesi, které reguluji bunééné déleni. ZvySena exprese
c-erbB2(HER-2/neu) membranového proteinu patiiciho mezi tyrozinkindzy je
asociovana s aktivaci signalnich drah, které iniciuji bunéény cyklus a diferenciaci bunék
[59-61]. Dalsi faktory asociované s bunéénym délenim u bunék karcinomu prsu jsou
mutovany p53 [62, 63], P-glykoprotein [64], DNA-topoisomeraza II-alfa [65],
kathepsin D [66] a telomerazova aktivita [67]. S urovni proliferace nadorovych bunék
karcinomu prsu souvisi i snizena exprese Bel-2 a BRCAL [63, 68, 69].

Dalsi geny spojené s karcinomem prsu jsou STK11/LKB1 serin-threoninova kinaza,
fosfataza atenzin homolog PTEN, androgenni receptor, ATM [70], nebo PIK3CA, AKT1,
GATA3, CDH1, RB1, MAP3K1 a CDKN1B [25].

1.2. Déleni karcinomu prsu na jednotliva onemocnéni

Diagnoza karcinom prsu neni pouze jediné onemocnéni. Bylo popsano mnoho
podtypt a podskupin dle raznych kritérii. Autofi publikaci se lisi v klasifikaci tohoto
nadorového onemocnéni a je jasné, Ze s novymi poznatky budou data znovu upravovana.

Klinicka 1é¢ba karcinomu prsu spoléha na tradi¢ni prognostické a prediktivni faktory
vcetné histologie, klinickych a biologickych znak, jako je exprese receptorti hormont,
nebo lidského epidermalniho ristového faktoru 2 (HER-2) [71]. Podle téchto kritérii se
karcinomy prsu klinicky d¢li do tii hlavnich skupin na zaklad¢ bunéénych markerd, které
odpovidaji dostupnym cilenym 1é€bam. Prvni skupina je pozitivni na estrogenni, nebo
progesteronovy receptor. Druha skupina je pozitivni na lidsky epidermalni ristovy faktor
receptor 2 (HER-2) a ma amplifikovany erbB2. Tato skupina muize, ale nemusi byt
pozitivni na receptory hormont. Treti skupina je trojit¢ negativni (viz dalsi kapitola).
Cilené terapie jsou dostupné pouze pro prvni dvé skupiny [72].

Skupina pozitivni na estrogenni receptor (ER) je nejCetnéjSi a zahrnuje nejvice

podtypt [25]. Nékolika genetickymi testy I1ze piedpovédét pozitivitu na expresi receptoru
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a odpovidavost na endokrinni terapii [73, 74]. Usp&nym lé¢ivem v tomto piipadé je
naptiklad tamoxifen. Tumory ale Casto mohou =ziskat rezistenci Kk témto latkam
a onemocnéni prograduje [75]. ER pozitivni tumory neexprimuji pouze receptor, ale ve
zvysené mife 1 geny, které jsou jim aktivovany a které jsou typické pro luminalni
epitelialni buiiky prsu.

Skupina s amplifikovanym HER-2 (erbB2) [76] mize byt efektivné 1é¢ena diky
terapeutickému zacileni HER-2 [25] protilatkou trastuzumab [77]. HER-2 je ¢lenem
rodiny membranovych receptoriit spojenych s tyrozin kinazami (HER-1 — HER-4) [77].
Gen je amplifikovan v 15 — 20 % ptipadd karcinomu prsu.

Klasifikace karcinomu prsu je provadéna také podle podobnosti v jejich genové
expresi [77]. Expresni profily jsou stanovovany hierarchickou klastrovou analyzou.
Do klastrii jsou sestaveny piipady podle podobné exprese skupin genti. Profil exprese
skupin gent se lisi vice u riiznych typli onemocnéni, nez u vzorkii s tumory typu stejného.
Na zéklad¢ nékolika studii mize byt onemocnéni karcinomem prsu rozdéleno nejméné
do 5 odlisnych molekularnich podtypu [78-82]. Zakladni rozdé¢leni je na dvé hlavni
skupiny, estrogenni receptor pozitivni a estrogenni receptor negativni. Tyto skupiny
mohou byt potom déle déleny na klinicky i biologicky relevantni podtypy.

Estrogenni receptor pozitivni podtyp je diky svému expresnimu profilu podobnému
luminalnim buitkam nazyvan luminalni. Dv¢ podskupiny lumindlni A a lumindlni B jsou
¢lenény podle gent a drah regulujicich proliferaci a nebo HER-2 [80, 83, 84].

Lumindlni A tumory jsou citlivé k endokrinni terapii. Exprimuji ER a/nebo PR
a nemaji amplifikovany HER-2. Luminalni B tumory jsou pozitivni na ER a/nebo PR i na
amplifikaci HER-2.

Estrogenni receptor negativni tumory jsou rozdéleny do tii vétSich skupin. Jedna
vykazuje amplifikaci HER-2, dalsi je podobna bazalnim bunikam a tfeti jsou normalnimu
prsu podobné tumory.

HER-2 pozitivni tumory exprimuji vysoké hladiny gend vyskytujicich se

vV HER-2 amplikonu, véetn¢ HER-2 a proteinu vazaného k receptoru ristového

faktoru 7 (GRB7). Maji také vysoké hladiny aktivovaného Nf-kB a transkripéniho

faktoru GATA4 a neexprimuji GATA3 [85, 86]. Tyto tumory mohou byt zacileny
monoklonalnimi protilatkami proti HER-2, nebo HER-2 tyrozin kinazovymi
inhibitory.

Bazdlnim buiikam podobné tumory neexprimuji ER a HER-2 ani geny

odpovidajici na signaly téchto receptort [87], ale exprimuji geny charakteristické pro
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bazalni epitelialni buiiky prsu [78]. Velka ¢ast téchto gent je zapojena do bunééné
proliferace, potlacovani apoptdzy, migrace a invazivity a obecné vSech znaki
nadorového onemocnéni [88, 89]. Zvysena exprese je popsana u cytokeratini CKS5,
CK®6, CK14 a CK17, aktinu hladkych svald, p-cadherinu, c-kit a EGFR [81, 90].

Tento typ karcinomu prsu ma nejvétsi frekvenci chromozomalnich piestaveb,
amplifikaci a deleci, v porovnani s dal§imi typy. Casto ma vysoky histologicky grade
a nefunkéni drahy regulované BRCA1. Nejsou funkéni také drahy zapojené do oprav
DNA. U témét 100 % téchto tumorh byla prokdzéna ztrata lokusu 5ql1, ktery
obsahuje geny zapojené do klicovych kontrolnich bodl a oprav DNA a také tumor
supresorové geny (MSH3, RAD17, APC, RAD50 a XRCC4) [91-93].

Vzhledem k tomu, Ze vétSina bazalnim bunkam podobnych tumort ztraci
expresi ER, PR a HER-2, jsou proto spojovany se skupinou trojité negativnich
karcinomii [94]. Tyto dva podtypy ale nejsou totozné ani podle expresnich matic [90,
95]. Podle analyz RNA exprese trojité negativni karcinomy zahrnuji nejen bazalnim
bunkam podobné tumory, ale také normalnimu prsu podobné [78, 79, 83, 84, 96].

Skupina bazalnim bunikam podobnych karcinomti prsu popisuje 8 —20 % vSech
ptipada [78, 79, 97-104]. Jedna se o velmi heterogenni skupinu. Buiiky mohou mit
nckteré¢ fenotypové vlastnosti charakteristické pro kmenové bunky prsni tkang.
Odpovida tomu 1 profil povrchovych antigenti, CD44 je exprimova zvysené, CD24
exprese je nizkd nebo nedekovatelnd a zdroveil je exprimovana aledehyd
dehydrogenaza 1 (ALDHI1A1) [105]. VétSinou tento typ tumori vznika z bunék
luminalniho progenitorového kompartmentu [106, 107]. Tumory obsahuji také vétsi
mnozsvi bun€k prochézejicich epitelialné-mezenchymalni tranzici [108].

Vétsina piipadi je popisovana jako duktalni, tubularni smiSena [103],
metaplasticka [109], nebo medularni [110]. Vyskytuje se u pacientti mladsiho véku,
buriky jsou polymorfické, maji vysoky pomér jader k cytoplazmé, ztraci formované
tubuly, maji vysoky mitoticky index, hojné apoptotické buiiky a invadujici okraje
s centralni nekrézou tkédn€. Tumor také obsahuje metaplastické elementy, jako jsou
vietenovité a dlazdicovité bunky, centralni jizvu, mikrovaskularni proliferaci
a stromalni lymfocytarni odpovéd’ [83, 97, 111-117].

Tumory rostou velmi rychle [118] a agresivné, pacienti maji $patnou prognozu,
protoze se snadno vyvijeji lokoregiondlni i distalni metastazy. Metastazy vznikaji
nejéastéji v mozku a plicich [101, 119, 120], méné Casto v kostech a jatrech [57, 113,
115, 121, 122]. Typicka je kratka doba pieziti a vysoka mortalita [80, 102, 103, 112,
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113, 123]. Tyto karcinomy mohou odpovidat na specifické terapeutické postupy

a inhibitory poly(ADP-ribéza)polymerazy (PARP).

Normalnimu prsu podobné karcinomy prsu pfipominaji zdravou prsni tkan
s relativné vysokou expresi mnoha genti charakteristickych pro adipoidni buiiky
a dalsi neepitelialni bunécné typy. Maji také nizkou expresi geni luminalnich
epitelialnich bunék [3].

Medularni karcinom prsu je vzacny podtyp, ktery se vyskytuje v méné nez 1 %
piipadu [77]. Karcinom je obvykle dobie vymezeny, ale histologicky jsou burky
Spatn¢ diferencované. Bunky se spojuji do splyvajicich vrstev a tumory maji vysoky
grade. Stroma tumoru invaduje do okolni tkdn¢ a obsahuje infiltrované lymfocyty.
Prognoza je obvykle dobra [77].

Metaplasticky karcinom je termin, ktery popisuje heterogenni skupinu tumort.
Jedna se o adenokarcinomy s pfevazujicimi oblastmi vietenovych bunck,
dlazdicovitych bunék a buné€k podléhajicich maligni mezenchymalni diferenciaci
[77].

