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Değişken  konsantrasyonlarda  ZnCl2  veya  Zn-HA  ile  hücre  
muamelelerinden  sonra,  mitokondriyal  akonitaz  ve  laktat  dehidrogenazın  
enzimatik  aktiviteleri  tarif  edildiği  gibi  test  edildi.18  Hücreler,  500  ul  0.25  
M  sukroz-tampon  artı  50  mM  HEPES  ve  %0.007  digitonin  ile  yeniden  
süspanse  edildi.  Sitosol  süpernatanı  santrifüjlendi  ve  laktat  dehidrojenaz  
(LDH)  enzimatik  aktivite  deneyi  için  hazırlandı.  Peletlenmiş  mitokondri,  
100  ul  HDGC  (20  mM  HEPES  [pH  7.5],  1  mM  DTT,  %10  gliserol  ve  2  mM  
trisodyum  sitrat,  0.5  mg/L  löpeptin,  0.7  mg/L  pepstatin  ve  0.2  mM  PMSF)  
içinde  yeniden  süspanse  edildi.  Mitokondriyal  parçacığın  zarı,  %1  
Triton  X-100  mevcudiyetinde  parçalandı  ve  mitokondri  ekstresi,  NADH  
eşlemeli  tahliliyle  akonitaz  aktivitesi  açısından  test  edildi.  Mitokondriyal  
ve  sitozol  fraksiyonlarının  protein  konsantrasyonları,  BCA  protein  
tahlil  kiti  (Pierce,  Rockford,  IL)  kullanılarak  ölçüldü.  Hücresel  mACON  ve  
LDH'nin  enzimatik  aktivitesi,  protein  konsantrasyonu  ile  ayarlandı.

Hücre  kültürü  ve  kimyasallar
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materyal  ve  metodlar

Bazı  
araştırmalar,  prostat  epitel  hücrelerinin  mito  kondriyasında  özellikle  
yüksek  çinko  seviyeleri  bildirmiştir;  burada  çinko,  mito  kondriyal  akonitaz  
(mACON)'u  inhibe  ederek  sitrat  oksidasyonunun  azalmasına  neden  
olur.4,10,12,13  Akonitaz  (akonitaz  hidrataz,  EC4.2.1.  3)  karbonhidrat  ve  

enerji  metabolizması  için  esastır  ve  sitrat  ve  izositratın  sitrik  asit  
döngüsündeki  intercon  versiyonunu  başlatır.14  Stabil  transfekte  
mACON  antisens  insan  prostat  karsinomu  hücresi  PC-3'ü  kullanan  önceki  
in  vitro  çalışmamız,  anahtarı  gösterdi  mACON'un  sitrat  
kullanımındaki  rolü  ve  prostatta  hücre  içi  ATP  seviyelerinin  
düzenlenmesi.15  İnsan  prostatındaki  çinko  bazlı  mACON  düzenleme  
süreçleri  hala  tam  olarak  anlaşılamamıştır.  Önceki  çalışma,  insan  
mACON  geninin  50  -çevrilmemiş  bölgesindeki  korunmuş  demire  yanıt  
veren  elementleri  (IRE)  belirleyerek ,  demirin  insan  prostat  karsinomu  
hücrelerinde  mACON'un  gen  translasyonunu  ve  transkripsiyonunu  
yukarı  regüle  ettiğini  göstermiştir.16  Çalışmamızın  amacı,  
regülasyonu  belirlemekti  mACON  ekspresyonu  üzerindeki  çinkonun  ve  
insan  prostat  karsinomu  hücrelerinde  hücre  içi  ATP  seviyeleri,  sitrat  

kullanımı  ve  hücre  proliferasyonu  ile  ilişkisi.  Bu  çinko  regülasyonunun  
mekanizmaları  da  tartışılmaktadır.

Ağır  metallerle  şelat  bileşikleri  oluşturan  koyu  kahverengi  bir  
organik  asit  olan  hümik  asit,  1.29  mg/ml'de  iyon  giderici  suda  çözündürüldü  
ve  tarif  edildiği  gibi  çözünmeyen  partiküler  maddeyi  çıkarmak  için  10.000  
g'de  10  dakika  santrifüjlendi.17  Çinko  klorür  stoğu

16  saat  boyunca  %5  FBS  içeren  RPMI  1640  ortamında  DTPA'lı/
DTPA'sız  çeşitli  dozlarda  Zn-HA  kullanılarak  muameleden  sonra,  
hücreler  lizis  tamponu  (62.5  mM  Tris  [pH  6.8],  %2  SDS,  %10  gliserol,  %5)  
ile  parçalandı.  b-merkaptoetanol,  7  M  üre,  5  ug/ml  leupeptin  ve  1  mM  
fenilmetilsülfonil  florür).  Eşit  miktarlarda  protein,  %7.5  SDS-poliakrilamid  
jeli  ile  ayrıldı  ve  üretici  (Amersham  Bioscience,  New  Territories,  Hong  
Kong)  tarafından  detaylandırıldığı  gibi  ECL  tespit  sistemi  
kullanılarak  analiz  edildi.  Leke,  seyreltilmiş  1:500  sığır  mACON  
antiserumu  (lütfen

İnsan  mitokondriyal  akonitaz  ve  b-aktinin  immünoblot  testi

PC-3  hücreleri,  American  Type  Culture  Collection'dan  (Manassas,  VA)  
elde  edildi.  Hümik  asit,  çinko  klorür  (ZnCl2),  ferrik  amonyum  sitrat  (FAC)  
ve  dietilentriaminpenta-asetik  asit  (DTPA),  Sigma'dan  (St.  Louis,  MO)  
satın  alındı.
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çözelti,  100  mM'lik  bir  konsantrasyonda  (bu  çalışmada  Zn-HA  olarak  
adlandırılır)  1  mM  hümik  asit  çözeltisi  içinde  çözülmüştür.  FBS,  
HyClone'dan  (Logan,  UT)  satın  alındı.  Tüm  kültür  ortamları  ve  
reaktifler,  Life  Technologies'den  (Rockville,  MD)  satın  alınmıştır.  
Hücreler,  %10  FBS  içeren  RPMI  1640  içinde  kültürlendi  ve  ortam,  haftada  
iki  kez  değiştirildi.

Çinko,  hücre  büyümesi,  replikasyonu,  osteogenezisi  ve  bağışıklığı  
için  metabolik  işlevi  etkileyen  çok  sayıda  metalloenzim  için  gerekli  olan,  
homeostatik  olarak  düzenlenen  temel  bir  mineraldir.1  Çinko  ve  prostat  
karsinogenezi  arasındaki  ilişki  konusundaki  çalışmalar  tartışmalı  
olsa  da,  kanıtlar  çinkonun  bir  rol  oynayabileceğini  düşündürmektedir.  
prostatta  önemli  bir  rol  oynar.2–9  Prostattaki  toplam  çinko  seviyeleri,  
diğer  yumuşak  dokulardan  10  kat  daha  yüksektir  ve  çinkonun  prostatta  
birikme  yeteneği,  prostat  karsinogenezi  sırasında  kaybolur.2,10  Çinko  
tedavisi,  hem  in  vitro  hem  de  in  vivo  hücre  döngüsü  durması,  apoptoz  
ve  nekroz  yoluyla  prostat  kanseri  hücrelerinin  büyümesini  kısıtlar.
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Zn-HA  tedavisi  (0.1–10  1M),  sitrat  kullanımını  zayıflatan  ve  PC-3  
hücrelerinde  hücre  içi  ATP  seviyelerini  azaltan  mACON  enzimatik  aktivitesini  
kısıtlarken,  etki  çinko  şelatör,  dietilentriaminpentaasetik  asit  (DTPA)  
eklenerek  bloke  edilir.  İmmunoblot,  ribonükleaz  koruması  ve  geçici  gen  
ekspresyonu  deneyleri,  Zn-HA  tedavilerinin  mACON  gen  ekspresyonunu  
inhibe  ettiğini  gösterir.  Varsayılan  metal  yanıt  elemanının  (MRE)  
CTCGCCTTCA'dan  TGATCC  TTCA'ya  mutasyonu,  mACON  promotör  
aktivitesinin  Zn-HA  inhibisyonunu  ortadan  kaldırır.

Mitokondriyal  akonitaz  (mACON),  insan  prostat  epitel  hücresinde  sitrat  
oksidasyonu  için  anahtar  enzim  olarak  bir  [4Fe-4S]  kümesi  içerir.  Prostat  
epitel  hücrelerinde  yüksek  düzeyde  çinko  birikiminin  sitrat  oksidasyonunun  
etkinliğinin  azalmasına  neden  olduğunu  gösteren  birikmiş  kanıtlar  
olmasına  rağmen,  mACON  üzerindeki  çinko  regülasyonu  hala  iyi  
anlaşılmamıştır.  İn  vitro  çalışmalardan,  insan  prostat  karsinomu  
hücreleri  PC-3'te  taşıyıcı  (Zn-HA)  olarak  hümik  asit  kullanılarak  çinko  
klorür  tedavisi  geliştirilmiştir.

Sonuçlarımız,  çinkonun  mACON  geni  üzerinde  spesifik  bir  düzenleyici  
mekanizmaya  sahip  olduğunu  göstermiştir  ve  mACON  gen  
transkripsiyonunda  varsayılan  metal  düzenleyici  sistemin  biyolojik  bir  
işlevi  tanımlanmıştır.