Vsechny tyto podtypy karcinomu prsu maji odliSny klinickopatologicky charakter.
Lisi se prognézou i Vv terapeutickych cilech, které exprimuji. Caste¢né odpovidaji
histopatologickym skupindm. Nejlep$i prognézu nese skupina lumindlni A a nejhorsi
prognozu ma obvykle skupina pozitivni na HER-2 a bazalnim bunikam podobné tumory

[78-81, 124].

1.2.1. Trojité negativni karcinom prsu

Trojité negativni karcinom prsu je definovan jako tumor, ktery neexprimuje ER, PR
ani HER-2. Tumory zahrnuté do této skupiny ale mohou obsahovat az 10 % bunék, které
oba receptory exprimuji [77]. Tento typ karcinomu prsu je diagnostikovan u 10 — 20 %
piipadi Zen s timto nadorovym onemocnénim [77, 78, 125, 126]. Ty maji relativné
Spatnou prognozu a nemohou byt 1éceny endokrinni terapii, nebo terapiemi cilenymi na
receptor pro lidsky epidermalni ristovy faktor typ 2 (HER-2), jako je trastuzumab [77].
Lécba je provadéna pouze dostupnymi chemoterapeutiky [25]. MozZné terapeutické cile
jsou EGFR, VEGFR a mTOR. Déle se uvazuje o inhibici PARP. ProtoZze trojité negativni
karcinomy nejsou pohanény hormonalnimi receptory ani HER-2/neu, je pravdépodobné,
ze se do popiedi dostavaji jiné signalni drahy [127].

Trojité negativni karcinom ma vysoky grading [3, 128]. Objevuje se také zvySeny

pocet mitotickych bunék, vysoky pomér jader k cytoplazmé, centralni nekrdza, Casté
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apoptotické bunky a invadujici okraje. Histologicky se jedna o duktéalni karcinomy, ale
vyskytuji se i tubularni, smiSené, medularni, nebo metaplastické [129]. Tak jako
U bazalnim bunikdm podobného tumoru.

Trojit€ negativni a bazalnim bunikdm podobné fenotypy by mohly byt funkéné stejné
[130, 131], ale klinicka, mikro¢ipova expresni, ani imunohistochemicka data to
nedokazuji. Trojité negativni karcinom navic zahrnuje i jiné subtypy [77]. Trojité
negativni tumory tedy nejsou synonymem pro bazdlnim buiikdm podobné tumory
[128, 132-134].

U tohoto fenotypu Casto dochdzi ke ztraté heterozygozity genu BRCAL, projevi se tak
hereditarni mutovana alela [77, 80, 135]. VétSina karcinomu prsu asociovana s BRCAL
je trojité negativni [136] a exprimuje bazalni CK a dal$i markery exprimované také
Utumort s bazalnim bunkam podobnym fenotypem (p53, P-cadherin, EGFR)
[56, 80, 135, 137-141]. Nefunkéni BRCAL a jeho drahy jsou spojeny se specifickou
chybou v opravach DNA. ZvySena exprese EGFR je zde Cast&jsi nez u ostatnich typt
[77]. Hojn¢ dochazi i ke zménam u PTEN [142], coZ je spojeno s rezistenci k anti-EGFR
terapii. Dulezitou roli v patogenezi hraji také HERI/EGFR, KIT, Ki47, p53, AKT,
VEGFR, poly(ADPribdéza)polymeraza 1 (PARP1) a MAP [90, 125, 143].

Rizikové faktory pro tento podtyp jsou odlisné od téch bézné spojovanych
s karcinomem prsu [77]. Riziko mimo jiné roste u Zen S vys$§im pomérem obvodu pasu
a boku, vliv ma i kojeni, nebo matetsvi [144]. Dal$im rizikovym faktorem je nadvaha,
nebo obezita [145]. Spojeni muze byt nalezeno také s metabolickym syndromem (obezita
a rezistence k inzulinu) [146, 147]. Dochazi ke spole¢nému piisobeni mnoha genetickych
a socialnich faktort, které zptsobuji zvySené riziko u Zen afroamerického, nebo
hispanského ptavodu [77, 123]. Hormonalni odchylky v pribéhu Zivota mohou vyrazné
ovlivnit ptipadny rozvoj tohoto typu tumoru, ktery je pak necitlivy k pisobeni hormond.
Riziko se zvySuje s poctem déti a nizkym vékem prvniho poceti, ale kojeni naopak riziko
snizuje [144]. Bezdétnost snizuje riziko vzniku trojité negativniho karcinomu, ale zvySuje
riziko rozvoje ER pozitivniho tumoru [148]. Hormonalni antikoncepce uzivana déle nez
rok je spojena s 2,5 nasobnym rizikem rozvoje tohoto typu onemocnéni [149].

Trojit€ negativni karcinomy jsou pii diagnoze veétsi nez ostatni subtypy a jedna se
0 invazivni karcinomy bez uzli, zasazeny byvaji i lymfatické uzliny [150-153]. Jsou
popisovany jako intervalové karcinomy, tedy ty, které se rozvinou mezi dvéma
preventivnimi kontrolami. Slaby je vztah mezi velikosti primérniho tumoru

a pravdépodobnosti pieziti [151, 154]. Karcinom ma hors§i progndézu nez luminalni
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tumory. Tumory se vyskytuji u mladych Zen a rostou velmi rychle a agresivné [77, 155].
Vyrazny pokles v dobé¢ preziti je béhem prvnich 3 — 5 let po diagndze, ale vzdaleny relaps
je méné Casty [150, 151, 153, 156, 157]. Zvysena je incidence metastaz oproti jinym
typtim [151]. Siii se hematologicky a metastazuji s nejvétsi pravdépodobnosti do mozku
a plic [158]. Dilezité prognostické faktory jsou status uzlin, velikost tumoru a pfitomnost
exprese androgenniho receptoru [134].

Na transkripéni urovni se i V pfipad¢ trojit¢ negativniho karcinomu prsu jedna
0 heterogenni skupinu, bylo identifikovano né€kolik dal$ich podtypt [131, 159-161].
Jedna se o fenotyp, ktery zahrnuje tumory s buitkami podobnymi bazalnim i normalnim
a na claudin chudé molekularni podtypy. Sklada se z dalSich 6 skupin, které¢ maji unikatni
biologii a odpovidaji na riznou terapii [162].

Dva podtypy jsou podobné bazalnim bunikam. Jeden ma zvySenou pouze expresi gent
pro odpovéd’ na DNA poskozeni a regulaci bunééného cyklu (BL1). Druhy podtyp ma
zvySenou | expresi drah odpovidajicich na ristové faktory a myoepitelialnich markera
(BL2). Oba maji zasazeny drahy, které zahrnuji regulaci bunééného cyklu a odpovédi na
DNA poskozeni (ATR, BRCA), coz vyznamn¢ urychluje proliferaci bun€k [159].

Dalsi dva podtypy jsou mezenchymadlni se zvySenou expresi genil spojenych
s diferenciaci bun¢k a signalovani ristovych faktortt (M a MSL). Obsahuji genové klastry
ovlivitujici bunéCnou pohyblivost, interakce s extracelularni matrix, epitelidlné
mezenchymalni tranzici a signaly spojené s rustovymi faktory [163].

Imunomodula¢ni  podtyp (IM) je ovlivnén procesy imunitnich bunék.
Imunomodulaéni podtyp je spojen se zvySenymi aktivitami drah T a B bunék, NK bunék
a dendritickych bun¢k. Nadprimérné jsou i signaly pro prezentovani antigenu, cytokiny,
Nf-xB, JAK/STAT a TNF. Luminalni androgenni podtyp (LAR) je charakteristicky
androgennim signalovanim. Luminalni androgenni podtyp je nejvice odlisny, exprimuje

signalni drahy spojené s hormonalnimi receptory ER a AR [164].
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1.2.2. Model pro experimenty

Xenograftové modely, kde jsou lidské nadorové bunky aplikovany do
imunodeficientnich mysi, se hojné vyuzivaji pro studium ristu tumord a metastazovani
apro validaci specifickych genti jako cili pro léCiva v nadorové terapii. Lidské
xenograftové modely jsou vétsinou schopné tvorby primarniho tumoru, ale tvorba
metastaz byva omezena [165-167]. Lidské nadorové buriky obvykle metastazuji v mySich
jen obtizn¢ a casto se jednd o metastazy netypické pro dané onemocnéni. Naopak
u mysich nadorovych modeli dochazi k efektivnéjsi tvorbé metastaz a charakteristiky
jsou podobné tém pozorovanym u pacientd s danym malignim onemocnénim [168].

4T1 prsni nddorova bunécnd linie byla pivodné izolovana skupinou Miller at al.
[169, 170]. Jedna se o epitelialni buné¢nou linii odvozenou z karcinomu prsu IV. stupné
u mus musculus. Tumory jsou ER negativni a charakterizuji trojit¢ negativni model
lidského karcinomu prsu. Buné¢né linii chybi mimo jiné i exprese p53 [171], Wnt-5a
a PR [172]. Jeji vyuziti v posledni dobé vzrostlo diky schopnosti i¢inné metastazovat do
kosti a dalSich organi, jako jsou plice, jatra a mozek [173-177]. Metastazy 4T1 tumort
u BALB/c mysi jsou doprovazeny rozsadhlou nekrézou a zanétem v misté¢ primarniho
tumoru a hematopoézou u nékolika organti véetn¢ slinivky a jater [178, 179]. Také bylo
prokédzano, ze tumor dokaze u mysi vyvolat zanétlivou odpovéd’ 1 tvorbu protilatek proti

4T1 antigenim v séru [180].
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1.3.  Zinek a maligni transformace

Zinek je bézny prvek pritomny v relativné vysokych koncentracich ve vSech tkanich
vtéle i v sekretech. Celkovy obsah zinku vtéle je 1,4 — 2,3 g [181]. Je uloZen
v intracelularnich organelach véetné jadra, endoplazmatického retikula, Golgiho aparatu,
endozomu, lyzozomi a mitochondrii [182-184]. Mnohé bunééné typy také obsahuji
specializované vacky zvané zinkozomy, které¢ ukladaji vysoké mnozstvi zinku a jsou
schopny jej uvolnit po stimulaci [185, 186]. Zinek ma mnoho vyznamnych funkci
u savc¢ich bungk a je zdsadnim mikronutrientem jako esencialni prvek, ktery je soucasti
velkého poctu metaloproteint v lidském téle [187-189]. Zapojuje se do jejich strukturni
a regulacni funkce [190]. Zine¢naté ionty interaguji se zinek vazajicimi motivy, jako
napiiklad se zinkovymi prsty, a pusobi jako kofaktor nékolika stovek enzymi asi
v 50 tiidach [189, 191-195]. Mnoho transkripénich faktori obsahuje domény se
zinkovymi prsty, které jim usnadnuji vazbu k DNA [196, 197]. A zine¢naté ionty se také
specificky vazou krliznym membrdnovym receptorim, transportérim a kandlim
a ovliviuji tak jejich aktivitu [198]. Samotné zine¢naté ionty mohou navic fungovat i jako
intracelularni druhy posel [199].