Anahtar  sözcükler:  prostat;  çinko;  metal  tepki  elemanı;  hümik  asit;  
akonitaz

Çinko,  insan  prostat  karsinomu  hücrelerinde  mitokondriyal  akonitazın  gen  
ekspresyonunu  bloke  eder 10970215,  2006,  3,  [26/10/2022]  tarihinde  Turkey  Cochrane  Evidence  Aid,  Wiley  Online  Library  tarafından  https:// onlinelibrary.wiley.com/ doi/ 10.1002/ ijc.21411  adresinden  indirildi.  Kullanım  kuralları  için  Wiley  Online  Library'deki  Hüküm  ve  Koşullara  (https:// onlinelibrary.wiley.com/ terms- and- conditions)  bakın;  AE  makaleleri  geçerli  Creative  Commons  Lisansına  tabidir Machine Translated by Google
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48  saat  boyunca  %5  FBS  içeren  RPMI  
1640  ortamı  ve  MTS  deneyi  ile  hücre  
sayısı  belirlendi.
Her  bir  tedavi  noktası ,  taklit  olarak  
işlenmiş  analoğa  göre  ZnCl2  
işlemi  tarafından  indüklenen  490  
nm'de  absorbans  uyarılmasının  
ortalama  yüzdesini  temsil  eder  (**p  
<  0.05;  ***p  <  0.01).

ŞEKİL  1  –  PC-3  hücrelerinde  
mACON  enzimatik  aktivitesinin  ve  
hücre  çoğalmasının  çinko  klorür  
ve  Zn-HA  ile  modülasyonu.  Hücreler,  
16  saat  boyunca  %5  FBS  ile  RPMI  
1640  içinde  3  ml  farklı  ZnCl2  (a-c)  
veya  Zn  HA  (d-f)  konsantrasyonları  
ile  işlendi .  Hücreler  toplandı  ve  
mitokondri  partikülleri  digitonin  
sindirimi  kullanılarak  hazırlandı.  
mACON  enzimatik  aktiviteleri  (a,d),  
mitokondriyal  membranı  ayırmak  
için  %1  Triton  X-100  varlığında  
NADP-bağlı  tahlil  ile  belirlendi  
(n=5).  Sitoplazma  fraksiyonundaki  
LDH  aktiviteleri  (b,e),  tüketilen  piruvat  
miktarı  için  30°C'de  tahlil  edildi.  
Deneysel  veriler ,  kontrolle  işlenmiş  
numuneye  göre  ZnCl2  işlemiyle  
indüklenen  enzimatik  aktivitenin  
ortalama  yüzdesi  6  SE  (n  =  6)  olarak  
sunulur  (**p  <  0.05;  ***p  <  0.01).  
Hücreler  (5.000  hücre/oyuk;  n  5  8),  
100  ul  içinde  1  ZnCl2  (C)  veya  Zn  HA  
(F)  (belirtildiği  gibi)  ile  inkübe  edildi.

RB  Franklin  tarafından  hediye  edilmiştir)  ve  1:1000  seyreltilmiş  b-aktin  
antiserum  (C11,  Santa  Cruz  Biotechnology,  Santa  Cruz,  CA).

Hücre  proliferasyon  
deneyleri  ZnCl2  veya  Zn-HA'ya  yanıt  olarak  hücre  proliferasyonu,  MTS  

deney  kiti  (Promega  Biosciences,  San  Luis  Obispo,  CA)  ile  ölçüldü.  Hücreler  
(5.000  hücre/oyuk)  100  ul  RPMI  1640  içinde  büyütüldü

Ribonükleaz  koruma  testi
İnsan  mACON  cDNA'sı,  Ncol  sindirimi  kullanılarak  doğrusallaştırıldı.

48  saat  boyunca  %5  FBS  ve  farklı  dozlarda  ZnCl2  veya  Zn-HA  içeren  ortam .  
Hücreler  iki  kez  PBS  ile  yıkandı,  ardından  taze  hazırlanmış,  kombine  
MTS/fenazin  metosülfat  (hacimce  1:1)  solüsyonu  ile  3  saat  süreyle  37°C'de  
nemlendirilmiş  %5  C02  atmosferinde  inkübe  edildi.  Formazan  ürününün  
absorbansı  ELISA  mikroplaka  okuyucusu  (Dynex  Technologies,  Chantilly,  
VA)  ile  490  nm'de  ölçülmüştür.RNA  probları  (mACON  ve  b-aktin),  daha  önce  açıklandığı  gibi  ribo  

nükleaz  koruma  tahlil  kiti  (PRA  II;  Ambion,  Austin,  TX)  ile  T3  RNA  polimeraz  
ile  sentezlendi.15  RNA  probu  (1  3  105  cpm),  30  1  g  toplam  RNA  95°C'de  5  
dakika  süreyle  ve  ardından  gece  boyunca  48°C'de  inkübe  edildi.  Korumasız  
tek  sarmallı  RNA,  5  U  RNaz  A  ve  20  U  RNaz  T1  ile  çıkarıldı.  Ribonükleaz  
korumasının  sonucu,  %5  denatüre  edici  poliakrilamid  jeller  üzerinde  
analiz  için  ayrıldı.
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tarif  edilmiştir.15  Süpernatandaki  sitrat  konsantrasyonları,  eşleştirilmiş  
reaksiyonlardan  NADH  oksidasyonu  izlenerek  tahmin  edilmiştir.  Ortamdaki  
sitrat  konsantrasyonları  ve  hücre  içi  ATP  seviyeleri,  BCA  protein  tahlil  kiti  
(Pierce)  kullanılarak  tüm  hücre  ekstraktının  protein  konsantrasyonlarına  
ayarlandı.

Sitrat  ve  hücre  içi  ATP  tahlili  PC-3  hücreleri  
(2  3  105 /kuyu),  %80  birleşme  elde  edilene  kadar  6  oyuklu  plaka  içinde  

inkübe  edildi.  48  saat  boyunca  %5  FBS  ile  RPMI  1640  ortamında  Zn-HA  
işleminden  sonra,  ortam  sitrat  konsantrasyonları  ve  hücre  içi  ATP  
seviyeleri  şu  şekilde  ölçüldü:

Machine Translated by Google
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Lusiferaz  ve  b-galaktosidaz  tahlili  İnsan  
mACON  promotörünü  içeren  raportör  vektör,  pGL188,  tarif  edildiği  gibi  

yapılandırıldı.18  Sitomegalovirüs  (CMV)  arttırıcı/promotör  
tarafından  kontrol  edilen  demir  yanıt  elemanının  şişkinliği/
halkalarını  içeren  pGLCMVIRE  raporlayıcı  vektörü  şu  şekilde  
yapılandırıldı:  daha  önce  tarif  edilmiştir.16  Basit  DNA  dizi  analizi  
kullanılarak  mACON  geninin  promotöründe  metal  yanıt  elemanı  
(MRE),  antioksidan  yanıt  öğesi  (ARE),  sterol  yanıt  öğesi  (SRE)  ve  Sp1  
bağlama  bölgeleri  dahil  olmak  üzere  birkaç  varsayılan  yanıt  öğesi  
bulunmuştur.  GCG  sekans  analiz  yazılımı  (Accelrys  Inc.,  San  Diego,  
CA)  ile.  Mutasyona  uğramış  metal  tepki  elemanı  (pMREm),  sterol  
tepki  elemanı  (pSREm),  Sp1  bağlama  bölgesi  (pSp1m)  ve  antioksidan  
tepki  elemanı  (pAREm)  içeren  raportör  vektörler,  QuikChange  Siteye  
Yönelik  Mutagenesis  kiti  (Stratagene,  La  Jolla,  CA)  kullanılarak  
oluşturuldu. ).  İn  vitro  bölgeye  yönelik  mutajenez  için  kullanılan  
tamamlayıcı  çift  iplikli  primerler,  50  -GGCGCCGTGTGGGAGAGCTCTTTAAT  
GCGACCTCAT  C-30  (pAREm  için),  50  -GCCTTCACCGTGACG  
CCCATATCTTCCGGGCACGC-30  (pSREm  için),  50  -CACTCT  
TCCGGGCACGAAACTGCCCAAAGGCTTTA-30  (pSp1m  için)  idi.  ve  50  
-CAGGGTTCTAGGGAGGCTGATCCTTCACCGTGACG-30  (pMREm  için;  
mutasyon  bölgesinin  altı  çizilmiştir).  Transfeksiyondan  bir  gün  önce  
hücreler,  1  3  104  hücre/kuyuda  24  oyuklu  plakalara  kaplandı  ve  daha  
önce  tarif  edildiği  gibi  1  ug/kuyu  lusiferaz  raportör  vektörü  ve  0.5  ug/kuyu  
b-galaktosidaz  ekspresyon  vektörü  kullanılarak  geçici  olarak  transfekte  
edildi.18  transfekte  edilmiş  hücreler  yıkandı