Zinek hraje dilezitou roli pii metabolismu nukleovych kyselin, proteini
| karbohydratd, stejné jako pii replikaci a obnové tkané. Je piitomny
v matrixmetaloproteinazaich (MMP) a rodiné endopeptidaz, které reguluji remodelaci
tkani [200-202]. MMP kontroluje proteolyzu extracelularni matrix a dalsich proteind, coz
umoziuje pohyb bungk prostorem. Stépi také adhezni molekuly a mezibunééné spoje.
Aktivace MMP umoziiuje migraci a invazivitu nadorovych buné¢k [203].

Zinek je nezbytny pro DNA syntézu, RNA transkripci, buné¢né déleni i aktivaci
bunék [204]. Obsahuji jej proteiny kontrolujici opravy poSkozeni DNA [204-207]. Je
zapojen do regulace bunééného ristu [208, 209] a smrti a tak chrani bunéény rist, véetné
ristu neoplastickych bun¢k [210]. Proto byl studovan také vliv nedostatku zinku v dieté
na metabolismus bunék zdravych i nadorovych [208, 211].

Nedostatek zinku zpiisobuje poruchy bunéénych d&ji a apoptézu u ruznych
bunéénych typu [212-223]. Apoptdéza vyvolana nedostatkem zinku je zavisla na
mitochondriich a formaci apoptozomu. Nizké hladiny zinku zvySuji pfitomnost
hypo-fosforylovanych forem AKT a ERK, coz umoznuje translokaci BAD na
mitochondrii a naslednou BAX a BAD fizenou bunénou smrt [224]. Podminky
s nedostatkem zinku mohou také piimo aktivovat kaspazy [225]. Dochazi ke kolapsu
potencialu vnitini mitochondrialni membrany a nasledné aktivaci kaspazy 3 [226], coz
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naznacuje, ze zinek také reguluje aktivitu kaspaz [227-229]. Nedostatek zinku muze
zpusobit oxidativni poskozeni lipidi, proteini i DNA [230-234] a indukuje
chromozomalni zlomy [235, 236]. Nizké hladiny totiz zvysuji expresi p53, ale zabranuji
jeho schopnosti vazat se k DNA [237]. Naopak zinek dokaze i potlacit proces apoptdzy
interakci s né€kolika molekulami u riznych bunéénych typa [238-240].

Zinek je asociovan nejen s malignimi onemocnénimi, ale i S riznymi patologickymi
poruchami, jako je nedostate¢na imunita, poskozeny riist, poruchy vyvoje mozku a Spatné
hojeni ran [241-243].

Zinecnaté ionty maji dilezitou roli antioxidantii a brani u¢inkiim volnych radikalt na
bunku [244, 245]. Zinek spolu s m&di maji dalezitou roli jako kofaktory superoxid
dismutazy (SOD) [246]. SOD odstranuje superoxidovy radikal [222]. Tento enzym chrani
buiikky pfed ucinky volnych radikalt a ptfed faktory, které zplsobuji jejich vznik
(ionizujici zafeni, antibiotika, protinadorova lé¢iva) [247-249]. Zinek dokaze vyvolat
navic produkci metalothioneinu, ktery vyvazuje oxidaéné-redukéné aktivni kovy
a hydroxylové radikaly ptes cysteinové zbytky [250-252]. Jednim z hlavnich efektt
nedostatku zinku je tak inhibice SOD a nasledna indukce programované buné¢né smrti
diky oxidativnimu stresu [253]. To muze byt jednim z efektd, jak je zinek zapojen do
iniciace neoplastickych procest. Zinek by vSak m¢l pisobit jako ochrance bunééného
rustu. Tento jev byl demonstrovan na zvifecich modelech, kde transplantované tumory
byly inhibovany pfi udrzovani diety bez zinku [254-259].

Byl objeven volné vazany cytoplazmaticky zinek, ktery muze ovliviiovat rizné
bunééné déje. Je ale nedefinovatelny, protoze vétSina molekul Zn je vazana na
nizkomolekularni ligandy a proteiny, coz je ¢ini nestanovitelnymi. Koncentrace labilniho
zinku je v jadfe niz8i nez v cytoplazmé [223, 260]. Zine¢naté ionty ale nejsou schopny
projit pfes bunécné membrany pasivni difuzi. |kdyZz jsou bunky vystaveny
mikromolarnim koncentracim volného zinku, intracelularni hladiny volného zinku
zlstavaji v fadech femtomoll. | takto malé zmény v koncentracich voln¢ho zinku
ovliviiyji transkripci transportéri pro tok zinku do bun€k, nebo ven. Na udrZzovani
homeostazy zinecnatych iont se podili hlavn¢ dvé velké rodiny proteint [182, 261].
Rodina ZRT IRT-like proteinovych transportéru (ZIP, SLC39A) transportuje zinek pres
membranu do cytozolu [262], rodina ZnT (SLC30A) transportéru transportuje zinek ven
z cytozolu do organel, nebo z bunky [263] a jako dalsi se zapojuji i zinek vazajici
metalothioneiny [263-266]. Nejmén¢ 14 ZIP transportéru pienasejicich zinek do cytozolu

jiz bylo popsano [264]. U clovéka bylo popsano 9 ZIP transportéri a vétSina je
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lokalizovana na plasmatické membran¢ a transportuji zinek dovnitf bunck
[262, 267-269]. ZnT transportéri bylo popsano 10 [261].

Metalothioneiny jsou ubiquitoidni proteiny s nizkou molekulovou hmotnosti. Jejich

produkce je indukovana stresem, maji antioxidacni vlastnosti a jsou bohaté na cystein
[251]. Jsou schopné vazat kovy, pfednostné zinek a méd’, podileji se na udrzovani nizké
hladiny volného zinku [270] a u lidi jsou jejich funkéni izoformy kodovany 10 geny
[271-274]. Exprese jednotlivych izoforem je zavisla na bunééném typu a je specialné
regulovana [275, 276]. Pfi rGstu a vyvoji organismu hraji dtlezitou regulac¢ni funkci
[277, 278]. Vysoké hladiny metalothioneinti byly popsany béhem pozdnich fazi gestace
a v neonatalnich obdobich [279]. ZvySena exprese metalothioneinu u rychle se délicich
tkdni naznacuje jeho dulezitou roli pii normalnim i neoplastickém ristu [279].
Metalothionein je schopen zdsobovat zinkem enzymy nezbytné pro replikacni procesy
[280]. Bylo popsano, Ze zine¢naté ionty jsou schopné piestupovat mezi metalothioneinem
a jinymi proteiny vazajicimi zinek [281-283]. MT muze ale také pfimo interagovat
s nékterymi transkripénimi faktory, naptiklad s p50 podjednotkou Nf-kB [284], ovliviiuje
také transkripéni aktivitu p53 [285]. ApoMT (bez navazaného kovu) je schopen odebirat
zinek z p53 domén modulaci jeho konformaénich zmén [236, 281, 282, 286-288].
Metalothionein spolu se zinkem chrani buiiky pfed oxidativnim stresem a zabranuje tak
apoptoze spousténé volnymi radikaly [289].
a indukujici expresi napfiklad MT je MRE-binding transcription factor — 1 MTF-1 [290].
Volny zinek je schopny jej aktivovat a zpusobit jeho piesun do jadra [291]. Vaze se na
metal responsive elements MRE v promotoru genu pro metalothionein a spousti jeho
expresi.

Mnoho studii popsalo zapojeni zinku do rozvoje nddorovych onemocnéni. I kdyZz jsou
hladiny zinku v séru S$patnym ukazatelem celkového statusu zinku v téle, zmény
Vv hladinach médi a zinku v plazmé i tkani byly popsany u lidi i zvitecich modeld [292].
Studie prokazaly, ze zinek je spojeny s progresi karcinomu [293] prostaty [294] a jater
[295]. Epidemiologické studie popsaly spojeni mezi nedostatkem zinku v dieté
azvySenym rizikem rozvoje nadorového onemocnéni [296]. Hladiny zinku v séru
a malignich tkdnich se snizuji u pacientd s karcinomem jater, Zlu¢niku, zaZivaciho ustroji,
nebo prostaty [294, 295, 297-299]. Studie popisujici ulohu zinku v malignich procesech
maji dlouhou historii, ale ¢asto si odporuji [300]. Na zvitecich modelech bylo prokazano,

ze zinek je zapojen do n¢kolika fazi maligni transformace, véetné iniciace a rozvoje [301].
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Stale v§ak nebylo objasnéno, zda zmény v hladinach zinku jsou pfi¢inou nebo nasledkem
vzniku neoplazii. Vyznamna role zinku pfi onkogenezi je prokdzana jeho stabilizacnim
uc¢inkem na RNA a DNA polymerdzu, inhibi¢nim efektem na fosfodiesterdzu
a aktiva¢nim u¢inkem na adenylat cyklazu [302].