Elektroforetik  mobilite  kaydırma  testi  
Elektroforetik  mobilite  kaydırma  testi,  daha  önce  açıklandığı  

gibi  gerçekleştirildi.19  Varsayılan  metal  yanıt  elemanını  (50  
-GTTTCA  TCCTGGGCATGTCTCTCTCTGCCTTTG-30 )  içeren  çift  sarmallı  
DNA  fragmanı,  T4  kullanılarak  g-P32ATP  ile  etiketlenmiş  50  uçluydu  
polinükleotit  kinaz.  PC-3  hücrelerinin  nükleer  ekstraktları,  üretici  (PIERCE)  
tarafından  tarif  edildiği  gibi  NE-PER  nükleer  ve  sitoplazmik  ekstraksiyon  
reaktifleri  kullanılarak  toplandı.  50  uçlu  etiketli  MRE  (MRE  probu;  5  nM),  
20  uL  bağlama  tamponu  (25  mM  HEPES  tamponu  [pH  7.9],  50  mM  KCL ,  
0.05  mM  EDTA,  0.5  mM  ditiyotreitol,  0.5  mM  fenilme  tilsülfonil  florür  ve  
%10  gliserol)  içeren,  0.5  ug  poli(dI-dC)-poli(dI-dC).  Bağlanma  kayması,  
50  kat  veya  100  kat  çift  sarmallı  MRE  veya  çift  sarmallı  MRE  ile  zorlandı.

RPMI  1640  ortamında  iki  kez  ve  hemen  16  saat  daha  %5  FBS  ile  RPMI  
1640  ortamında  belirtildiği  gibi  farklı  konsantrasyonlarda  Zn-HA  ile  
işlendi.  Hücreler,  200  ul  Lusiferaz  Hücre  Kültürü  Parçalama  Reaktifi  
(Promega  Bioscience)  ile  parçalandı.  Üretici  (Promega  Bioscience)  
tarafından  detaylandırıldığı  üzere,  luci  ferase  tahlili  için  yirmi  
mikrolitre  hücre  lizatı  ve  b-galaktosidaz  (b  GAL)  enzim  tahlili  için  100  ul  
hücre  lizatı  kullanıldı.  Lusiferaz  aktivitesi,  LumiCount  lüminometre  
(Packard  BioScience,  Meriden,  CT)  kullanılarak  göreli  ışık  birimleri  
(RLU)  olarak  belirlendi  ve  b-GAL  aktivitesi  ile  ayarlandı.

ŞEKİL  2  –  PC-3  hücrelerinde  mACON  enzimatik  aktivitesinin  ve  gen  ekspresyonunun  Zn-HA,  çinko  şelatör  veya  ferrik  amonyum  sitrat  ile  modülasyonu.
Hücreler,  belirtildiği  gibi  3  ml  farklı  konsantrasyonlarda  Zn-HA  (Zn)  ve  16  saat  boyunca  %5  FBS  ile  RPMI  1640  içinde  DTPA  (a)  veya  FAC  (b)  ile  işlendi.  
Mitokondriyal  fraksiyondaki  mACON  enzimatik  aktiviteleri,  Materyal  ve  Metodlarda  tarif  edildiği  gibi  test  edildi.  Deneysel  veriler,  kontrol  numunesine  göre  
muamelelerle  indüklenen  enzimatik  aktivitenin  ortalama  yüzdesi  6  SE  (n  =  6)  olarak  sunulur  (**p  <  0.05;  ***p  <  0.01).  Hücreler,  24  saat  boyunca  DPTA'lı  veya  
DPTA'sız  (belirtildiği  gibi)  farklı  konsantrasyonlarda  Zn-HA  (Zn)  ile  muamele  edildi.  Hücreler  toplandı  ve  immünoblot  deneyi  (c)  için  proteini  çıkarmak  ve  
ribonükleaz  koruma  deneyi  (d)  için  mRNA'yı  çıkarmak  için  parçalandı  (1,  kontrol;  2,1  İM  Zn-HA;  3,10  İM  Zn-HA;  P,  ücretsiz  araştırma).
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Tsui  ve  ark.

Bu  mACON  enzimatik  aktivitesi,  10  1M'de  Zn-HA  işlemi  ile  %50'ye  düşürüldü.  
Zıt  bir  şekilde,  Zn-HA'nın  obstrüktif  etkisinin  kendisi,  çinko  şelatlayıcı,  
DTPA  veya  transferinden  bağımsız  demir  donörü,  FAC  ile  birlikte  tedavi  edilen  
hücreler  tarafından  bloke  edildi  (Şekil  2a,b).  İmmunoblot  ve  ribonükleaz  
koruma  deneyleri,  Zn-HA  tedavilerinin  PC-3  hücrelerinde  sadece  enzimatik  
aktiviteyi  değil,  aynı  zamanda  mACON  gen  ekspresyonunu  da  inhibe  ettiğini  
doğruladı  (Şekil  2c,d).