Méd’ 1 zinek mohou interagovat s drahami pro pfenos signalu uvniti bunék. Interaguji
napiiklad s mitogen-aktivovanymi  protein  kindzami (MAPK) [303, 304],
fosfoinozitol-3-kinaza (PI3K)/Akt drahou [305, 306], Nf-kB a AP-1 [237, 307] a p53
[308, 309]. Zinek MAPK aktivuje a to véetné ERK1/2, JNK a p38 [100, 310, 311]. Tyto
drahy jsou totiz deaktivovany pouze na zinku zavislou defosforylaci [100, 312]. Caste¢né
k tomu dochazi diky inhibici né€kolika proteinovych tyrozin fosfataz, které jsou zinkem
inhibovany jiz pfi nizkych koncentracich [186, 313, 314].

Tumor supresorovy protein p53 je dilezity reguldtor bunécné odpovédi na oxidativni
stres a genotoxické poskozeni. Po aktivaci se p53 hromadi v jadfe, kde spousti expresi
mnoha faktort, jako je p21Cipl/WAF1 a mdm2. Indukce p21 miize slouzit jako indikator
aktivace p53 a muiZze zpusobit inhibici proliferace zastavenim bunécného cyklu v G1,
nebo G2 fazi, nebo apoptdzu, ¢i dalsi bunééné zmeény [315-319]. Nejcastéjsimi zménami
u nadorovych onemocnéni jsou inaktivace, nebo mutace v genech jako je p53. Mutace
v p53 jsou spojeny s nepiiznivou progndzou a progresi nadorového onemocnéni. Zinek
je nezbytny pro vazbu k DNA a transkripéni aktivitu p53 [285, 288, 320]. Zinek pii
vysokych koncentracich chrani nadorové bunky pied apoptézou [321], ale pii nizkych

hladinach apoptdzu spousti spolu se zvySenim exprese pS3, FasL a FasR [322-325].

1.4, Zinek a karcinom prsu

Nadorové buiiky prsu jsou unikatni ve schopnosti akumulovat vysoké hladiny zinku,
ktery jim poskytuje ochranu pted apoptéozou [185, 326]. Pro zinkem indukovanou
apoptozu je u prsnich nadorovych bunék potiebny funkéni p53 a jeho pfesun na
mitochondrii [327].

Nedostatek zinku, selenu a vapniku se mize podilet na karcinogenezi prsni tkané,
diky ucasti téchto prvkl pifi regulaci bunééné proliferace, diferenciace a apoptdzy
[328-330]. Zinek a selen maji antioxida¢ni vlastnosti a zesiluji imunitni odpoveéd
[293, 329, 331]. Epidemiologické studie popisuji, ze riziko vzniku karcinomu prsu je
spojeno s piijmem zinku [332-339]. Ve studiich Lee et al. bylo prokazano, ze u prsnich
tumora vyvolanych N-metyl-N-nitrosoureou u potkana [340] se zinek akumuluje

(az 19 krat vyssi koncentrace) a to nezavisle na ptijmu zinku v dieté [341] a Ze sniZeny
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pfijem zinku muze karcinogenezi prsni tkané potlacit [342, 343]. Také vysoké davky
zinku podavané oralné mély antimetastaticky efekt na experimentalnim modelu [344].

U pacientl s karcinomem prsu se hladiny zinku snizuji v séru a zvysuji v maligni
tkani [297, 299, 300, 345, 346]. Biopsie prsni tkan¢ pacientli s nadorem obsahovaly
signifikantn¢ vy$s$i hladiny zinku v porovnani se zdravou tkani [299, 347-349].
V epidemiologickych studiich byl stanoven vztah mezi vysokymi koncentracemi zinku
v prsni tkani a rozvojem karcinomu prsu [350]. Tkan karcinomu prsu ma také
signifikantn¢ vys$i pfijem zinku [351]. Byla prokazana selektivné zvySena exprese
proteinti importujicich zinek do buné€k v porovnani se zdravou tkani [181]. Obecné funkci
zinku jako tumor protektoru podporuje fakt, Ze nadorova tkan je Casto schopna zinek
akumulovat [352-355]. Vysoké hladiny zinku v tkanich také nekoresponduji se
zvySenymi hladinami v séru, coz podtrhuje jeho tlohu [354, 356, 357].

V teorii by méfeni hladiny zinku v séru nebo plasmé mohlo byt vyuzito pro urceni
prognézy [297, 332, 335, 358, 359]. Hladiny zinku v krvi jsou ale udrzovany
homeostazou, takze je 1ze povazovat pouze za slaby marker celkového stavu v téle [360].
Podle nékterych studii jsou lepS§im ukazatelem hladiny zinku v erytrocytech [361],
protoze ty nemohou byt spojovany s nedostatkem zinku v potravé [362]. U pacientd
s karcinomem prsu byla popsana také vysoka exkrece zinku v moci [363] a vyznamny
rozdil byl nalezen u zen s benignimi a malignimi lézemi [364]. Pozménéna homeostaza
zinku muze ptispét k zavaznosti nadorového onemocnéni [241, 365, 366].

VySetfenim biopsii karcinomu prsu i bunéénych kultur byla zjist€éna abnormalni
exprese mnoha proteint, které ovlivituji homeostazu zinku, v¢etné ZIP6 [365], ZIP7
[185], ZIP10 [241] a ZnT2 [367]. ZIP6 je lokalizovan na plazmatické membrané prsnich
epitelidlnich bunék a pfenasi zinek do cytoplazmy. ZvySené hladiny proteinu ZIP6
pozitivné koreluji s hladinami estrogenniho receptoru [368, 369] a jsou markerem pro
luminalni A podtyp karcinomu prsu [366]. Vysoké hladiny ZIP6 byly nalezeny
I U metastatického karcinomu prsu [370, 371] a pozitivné koreluji se zasazenim
lymfatickych uzlin [372, 373]. ZIP6 muze hrat roli v progresi onemocnéni, reguluje
pfesun Snail do jadra, coZ tlumi transkripci epitelidlnich adhezivnich molekul
E-cadherinu [374, 375].

Neékteré druhy transportéri zinku jsou spojené s metastazovanim karcinomu prsu do
lymfatickych uzlin [299]. Metastazujici a pokrocilé karcinomy prsu exprimuji ZIP10
transportér vic, nez nemetastazujici [261]. ZIP10 importuje zinek do bunék, takze bunky

mohou pfijimat ze séra vice zinku. Experimenty Kagara at al. prokazaly, Ze zinek
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transportovany pies ZIP10, ale ne ptes ZIP6, je zapojen do invazivniho chovéani bun¢k
karcinomu prsu [241]. ZIP6 je zapojen do metastazovani do lymfatickych uzlin [373],
jeho aminokyselinové slozeni je podobné jako ZIP10 [376], takZze mohou mit podobné
funkce. Pokud je expresni hladina ZIP6 ale u tkané karcinomu prsu mnohem vyssi nez
ZIP10, je to klinicky asociovano s lepsi prognézou [377]. ZIP10 migra¢ni aktivita je
vyvolana ne zinkem v cytozolu, ale samotnym transportérem aktivovanym pii pfenosu
iontu pfes membranu [241]. Zinek je zfejmé zapojen i do reorganizace cytoskeletu bunék
karcinomu prsu [241]. ZvySena exprese ZnT2 chrani nadorové buiky bez
metalothioneinu pied ucinky zinkem vyvolané cytotoxicity tim, ze jej pfesouva do vacka
[367].

Izoforma metalothioneinu MT-2A ma blizky vztah k prolifera¢ni aktivité nadorovych
bun¢k prsu. Pomoci imunohistochemickych analyz byla popsdna vyS$i exprese
metalothioneinu u karcinomu prsu [378-380]. Jeho vysoka exprese Kkoreluje
s chemorezistenci a Spatnou progndzou [381, 382]. ZvySena exprese metalothioneint
chrani nadorové buniky proti poskozeni volnymi radikaly, inhibuje apoptézu a podporuje
bunénou proliferaci a nekontrolovany rust [383]. Interakce metalothioneinu se
zine¢natymi ionty je zapojena do regulace mnoha transkripénich faktord, které prispivaji
ke karcinogenezi [251, 383, 384]. Zvysena koncentrace MT je pozitivné asociovana
s histologickym gradem [385, 386] a rezistenci k radiaci [387] a chemoterapeutikiim
[388] u invazivnich duktalnich karcinomt prsu. U lobularnich karcinomu je exprese
metalothioneint slaba [379, 389].
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2. Cile prace

e Stanovit ICso koncentraci zine¢natych iontl pro linii 4T1

e Popsat zmény v genové expresi po plisobeni zineCnatych ionta

e Indukovat tumor Balb/c mysim a simulovat tak onemocnéni karcinomem prsu

e Stanovit efekt suplementace zinkem na proces tumorigeneze karcinomu prsu
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3. Prakticka cast

3.1. Material a metody

3.1.1. Kultivace/pasazovani bunéénych linii

Jedna se o proces, pfi kterém jsou zajistény idealni podminky pro rist bunéénych

linii. Pfi pasdZovani jsou buiiky sklizeny a pfeneseny do novych kultivacnich lahvi.