İnsan  prostat  karsinomu  hücresi  PC-3  kullanılarak  yapılan  in  vitro  
çalışma,  16  saat  boyunca  ZnCl2  tedavisinin  (0.1-10  1M)  ZnCl2  konsantrasyonu  
100  1M'ye  ulaşana  kadar  mACON  enzimatik  aktivitesini  etkilemediğini  gösterdi  
(Şekil  1a).  mACON  enzimatik  aktivitesi  üzerindeki  bu  ZnCl2  bloke  edici  etki,  hücre  
içi  laktat  dehidrojenaz  konsantrasyonu  belirgin  şekilde  azaldığından,  yüksek  
çinko  klorür  konsantrasyonunun  sitotoksisitesine  bağlı  olabilir  (Şekil  1b).

Tartışma
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g  P32ATP'ye  sahip  50  -ucun  etiketlenmediği  mutasyonel  form  (MREm;  50  
-GTTTCATCCTGGGAGGATCTG  CCTTTG-30 ) .  Protein-DNA  kompleksi  oluşumu,  
otoradyografi  ile  %4  poliakrilamid  jeller  üzerinde  analiz  edildi.

Kültür  ortamındaki  sitrat  konsantrasyonları,  10  1M  Zn-HA  işleminden  
sonra  1.6  kat  arttı  (Şekil  3a).  Krebs  döngüsünde  zayıflayan  sitrat  kullanımı,  
sahte  tedavi  görmüş  gruplarla  karşılaştırıldığında  Zn-HA  ile  muamele  
edilmiş  hücrelerde  hücre  içi  ATP  seviyesinde  %40'lık  bir  azalmaya  neden  oldu  
(Şekil  3b).  Bu  sonuçlar,  Zn  HA  tedavilerinin,  PC-3  hücrelerinde  mACON  enzimatik  
aktivitesini  inhibe  ederek,  zayıflatılmış  sitrat  kullanımı  ve  biyoenerji  
ürettiğini  göstermektedir.

Bununla  birlikte,  PC-3  hücreleri ,  taşıyıcı  olarak  hümik  asit  (Zn-HA  tedavisi)  
ile  16  saat  süreyle  ZnCl2  dozlandığında,  enzimatik  analizin  sonuçları,  Zn-HA  
tedavisinin  mACON  enzimatik  aktivitesini  önemli  ölçüde  inhibe  ettiğini,  ancak  
LDH  enzimatik  aktivitesini  inhibe  etmediğini  gösterir  (Şek.  1d,e).

İnsan  mACON  cDNA'sının  demir  yanıt  elemanına  (IRE)  özdeş  sekans  
dizisine  sahip  bir  CMV  arttırıcı/promotör,  lusiferaz  raportör  vektörü  
(pCMVIREGL3)  çalıştıran  mACON'un  gen  translasyonu  üzerinde  Zn-HA  
tedavisinin  modülasyonunu  gözlemlemek  üzere  tasarlanmıştır.  Raportör  
testlerinden  elde  edilen  sonuçlar,  Zn-HA  tedavisinin,  IRE  yolundan  gen  
translasyonunu  etkilemediğini  gösterir  (Şekil  4a).  Geçici  gen  ekspresyonunun  
50  -delesyon  tahlili  ile  ölçümü,  Zn-HA  tedavisinin  mACON  gen  ekspresyonunu  
etkilediğini  ve  bunun,  DNA  fragmanının  50  -yan  bölgesinde  (2158  ila  138)  
bulunan  yanıt  elemanına  bağlı  olduğunu  gösterir.  mACON  geni  (Şekil  4b).  
Zn-HA  tedavisinin  PC-3  hücrelerinde  insan  mACON  geninin  promotör  aktivitesi  
üzerindeki  inhibe  edici  etkisi,  DTPA  ve  FAC  ile  birlikte  işleme  ile  sınırlandırıldı  
(Şekil  4c).  Ayrıca,  bu  mACON  geni  promotör  aktivitesi,  FAC  tarafından  3.5  kat  
uyarıldı.  Bulgularımız,  Zn-HA  tedavisinin  prostatta  enzimatik  aktiviteyi  ve  
mACON  gen  ekspresyonunu  bozan  bir  demir  antagonisti  gibi  davrandığını  
göstermektedir.

Bölgeye  yönelik  mutajenez  kullanılarak  MRE'nin  CTCGCCTTCA'dan  TGATCCTTCA'ya  
mutasyonu,  Zn-HA  işleminin  baskıcı  etkilerini  ortadan  kaldırdı  (Şekil  4d).  
pGL188'in  sekansı  ve  varsayılan  tepki  elemanları,  Şekil  5a'da  sunulmaktadır.  
EMSA  sonuçları,  Zn-HA  tedavisinden  sonra  bu  spesifik  MRE  sekansına  bağlı  
bilinmeyen  bir  transkripsiyon  faktörünü  de  gösterir  (Şekil  5b).