4T1 bunééna linie:

Adherentni epitelialni buné¢na linie. Pivodem z mus musculus, karcinomu prsu stage 1V.
(American Type Culture Collection, CRL-2539, 2004)

Pomiicky a chemikalie:

mikroskop, centrifuga, termostat, sterilni box, plastové lahve pro kultivaci
bunéénych linii, jednorazové sklenéné pipety, automatické pipety
trypsin: Trypsin 10x v 2,5% PBS; EDTA: 0,02% roztok v PBS, sterilni
(trypsin:EDTA 1:9); PAA Laboratories GmbH Pashing, Austria
PBS; Invitrogen Corp. Carlsbad, CA, USA
EDTA; Sigma Aldrich Co. St. Luis, MO, USA
kompletni Kultiva¢ni médium; PAA Laboratories GmbH Pashing, Austria
o RPMI-1640 s indikatorem (fenolova ¢erveil) s 10 % FBS, antibiotikum
(penicilin/streptomycin)

kultivaéni médium bez FBS

Postup:

Kryozkumavka s buné¢nou suspenzi byla ponechana pti pokojové teploté, dokud
veskery obsah neroztal

Suspenze byla opatrné promichana s 5 ml média zahtatého na pokojovou teplotu
Smés byla centrifugovana pii 4 °C, 2700 otackach a po dobu 7 minut
Supernatant byl odstranén a sediment rozsuspendovan v 2 ml odpovidajiciho
média

Suspenze bunék byla rozpipetovana do sterilnich kultiva¢nich lahvi s ¢erstvym
médiem

Obsah lahvi byl lehce promichan a lahve byly umistény do termostatu

Kultivace probihala pti 37 °C a 5 % CO2
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Pribézné byl sledovan nartst buné€k na dné lahvi a vyménovéano kultivacni
médium, jakmile buniky dosahly 80% nartstu, byly sklizeny

Médium bylo odsato z lahvi

Bunky adherované na dné lahvi byly promyty ¢istym médiem pokojové teploty
bez obsahu FBS

Bunky byly uvolnény z povrchu ptisobenim 10% roztoku trypsinu v EDTA po
dobu asi 2 minut (doba ptisobeni se lisi dle bunécné linie a pouzitého treatmentu)
Uvolnéné bunky byly splachnuty do 3 ml ¢Cistého média s obsahem FBS
a preneseny do centrifuga¢ni zkumavky

Centrifugace probihala pti 4 °C, 2700 otackach a po dobu 7 minut

Supernatant byl odstranén a ziskany bunéény pelet byl rozsuspendovan

Vznikla bunéénd suspenze muze byt pouzita k dalsi kultivaci nebo k jinym

metodam

3.1.2. Stanoveni po¢tu bunék v suspenzi

Stanoveni celkového poctu bun€k bylo provedeno pomoci piistroje Casy model TT

system (Roche Applied Science, USA). Reagencie i plast byly dodany vyrobcem. Pied

prvnim pouzitim byl piistroj nakalibrovan na ndmi pouzivané bunécné linie.

Pomiicky a chemikalie:

Casy model TT system; Roche Applied Science, USA
Plastové jednordzové nadobky s vickem, sterilni roztok ,,Casy Tone*
s davkovacem; Roche Applied Science, USA

Bunécna suspenze, PBS, médium

Postup:

Sklizené bunky v suspenzi byly rozsuspendovany ve vhodném mnoZstvi média
nebo PBS (podle dalsiho vyuziti bun¢k)

Do nadobky s 10 ml ,,Casy Tone* roztokem bylo napipetovano 100 pl bunck
a obsah byl promichan otac¢enim nadobky v rukou

Na pfistroji byl navolen odpovidajici program a bylo spusténo ¢isténi kapilary
Po dokonceni ¢isticiho procesu bylo provedeno kontrolni méfeni s ¢istym ,,Casy
Tone*

Kazdy vzorek byl zméfen dvakrat
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e Na pfistroji byl odecten pocet bun€k v jednom mililitru pivodni suspenze

a procento viabilnich bun¢k

3.1.3. Kratkodoby zinkovy treatment 4T1 linie

Bunky narostlé do 60 az 70% konfluence byly podrobeny piisobeni zine¢natych
iont1.
Pomiicky a chemikalie:
e 10 mM roztok siranu zine¢natého ve vodé (zasobni roztok 2 mol/l, vhodny pro
bunéénou kultivaci); Sigma Aldrich Co., St. Louis, USA
e PBS: 1x PBS (5 tablet v 1 litru deionizované H20); Amresco, Ohio USA
Postup:
e Nejprve bylo odsato médium, buiiky byly proplachnuty 3 ml roztoku PBS
e K buikdm bylo ptidano Cerstvé médium a do oznacenych lahvi bylo napipetovano
potfebné mnozstvi roztoku Zn»SOs, tak aby vysledné koncentrace odpovidaly
0-100 uM
e Po 48 hodinach byly buiiky sklizeny a dale zpracovany

3.1.4. MTT test

Ke stanoveni bunécné viability pfi plsobeni riznych latek a naslednému urceni
hodnoty ICsp pro danou latku je vyuzivan MTT test. Pfi této metodé je vyuzito barevné
zmény pfi metabolickém zpracovani (reduket) Zlutého
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromidu na nerozpustné fialové
krystaly. K této reakci dochazi pouze v zivych bunkach, vysledna intenzita zbarveni tedy
odpovida mnozstvi viabilnich bung¢k.

Pomiicky a chemikalie:
e Devadesatisesti jamkové destiCky, Versa Max microplate reader; Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA
e Kompletni médium, siran zinecnaty, roztok MTT (Sigma Aldrich, USA), DMSO
(Sigma Aldrich, USA), glycinovy pufr

Postup:
e Sklizené bunky byly spocitany
e Bunécnd suspenze byla vhodné nafedéna a rozpipetovana do mikrotitracni
desticky (5000 bunek/jamka/200 pl média)

e Do I.a 12. jamky bylo pipetovano pouze Cisté médium.
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e Desticka byla ulozena do CO2 termoboxu a buniky byly kultivovany 1-3 dny az
dosahly pozadované konfluence

e Vjamkéch s buitkami bylo vyménéno médium a byla pfidana testovana latka
V koncentra¢ni logaritmické fadé

e Desticka byla znovu umisténa do CO2 termoboxu na 48 h

e M¢édium v 1. i vSech jamkéch obsahujicich buiiky bylo odsato

e Do prazdnych jamek bylo napipetovano 200 pl Cerstvého média a 50 ul MTT
(5 mg/ml)

e Desticka byla zabalena do alobalu (MTT se na svétle rozkladd) a na 4 h ulozena
do CO2 termoboxu

e Obsah jamek 1-11 byl opatrné odsat a bylo pfidano 200 pul DMSO a 25 pul
glycinového pufru, tak aby se vzniklé krystaly dokonale rozpustily

e Absorbance pti 570 nm byla zméfena a ze ziskanych hodnot vypoctena ICsp

3.1.5. Proliferacni a rustovy test vreilném case zaloZeny na
impedanci

RTCA xCELLigence systém je pfistroj, ktery na zdkladé zmén impedance
elektrody méfi relativni rychlost proliferace bunék. (Roche Applied Science and ACEA
Biosciences, San Diego, CA, USA). Piistroj byl vyuzivan podle instrukci vyrobce.
Experimentu ptfedchazelo stanoveni optimalni koncentrace bun¢k v desti¢ce E-plate.
Pocet bun€k byl optimalizovan na 10 000/ jamka. Po nasazeni na desku byly bunky
monitorovany prubézné¢ kazdych 15 minut po dobu 200 hodin. Vysledky byly

vyhodnoceny v originalnim softwaru na zakladé manualu vyrobce.

3.1.6. lzolace RNA
Pomiicky a chemikalie:
e High Pure RNA Isolation Kit, sada firmy Roche, Némecko
Postup:
e Sklizené bunky byly rozsuspendovany v 200 ul PBS. K suspenzi bylo pfidano
400 pl lyzaéniho pufru (Lysis/-Binding Buffer)
e Sm¢s byla promichdna na vortexu a pienesena na kolonku
e Kolonka vlozena do mikrozkumavky byla centrifugovéna po dobu 15 sekund

e Roztok, ktery protekl ptes kolonku, byl odstranén
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Nasledné bylo na kolonku ptidano 100 pl predem ptipravené DNéazy (90 ul DNase
Incubation Buffer a 10 pul DNase 1), inkubace po dobu 15 minut pfi pokojové
teploté

Na kolonku bylo napipetovano 500 ul promyvaciho pufru I (Wash Buffer I).
Kolonka byla centrifugovana a proteceny roztok odstranén

Bylo ptidano 500 pl Promyvaciho pufru II (Wash Buffer 1), nasledovala opét
centrifugace, odstranéni proteCené¢ho roztoku

Dalsich 200 pl Promyvaciho pufru II (Wash Buffer Il) bylo napipetovano na
kolonku, kolonka byla centrifugovana na maximalni otacky po dobu 2 minut
Roztok, ktery protekl, byl odstranén a kolonka byla vlozena do Cdisté
mikrozkumavky

Poté bylo pridano 70 pl Elu¢niho pufru (Elution Buffer) a kolonka centrifugovana
po dobu jedné minuty

Po posledni centrifugaci obsahuje mikrozkumavka roztok s vyizolovanou RNA

RNA je skladovana pti -70°C nebo dale zpracovana

3.1.7. Kontrola ¢istoty RNA a stanoveni jeji koncentrace

Cistota RNA byla, stejné jako koncentrace, zméfena spektrofotometricky. Cista

RNA ma parametry A260/280 > 2 (pomér charakterizuje kontaminaci bilkovinami)

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

Pomiicky:

NanoDrop, Spectrophotometer, ND-1000; Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington, DE, USA

Postup:

Do piistroje byly pipetovany 2 ul izolatu, tak aby nezvnikly bublinky
Jako blank byl pouzit eluéni roztok, ve kterém je RNA rozpusténa
Po kazdém mcéfeni byly obé kontaktni plochy peclivé ociStény sterilnim

ubrouskem
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3.1.8. Reverzni transkripce

Pro gRealTime PCR je tieba cDNA, aby probchla amplifikace. Z vyizolované
jednovldknové RNA ji ziskame piepisem pomoci reverzni transkriptazy.
Pomiicky a chemikalie:
e Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit; Roche, Némecko
Postup:
e Mastermix pro jednu reakci:
o Vzorek nafedény vodou do objemu 11 pl
o Random Hexamer Primer (600 pmol/ul) 2 ul
o Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer (5x konc.) 4 ul
o Protector RNase inhibitor (40 U/ul) 0,5 ul
o Deoxynucleotide Mix (10 mM kazdy) 2 ul
o Transcriptor Reverse Transcriptase (20 U/ul) 0,5 ul
e Celkovy objem mastermixu je 20 pl
e Vzorky byly natedény PCR vodou z kitu tak, aby v kazdé reakci bylo stejné
mnozstvi RNA (500 ng)
e Reakce probihd v termocykléru dle nasledujiciho programu:
o 10min 25°C
o 60min 50°C
o 5min 85°C

e Ziskana cDNA je uchovana pii -20 °C, nebo je ihned pouzita k qReal Time-PCR

3.1.9. Kvantitativni PCR v realném case

Do mastermixu byly pfidany specifické primery pro cilové geny a referencni gen
(p-aktin) a navic specifické TagMan sondy, které se vazou na cilové struktury a po
rozlozeni exonukledzovou aktivitou DNA-polymerazy fluoreskuji. Fluorescence je
zaznamenana pristrojem.

Pomiicky a chemikalie:
e Real-Time PCR: ABI Prism 7500 Sequence Detection Systems; Applied
Biosystems, USA
e veskeré roztoky jsou dodavané firmou Applied Biosystems, USA
e expresni sondy (primer + sonda): f-actin (assay ID: Mm00607939 s1), MT1A
(MmO00496660_g1), MT2A (MmO04207591_g1), p53 (Mm01731290_g1), MTF-1
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(MmO00485274 _m1) byly vybrany z TagMan gene expression assays; Life
Technologies, USA
Postup:
e Reakéni smés:
o Produkt reverzni transkripce byl nafedén 5 x a do kazdé jamky
mikrotitra¢ni desti¢ky jej bylo napipetovano 5 pl
o 10 pl Master Mix (dodano vyrobcem)
o 1 pl roztoku sonda + primer
o 4 ulvody
e Reakce probihala v ptistroji ABI PRISM 7500 dle programu:
o 50°C 2min
o 95°C 10 min

o 95°C 155
o 60°C 1min } 40
e Vyhodnoceni ziskanych dat z pftistroje bylo provedeno metodou ,,delta delta Ct*
podle metodiky navrzené Applied Biosystems (viz nasledujici vzorec)
e Exprese referencniho genu se pouziva pro normalizovéani hodnot exprese cilového

genu

R = 2 - {(Ctsledovany genvzorek™ Ctrefereném’ gen vzorek)_(Ctsled.gen kontrola_Ctref.gen kontrola)}

3.1.10. Indukce tumort a suplementace zinkem

Osmitydenni samice Balb/c (vdha 21 — 24 g) byly nahodné rozdéleny do 2 x 2 skupin.
Dvé skupiny sindukovanym tumorem, dvé skupiny suplementované zinkem.
Metastaticka linie karcinomu prsu 4T1 byla vyuZita pro indukci rozvoje tumoru.
Postup:

¢ Bunky narostlé do 70 % konfluence byly béZznym zplisobem sklizeny

e Sklizené buiiky byly spocitany pomoci Casy pftistroje

o Buiiky byly nafedény na koncentraci 1 x 10°ve 20 pl PBS

e Suspenze bunék byla smichana s Matrigelem 1:1

e Zvirata byla podrobena celkové anestezii (1 % Narkamon + 2 % Rometar,

0,5 ml/100 g hmotnosti)
e Sm¢s s nddorovymi buitkami byla vpravena do tukového polstare nalezejiciho ke

¢tvrtému paru prsnich 714z
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Dévka zinku podéavana intraperitonedlné¢ byla urcena jako polovina LDso davky
stanovené Domingo et al. [390]. Celkem bylo podavano 0,15 mg/g siranu zine¢natého.
Celkova déavka byla rozdé€lena do 4 ¢asti (0,025 + 0,05 + 0,05 + 0,025 mg/g).

Zvitata byla krmena ad libitum a denné pozorovana. Klece byly umistény v mistnosti
se stalou teplotou a udrzovany v Cistoté. Objem tumoru byl méfen dvakrat tydné
(délka X vyska)?x 0,5.

Po jednom mésici byla zvifata terminovana. Po pitve byla stanovena velikost a vaha
tumoru a byly odebrany organy k dal§im analyzam (primarni tumor, mozek, jatra, plice,
slezina a ledviny).

Pouziti zvitat pro experimenty podléhalo pokynim Evropské spolecnosti a bylo

schvaleno Etickou komisi Lékatské fakulty Masarykovy univerzity v Brné.

3.1.11. Priprava tkanovych vzorkii

Tkanové vzorky byly pied dalsim pouzitim homogenizovany. Bylo pouzito asi
0,01 g tk&dné v 500 pl PBS a homogenizace probihala mechanicky za pouZiti UltraTurrax
T8 homogenizer (IKA-Werke, Staufen, Nemecko), na ledu po 3 minuty na 25 000 rpm.

Homogenaty byly dale termolyzovany pii 99 °C, 15 minut na termonixéru
(Eppendorf 5430, Eppendorf, Hamburg, Némecko). Denaturované homogenaty byly
centrifugovany pii 4 °C, 15000 g, po dobu 30 minut. Teplo u¢inné denaturuje
a odstraniuje termolabilni proteiny a proteiny s velkou molekulovou hmotnosti. Takto

piipravené vzorky byly pouzity pro stanoveni metalothioneinu a sulfidovych skupin.

3.1.12. Elektrochemicka detekce zine¢natych ionti

Elektrochemicky analyzator Model Metrohm AG (Herisou, Svycarsko) byl pouzit
pro stanoveni zine¢natych iontii. Analyzator (757 VA Computrace) poskytuje konvenéni
tii-elektrodovou konfiguraci s rtutovou kapkou (HMDE) jako pracovni elektrodou:
0,4 mm?, Ag/AgCl/ 3M KCI jako referenéni elektrodou a platinovou pomocnou
elektrodou. Diferencidlni pulzni voltametrie byla provedena za nasledujicich podminek:
deoxygenace byla provedena argonem po dobu 60 s, nanaSeci potencial — 1,3 V, doba
nandseni 240 s, startovni potencial — 1,3 V, kone¢ny potencial 0,15 V, pulzni amplituda
0,025 V, pulzni ¢as 0,04 s, krokovy potencial 5,035 mV a cas krokového potencidlu 0,3 s.
[391]
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3.1.13. Elektrochemicka detekce metalothioneinu

Detekce byla provedena pomoci Autolab Analyser (Eco Chemie, Utrecht,
Nizozemi) ptistroje s klasickym tfi-elektrodovym uspotadédnim za pouziti diferencialni
pulzni voltametrie Brdickovou reakci. Analyzovany vzorek byl akumulovéan na pracovni
elektrod¢, kterou byla visici rtutova kapka. Po akumulaci byl detekovan pomocnou

elektrodou s kobaltitymi solemi v amoniovém pufru o pH 9,6 [392].

3.1.14. Analyza celkového obsahu sulfidovych skupin
Koncentrace SH- skupin ve tkanich byla urena pomoci 0,2 mmol/l
5,5"-dithiobis(2-nitrobenzoové kyseliny) (DTNB) podle Ellmanna [393]. Intra-assay CV
bylo 3,5 % a inter-assay CV bylo 5,5 %. Celkovy obsah sulfidovych skupin byl vyjadien
v umol/g proteinu.

3.1.15. Statistické metody
U dat byla zkontrolovana normalita a provedena logaritmickd transformace.
Multifaktorialni ANOVA a Bonferroni post-hoc test byl vyuzit k analyze hlavnich efektu.
Dale byly vypocteny Pearsonovy korelace k odhaleni zavislosti mezi proménnymi. Ke
statistické analyze byl vyuzit program Statistica 12 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).

Hladina statistické vyznamnosti byla nastavena na p < 0,05.
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4. Vysledky

4.1. Invitro efekty na linii 4T1

4.1.1. Viabilita

Nejprve byla testovana viabilita 4T1 bunécné linie po plisobeni zine¢natymi ionty.
Takto mohla byt nasledn€ stanovena optimalni davka, ktera bude aplikovana zvifecimu
modelu. Pro proliferani stanoveni na piistroji xCelligence byly pouzity koncentrace
siranu zine¢natého: 0, 25, 50, 75, 100 a 125 uM. A vysledna ICso po 48 h byla stanovena
na 52,8 uM (obr. 1).

Hodnoty 50% inhibi¢ni koncentrace byly urceny i pomoci MTT testu (obr. 2).
Vyslednd koncentrace po 48 h byl 83,7 uM.

<25 r

(]

o]

=

\é 2 B

0

%]

c

51.5 —0uM
3 ——25uM
g AN ——50uM
g— 100uM
=05 |

= 125uM
=

+—

(T _

E 0 1 L L L 1 1 ]

€ 0 6 12 18 24 30 36 42 48

Cas (h)
Obrizek 1: Stanoveni miry proliferace po plisobeni zinec¢natych iontti u linie 4T 1. Vypoctena hodnota 50%

inhibiéni koncentrace po 48 h byla 52,8 uM.
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Obrazek 2: Vysledky MTT tesu. IC50 po 48 h byla stanovena na 83,7 uM

37



4.1.2. Genova exprese
Po ptisobeni zineCnatymi ionty byla stanovena exprese metalothioneint MT1 a MT2
u linie 4T1 in vitro. Pro treatment byly pouzity koncentrace 0, 25, 50, 75 a 100 uM.
Pomoci jednosmérné ANOVy nebyl pozorovan signifikantni efekt koncentrace zinku na
expresi obou genl. Zaroven nebyla nalezena zadna signifikantni korelace mezi
jednotlivymi geny. Je vSak patrné, Ze exprese obou genli mély po piisobeni zine¢natymi

zvysujici se trend (obr. 3).
50.00
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1.00
0.50

0.05

Relativni genova exprese

0 20 40 60 80 100
Zinek (LM)

Obrazek 3: Relativni exprese MT u bunééné linie 4T1 po vystaveni riznym koncentracim zine¢natych

iontu.
4.2. Zvireci model

4.2.1. Hmotnost zvirat

Pokusna zvitata byla nahodné rozdélena do 4 skupin: 1.) kontrola, 2.) kontrola
suplementovana zinkem, 3.) s aplikaci 4T1 bun¢k, 4.) saplikaci 4T1 bun¢k a se
suplementaci zinkem. Po aplikaci nddorovych bunck byla zvifata celkem 9 krat
pravideln¢ vazena a meéfena. Také bylo kontrolovano, zda suplementace zinkem
nezplsobuje znamky intoxikace béhem experimentu. V samotnych zménach hmotnosti
zvifat nebyl béhem experimentu nalezen zadny signifikantni trend (obr. 4). Pii
vyhodnocovani dat pomoci jednosmérné ANOVy nebyl zaznamenéan Zadny signifikantni
rozdil v hmotnosti mezi jednotlivymi skupinami. Z pozorovani vyplyva, ze suplementace

zinkem neméla zadny zavazny negativni efekt na stav celého organismu.
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Obrazek 4: Primérné hmotnosti jedinct ve vSech skupinach. Skupina ¢.1 je kontrolni, ¢.2 byla pouze
suplementovéana zinkem, skupiné ¢.3 byl indukovan nador a skupiné ¢.4 byl indukovan nador spolu se

suplementaci zinkem.