İstatistiksel  analiz  

Sonuçlar,  her  deneyin  en  az  3  bağımsız  tekrarının  ortalama  6  SE'si  
olarak  ifade  edilir.  İstatistiksel  anlamlılık,  Windows  için  SigmaStat  yazılımı  
(sürüm  2.03;  SPSS  Inc.,  Chicago,  IL)  kullanılarak  ikili  t-testi  analizi  ile  belirlendi.

MTS  tahlili,  48  saat  boyunca  Zn-HA  muamelelerinin  PC-3  hücrelerinde  hücre  
proliferasyonunu  inhibe  ettiğini,  hümik  asit  taşıyıcısı  olmayan  ZnCl2'nin  
sitotoksik  dozajlar  dışında  PC-3  hücrelerinin  proliferasyonunu  etkilemediğini  
gösterdi  (Şekil  1c,f) ).

Normal  insan  prostatı,  herhangi  bir  yumuşak  dokunun  en  yüksek  çinko  
seviyelerini  biriktirir.  İyi  huylu  prostatta  çinko  içeriği  artar

Sonuçlar

hiperplazi,  ancak  normal  doku  ile  karşılaştırıldığında  prostat  kanserinde  
azalmıştır.2,20  Mitokondriyal  çinkonun  benzersiz  şekilde  yüksek  birikimi,  
çinko  taşıyıcılar  ve  sitrat  ve  aspartat  gibi  çinko  ile  taşınabilen  ligandların  
yüksek  sitosolik  seviyelerine  bağlı  gibi  görünmektedir.  prostat  hücreleri.21–24  
Giderek  artan  sayıda  kanıt,  yüksek  çinko  seviyelerini  korumaya  yönelik  bu  
benzersiz  kapasitenin  kaybının,  malign  prostat  hücrelerinin  gelişimi  ve  

ilerlemesinde  önemli  bir  faktör  olduğunu  düşündürmektedir.3,7,13  Ayrıca,  
kanıtlanmıştır  Çinko  takviyesinin  prostat  kanseri  tümör  oluşumunu  
azaltabileceğine  dair  bir  dizi  çalışmada,  ancak  prostat  kanseri  insidansı  ve  
çinko  arasındaki  ilişkinin  diğer  epidemiyolojik  ve  laboratuvar  
araştırmalarının  sonuçları  çelişkilidir.3-9  Ayrıca,  in  vivo  ve  in  vitro  
çalışmalar  Farklı  laboratuvarlardan  alınan  veriler,  tersine,  yüksek  dozda  
çinko  takviyesinin  veya  çinko  eksikliğinin  sırasıyla  prostatta  hücre  apoptozuna  
neden  olabileceğini  belirtmektedir.  veya  prostat  dışı  hücreler.25–29

ŞEKİL  3  –  PC-3  hücrelerinde  hücre  içi  ATP  seviyelerinin  ve  sitrat  
kullanımının  Zn-HA  tarafından  düzenlenmesi.  Hücreler  (2  3  106  
hücre/şişe),  16  saat  boyunca  %5  FBS  ile  RPMI  1640  içinde  3  ml  farklı  
Zn-HA  konsantrasyonları  (belirtildiği  gibi)  ile  işlendi  (n=6).  Ortam  
sitrat  analizi  (a)  için  toplandı  ve  hücreler  hücre  içi  ATP  düzeylerinin  (b)  
belirlenmesi  için  Materyal  ve  Yöntemlerde  açıklandığı  gibi  
toplandı.  Deneysel  veriler,  kontrol  örneğine  göre  Zn-HA  işleminden  
kaynaklanan  sitrat  konsantrasyonu  ve  ATP  düzeylerinin  ortalama  
yüzdesi  6  SE  (n  =  6)  olarak  sunulmuştur  (**p  <  0.05).
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Mevcut  in  vitro  çalışmamız,  yüksek  doz  ZnCl2  tedavisinin,  hücre  içi  
LDH  kaybı  ile  karakterize  edilen  prostat  karsinomu  hücreleri  üzerinde  
sitotoksik  etkilere  neden  olduğunu  doğrulamaktadır.  Diğer  
laboratuvarlardan  alınan  raporlar,  nükleer  poli  (ADP)-riboz  polimerazı  
bölen  kaspaz-9  ve  kaspaz-3'ün  aktivasyonu  yoluyla  veya  mitokon  driyal  
trans-membran  potansiyelini  ve  Bcl-2'yi  azaltarak  PC-3  hücrelerinde  çinko  
kaynaklı  apoptozu  göstermiştir.  protein  seviyeleri.4,25  Bununla  birlikte,  
immünoblot  tahlili,  16  saat  boyunca  10  1M  Zn-HA  tedavisinin,  bu  
çalışmada  PC-3  hücrelerinde  kaspaz-3'ün  protein  seviyelerini  önemli  
ölçüde  düşürmediğini  gösterdi  (veriler  gösterilmemiştir).
Yine  başka  bir  çalışmada,  hücre  zarı  boyunca  çinko  taşınmasını  
kolaylaştırmak  için  çinko  iyonoforu,  piritiyon  kullanıldı  ve  çinkonun,  
fizyolojik  bir  dozajda,  hücreleri  tümör  nekroz  faktörüne  (TNFa)  duyarlı  hale  
getiren  NFjB  transkripsiyon  faktörünün  aktivasyonunu  inhibe  ettiğini  
gösterdi  ve  PC-3  hücrelerinde  paklitaksel  aracılı  hücre  ölümünü  
destekler.26