4.2.2. Velikost tumoru

Po aplikaci 4T1 bun¢k byl v obou skupinach u vSech zvifat pozorovan vznik a rist
tumoru. V kontrolnich skupinach, kde 4T1 buiiky aplikovany nebyly, nebyla zadna
incidence nédoru. Po pitvé byly popsany jasné znamky progrese metastdz do jater, plic,
kosti a slinivky a to u obou skupin. Mén¢ casté byly metastazy v mozku a na stfevech
V obou skupinéch.

Béhem experimentu byla pravidelné¢ méfena velikost primarniho tumoru, aby
mohlo byt stanoveno, zda suplementace zinkem ovlivnila rist nadorové tkan€. Pomoci
jednosmérné ANOVYy byl objeven signifikantni efekt treantmentu zinkem na rdst tumoru,
(F(1, 137) = 7,2804, p = 0,008). Po treatmentu zinkem bylo popsano 28% snizZeni objemu

tumoru oproti kontrole (obr. 5).

" 4 Fyziologicky roztok
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Obrazek 5: Primérny objem tumorti u skupin s nadorem indukovanym pomoci linie 4T1. Patrny

signifikantni rozdil mezi skupinou se suplementaci zinkem (svétlejsi) a bez suplementace (tmavsi).
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4.2.3. Genova exprese

Efekt suplementace zine¢natymi ionty byl popsan i na Urovni genové exprese
v riznych tkanich (primarni nador, jatra, ledviny, plice, mozek, slezina). Analyzovany
byly geny souvisejici s metabolismem kovti, metalothionein1a 2 (MT-1a MT-2), MTF-1
a TP53. Stanoveny byly efekty indukce tumoru, zinkového treatmentu a typu tkan¢.

Multifaktorialni ANOVA odhalila signifikantni efekt typu tkané na genovou expresi
(F(20, 481,86) = 12,96, p < 0,001), po odeéteni efektu ostatnich proménnych. Nejvyssi
exprese vSech pozorovanych gent byla v jatrech a ledvindch. VSechny geny se
exprimovaly signifikantné méné v plicich, slezin¢ a primarnim tumoru.

Po odecteni efektu ostatnich proménnych méla signifikantni efekt na hladiny genové
exprese i piitomnost tumoru (F(4, 145) = 11,36, p < 0,001). Exprese vSech sledovanych
gent byla signifikantné nizsi v nadorové tkani.

Efekt samotného treatmentu na expresi pozorovanych genti nebyl signifikantni.
Pokud byl ale analyzovan v kombinaci s efektem indukce tumoru a typu tkané, bylo
nalezeno  signifikantni  pusobeni. Kombinovany efekt byl stanoven na
F(20, 481,86) = 1,64, p = 0,04. Pro odhaleni trenda v expresich jednotlivych gentd byly
exprese v odpovidajicich tkanich porovnany s uzitim Bonferroniho post-hoc tesu.

Byl nalezen vyznamny vzorec expresi genl, které navzdjem koreluji. VSechny
korelace byly signifikantni pti p < 0,01. Nejsilngjsi korelace byla pozorovana mezi MT1
a MT2 (r=0,82) a nejslabsi, ale stale signifikantni, mezi TP53 a MT2 (r = 0,32).

Zvitata s indukovanymi nddory méla signifikantn€ niZ§i expresi obou
metalothioneind v plicich oproti kontrolam. Samotny MT2 byl exprimovan signifikantné
mén¢ ve slezin€ u zvifat s indukovanymi nadory a vice v jatrech. Celkové exprese MT,
TP53 a MTF-1 byla nejvice ovlivnéna typem tkané. Indukce tumoru a treatment zinkem
mél vyznamny efekt pouze na expresi MT1 a MT2. Souhrné vysledky expresi vSech genti

jsou na obrazku €. 6.
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Obrazek 6: Relativni exprese vSech stanovovanych genti u vSech tkani.

4.2.4. Analyza sulfidickych skupin, MT proteinu a hladiny zinku

Experimenty na trovni RNA ukazaly vyznamné zmény v hladinach metalothioneinu
v zavislosti na indukci tumoru. Metalothioneiny maji vysoky obsah cysteinovych zbytka,
které jsou schopné vazat tézké kovy. Proto byla provedena analyza sulfidickych skupin.
Celkovy obsah SH- skupin neodrazi pouze obsah metalothioneinu v bunkach, nebo tkani,
ale 1 jiné redoxn¢ aktivni slouceniny, jako je redukovany glutathion GSH. Obsah
metalothioneinu byl stanoven zv1ast’, elektrochemicky. Navic byly stanoveny i zine¢naté
ionty (obr. 8).

Korela¢ni analyza mezi t€émito komponentami odhalila pouze slabou zavislost mezi
hladinami —SH skupin a MT (r =37, p <0,001). Slaba negativni korelace byla stanovena
i mezi hladinami zine¢natych ionti a obsahem -SH skupin (r = -0,31, p < 0,001). Proto

byly nasledné metalothioneiny (0br.9) a —SH skupiny (obr. 7) interpretovany samostatné.
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Podobné¢ jako u analyzy genové exprese byly vypocteny efekty jednotlivych faktora
Ina tyto stanovované veliCiny. Signifikantné niz§i koncentrace MT proteinu byly
V primarnim tumoru v porovnani s tkanémi mozku, plic a jater. Naopak koncentrace
zinec¢natych ionti byla signifikantné vyssi v tkani tumoru v porovnani s jatry.

U zvifat s indukovanym nadorem byl 1,5 krat niz8§i obsah —SH skupin oproti
kontrolnim skupindm, hladiny MT a zinku se nelisily.

Treatment zine¢natymi ionty mél signifikantni efekt na hladiny MT proteinu, —SH
skupin i zine¢natych iontd (F(3, 113) = 4,90, p = 0,003). Post hoc testy odhalily
signifikantni 1,4 krat vy$s§i obsah —SH skupin v treatovanych zvifatech, p < 0,05. Ostatni

veli¢iny byly také zvySené, ale pod hranici statistické vyznamnosti.
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Obrazek 9: Koncentrace metalothioneinu
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Obrazek 8: Koncentrace zinku v tkdnich u viech

skupin.
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5. Diskuze

Cilem této studie bylo popsat, zda zine¢naté ionty mohou vyznamné ovlivnit proces
onkogeneze prsni tkdn¢ na mysim modelu. Zine¢naté ionty byly zvoleny, protoze jejich
ucinky na procesy tumorigeneze byly dobie popsany. Jejich efekt by mél potlacovat
tumorigenezi a zaroven inhibovat vazbu médi K proteinim. Méd” ma oxidacni
a angiogenni ucinky [394-397]. Dtive bylo také prokazano, ze u prsnich nadorovych
bunék mohou zine¢naté ionty inhibovat Nf-kB [398]. Tento transkrip¢ni faktor je ¢asto
zvySené aktivni u karcinomu prsu nezavislého na hormonech [399]. Zinek ma také piimy
efekt na rust a bunénou smrt nadorovych bunék prostaty [400]. Dokonce i nizké, nebo
fyziologické koncentrace zineCnatych iontll dokdzou vyvolat vypusténi cytochromu c
z mitochondrii a tak aktivovat kaskadu kaspaz, ktera vyusti v apoptozu [401]. Zinek je
také zapojen do epigenetickych mechanismi [402, 403]. Nedostatek zinku zpisobuje
snizenou metylaci DNA a histoni [404], protoze histondeacetylazy a histon-lyzin
metyltransferdzy jsou =zinek dependentni enzymy [405-407]. Inhibitory histon
deacetylazy reaktivuji estrogenni receptor v ER negativnich buiikdch karcinomu prsu
[408]. Deregulované hladiny zinku také zpusobuji oxidativni stres a produkci
metalothioneind, coz mize mit efekt na maligni tkan.

V této studii byla davka zinku podavana intraperitonealné urcena jako polovina LDsg
koncentrace pro sulfat zine¢naty stanovené Domingo et al. [390]. Celkem bylo tedy
podavano 0,15 mg/g siranu zine¢natého. Pfi testovani rozdilnych davek zinku v dieté
a podavanych v riznych ¢asovych intervalech Hou et al. [396] popsal, Ze davky nizsi nez
1 mg/g nevedou Kk anorexii ani ztraté hmotnosti u mysi. Ani v nasi studii davky zinku
podavané mysSim nezpisobovaly Zadné zndmky intoxikace a nebylo pozorovano zZadné
sniZzeni hmotnosti u treatovanych mysi oproti kontrolam.

Studovany tumor byl vyvoléan injekci nadorovych 4T1 bunék. Tato linie nemé funkéni
p53 a exprese jejich zinkovych transportéri je nastavena k akumulaci zinku [241]. Proto
studie prokazaly, ze pouze naddorové epitelidlni buniky prsu s funkénim p53 jsou schopné
vyvolat produkci metalothioneinu po expozici kovu [409, 410]. V souladu s témito
vysledky ani zde nebyla prokazana signifikantni zména v expresi MT1 a MT2 po
vystaveni zine¢natym iontim u linie 4T1. Ani v tkani primarnich tumorl v mySim

modelu vystaveném suplementaci zinkem nebyla pozorovana zména v expresi MT1,
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MT2, TP53 a MTF1. U skupin bez nddorti byla exprese vSech genti signifikantn¢ vyssi
(p = 0,003).

Signifikantni zmény byly objeveny také mezi tkanémi (p < 0,001). Nejvyssi hladiny
exprese studovanych genii byly popsany v jatrech. Je to dano ziejmé tlohou tohoto
organu v procesech oxidativniho stresu a udrzovani homeostdzy kovi. U zvifat bez
indukovaného nadoru bylo mnozstvi -SH skupin v jatrech signifikantné vyssi po expozici
zinkem, ale u zvifat s tumorem tento trend pozorovan nebyl. Tyto zmény ale nebyly
nalezeny u metalothioneinu. Rozdily, stejné jako slabé korelace mezi MT a -SH
skupinami mohou byt vysvétleny dilezitou ulohou GSH, ktery také obsahuje -SH
skupiny. GSH spolu s metalothioneinem poskytuji vysoké mnozstvi cysteinovych zbytku
a spole¢né chrani bunky pted stresem [411]. Vzrast -SH skupin v jatrech tedy reflektuje
mimo jiné izvySenou produkci GSH, coz podtrhuje ulohu této tkané v regulaci
zinecnatych iontl Vv téle.

Uvedené vysledky potvrzuji vyznamny vliv karcinomu prsu na antioxidacni kapacitu
celého organismu. Vycerpané télo bojujici s tumorem je neschopné odolavat dalSimu
oxidativnimu stresu. Podle studie Feng et al. [412] u pacientt s karcinomem prsu je
celkova antioxidacni/oxidativni rovnovaha signifikantné naruSena oproti zdravym
kontrolam. V dalsi studii bylo prokazano, ze karcinom prsu je spojen se zvySenymi
hladinami peroxidace lipidt a sniZenou antioxidac¢ni kapacitou krevnich bunék [413].

V souhlasu s nasi hypotézou byl primarni tumor po treatmentu zinkem signifikantné
mensi oproti kontrole, nebyl ale pozorovan Zadny efekt na tvorbu metastdz. Toxicita
zine¢natych iontt pro nadorovou prsni tkan byla potvrzena ve studii Al-Qubaisi et al, kde
ICs0 NiZn feritovych nanocastic byla pro zdravé prsni bunky MCF-10 skoro 15 krat vyssi,
nez pro nadorovou linii MCF-7 [414]. Zadné signifikantni zm&ny v akumulaci zinku mezi
tkanémi po treatmentu zinkem, nebo u zvifat s indukovanym nadorem nebyly nalezeny.
Stejné tak ve studii Woo a Wu kde bylo zjisténo, Ze v MNU-indukovanych tumorech se
akumuluje zinek vice neZ ve zdravé prsni tkani, ale hladiny zinku v té€lnich organech se
nezménily [341]. Skupina Skrajnowské popsala, Ze potkani suplementovani zinkem, nebo
meédi akumulovali méd” v nadorové tkani, zatimco ostatni tkan¢ zlstaly beze zmén
a kone¢né hladiny zinku nebyly zménény vibec [415]. Nadorové buiky s nejvyssim
obsahem zinku zfejmé zemiou V disledku spusSténi apoptozy, takze vyslednd celkova

koncentrace v nadorové tkani jimi neni ovlivnéna.
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Dalsi studie v rozporu s nasi studii popsaly, ze rast karcinomu prsu je pozastaven
spiSe nedostatkem zinku, nebo jeho odstranénim [416, 417]. Studie McQuity et al
popisuje, ze rust karcinomu prsu byl vyznamné inhibovan ve skupiné s deficientnim
zinkem, zatimco u skupin s adekvatnimi hladinami, nebo zvySenymi hladinami byl rast
zpomalen jen nepatrné. Rozdily v téchto studiich oproti této mohou byt dany pouzitim
jinych bunéénych linii. Zminéné studie vyuzili Walker 256 bunécnou linii, nebo linii
R3230AC. Walker 256 buiiky jsou odvozené ze spontdnné vyvinutého tumoru bieziho
potkana a bylo zjisténo, Zze jsou hematopoetického pivodu [418]. R3230AC je potkani
adenokarcinom prsu, je to transplantovatelny tumor, miize byt péstovan in vitro, ale
netvoii spontanni metastazy [419]. Nebyly popsany signifikantni rozdily mezi normalni
potkani prsni tkani a ER negativnim R3230AC tumorem, co se tyce vaznych mist pro
prolaktin, specifity vazeb, nebo afinity prolaktinu k receptoru [420]. Naopak 4T 1 buné¢na
linie pouzita v této studii reprezentuje typicky trojité negativni karcinom prsu, bez
exprese ER, PR a HER-2 [421]. Bunky snadno tvofi metastaze a maji epitelialni
charakter, navic exprimuji mezenchymalni markery VIM [422]. Stejné jako lidsky
karcinom prsu, 4T1 indukované nadorové onemocnéni se §ifi z mista primarniho tumoru
do okolnich tkani. Diseminace do lymfatickych uzlin a tvorba vzdalenych metastaz
odpovida lidskému karcinomu prsu [423]. Tyto vysledky naznacuji, ze linie 4TI
ptedstavuje leps$i model pro vyzkum reakce na zinkovy treatment. Spolu s dalsimi autory
studii [328, 424, 425] bylo prokazano, ze samotny zinek mize u¢inné tlumit rist

primarniho karcinomu prsu, obzvlasté v ¢asnych stadiich.
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6. Zavér

Karcinom prsu je zavazné onemocnéni a patii k nejcastéj$im typtim malignit u zen.
| ptes vyznamné pokroky v pochopeni principt vzniku nadorovych onemocnéni obecné
a nasledny rozvoj cilené¢ 1€cby jsou pokrocila stadia malignit stdle povazovana za
nelécitelna. Karcinom prsu lze rozdélit na né€kolik odlisnych subtypl charakteristickych
svym expresnim profilem, fenotypem i odpovidavosti na dostupnou lécbu. Trojité
negativni karcinom neexprimuje Zadny z hormonalnich receptorti a postrada i amplifikaci
HER-2. Je jednim z nejagresivnéjSich podtypt a 1é¢ba je odkazana pouze na standardni
systémovou chemoterapii a chirurgické odstranéni nadoru.

Zinek je pfimo i nepiimo zapojen do mnoha vyznamnych bunécnych déji. Jeho role
byla popsana i u vzniku nékolika riiznych malignit, mimo jiné i u karcinomu prsu. Mohl
lé¢itelnych podtypi. Princip, jakym je zinek zapojen do kancerogeneze tkang, ale jeste
nebyl objasnén, zapojeny mohou byt zinkové transportéry, nebo metalothionein.
Koncentrace zine¢natych iontl je vyznamné vy$s$i v nddorové prsni tkani, nez v tkéni
zdravé, naopak vséru nebo plasmé hladiny zinku u pacientd klesaji. Zmény
Vv koncentracich tohoto kovu navic také vyznamné ovlivituji odpovéd’ na oxidativni stres
a redoxni stav bun€k. Dosud neni ale jasné, zda jsou zmény hladin zinku pfic¢inou, nebo
nasledkem maligni transformace.

Cilem této studie bylo popsat, zda suplementace zinkem muize vyznamné ovlivnit
rozvoj karcinomu prsu na in vivo modelu. Pouzitd linie 4T1 charakterizuje trojité
negativni karcinom prsu u mus musculus a je schopna tvofit primarni tumor i metastazy
v kmeni BALB/c. Celkova davka zinku podavana v pribéhu experimentu byla stanovena
jako polovina letalni davky a jeji efekt byl pozorovan nejen na rlistu samotného tumoru,
ale i na expresi vybranych gent a antioxidativnim statusu celého organismu.

Expozice zine¢natym iontum u obou skupin subjektt nevyvolala Zadné zavazné
zdravotni komplikace. Exprese gentll spojenych s metabolismem zinku byla signifikantné
vys$si u skupin bez indukovaného tumoru, rozdily byly popsany i mezi jednotlivymi
tkdnémi. Nejvyssi hladiny exprese vSech gen byly popsany v jatrech, které jsou
vyznamné zapojeny do produkce faktori zapojenych do udrzovani homeostdzy. Zmény
byly popsany i v obsahu -SH skupin a metalothioneinu. Nase vysledky jsou v souhlasu
s dal§imi studiemi a naznacuji, Ze celkova antioxidativni rovnovaha je pfi rozvoji tumoru
vyznamné naruSena a organismus pak neni schopen odolavat dalSimu oxidativnimu

stresu, vyvolanému treatmentem zinkem. Podavéani zine¢natych iontd mélo sice
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signifikantni vliv na velikost primarniho tumoru, ale rozvoj metastaz ovlivnén nebyl. Lze
tedy potvrdit, Ze zine¢naté ionty jsou zapojeny do kancerogeneze prsni tkang, ale rist

tumoru mohou tlumit pouze v ¢asnych stadiich.
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7. Publikace

Sztalmachova, M., et al. (2015). "Molecular response of 4T1-induced mouse
mammary tumours and healthy tissues to zinc treatment."” International Journal of
Oncology 46(4): 1810-1818.

Breast cancer patients negative for the nuclear oestrogen receptor alpha have
a particularly poor prognosis. Therefore, the 4T1 cell line (considered as a triple-
negative model) was chosen to induce malignancy in mice. The aim of the present
study was to assess if zinc ions, provided in excess, may significantly modify the
process of mammary oncogenesis. Zn(ll) ions were chosen because of their
documented antitumour effects. Zn(ll) is also known to induce the expression of
metallothioneins (MT) and glutathion (GSH). A total dose of zinc sulphate per
one gram of mouse weight used in the experiment was 0.15 mg. We studied the
expression of MT1 MT2, TP53 and MTF-1genes and also examined the effect of
the tumour on antioxidant capacity. Tumour-free mice had significantly higher
expression levels of the studied genes (P<0.003). Significant differences were also
revealed in the gene expression between the tissues (P<0.001). The highest
expression levels were observed in the liver. As compared to brain, lung and liver,
significantly lower concentrations of MT protein were found in the primary
tumour; an inverse trend was observed in the concentration of Zinc(Il). In non-
tumour mice, the amount of hepatic hydrosulphuryl groups significantly increased
by the exposure to Zn(ll), but the animals with tumour induction showed no
similar trend. The primary tumour size of zinc-treated animals was 20% smaller
(P=0.002); however, no significant effect on metastasis progression due to the
zinc treatment was discovered. In conclusion, Zn(lIl) itself may mute the growth

of primary breast tumours especially at their early stages.

(plny text v ptiloze)
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