Bitkilerde  ve  omurgalılarda  metal  taşınmasını  ve  toprak  
katmanlarından  alımını  etkilediği  bulunan  kahverengi  bir  organik  
madde  olan  hümik  asit,  bu  çalışmamızda  çinko  klorür  için  taşıyıcı  
olarak  kullanıldı.  Hümik  asitler  toprakta  ve  yüzey  sularında  doğal  olarak  bulunur.

azalmış  toksisiteye  yol  açar.30  Mevcut  çalışmamızda,  daha  yüksek  
dozlarda  bile,  Zn-HA  tedavisinin  PC-3  hücreleri  üzerinde  yalnızca  orta  
düzeyde  sitotoksik  etkiye  sahip  olduğunu  bulduk.  Hümik  asidin  çinko  
taşınması  ve  detoksifikasyondaki  kesin  işlevleri  bilinmemekle  birlikte,  
diğer  araştırmalar  hümik  asidi  in  vitro  tahlil  sistemlerinde  taşıyıcı  
olarak  başarıyla  kullanmış  ve  arsenik,  kadmiyum,  krom  veya  kurşunun  
farklı  yollardan  gen  ekspresyonu  üzerindeki  düzenlemesini  göstermiştir.17

Bir  dizi  çalışma,  çinkonun  prostattaki  ana  etkisinin,  sitrat  
metabolizmasında  bir  mACON  inhibitörü  olarak  olduğunu  
göstermiştir.2,10,12,13,21–23  Sonuçlarımız,  Zn-HA'nın  PC-  3  hücre,  
ZnCl2'nin  sitotoksik  etkilerinden  değil,  sitrat  kullanımını  ve  hücre  içi  
ATP  biyo  sentezini  zayıflatan  kısıtlı  mACON  gen  ekspresyonundan  
kaynaklanır.  Bu  sonuçlar,  diğer  laboratuvarlarda  yürütülen  benzer  in  vivo  
ve  in  vitro  çalışmaların  sonuçlarıyla  uyumludur.3,6,31,32  Çinkonun  
mACON'u  doğrudan  etkileyip  etkilemediği  veya  basitçe  insanda  mACON  
gen  translasyonu  veya  transkripsiyonu  için  bir  Fe  antagonisti  olarak  işlev  

görüp  görmediği.  prostatik  epitel  hücreleri  bilinmemektedir.  
Çalışmamız,  bir  CMV  arttırıcı/promotör  ile  raportör  tahlilini  ve  
insan  IRE  sekansını  kullanarak  açıkça  göstermiştir.
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Sudaki  hümik  asit  içeriğinin  artması,  çinko  da  dahil  olmak  üzere  ağır  
metallerle  şelat  bileşiklerinin  oluşumunu  destekler.

ŞEKİL  4  –  Zn-HA'nın  PC-3  hücrelerinde  insan  mACON  geninin  ekspresyonu  üzerindeki  etkisi.  (a)  mACON  geni  ekspresyonunun  Zn-HA  regülasyonu,  mACON  
geni  üzerindeki  demir  tepki  elemanının  halkası/çıkıntısından  bağımsızdır  (beyaz  ve  siyah  kutular  sırasıyla  sahte  ve  10  1M  Zn-HA  tedavilerini  
temsil  eder).  (b)  Delesyon  tahlili,  mACON  gen  promotör  aktivitesinin  Zn-HA  düzenlemesinin  mACON  188  DNA  fragmanına  bağlı  olduğunu  gösterir  (beyaz  ve  
siyah  kutular  sırasıyla  sahte  ve  10  1M  Zn-HA  tedavilerini  temsil  eder).  (c)  pGL188  raportör  vektörü  ile  transfekte  edilmiş  PC-3  hücreleri,  16  saat  boyunca  ferrik  
amonyum  sitrat  (FAC),  10  1M  Zn-HA  (Zn-HA)  veya  dietilentriaminpenta-asetik  asit  (DTPA)  ile  işlendi.  (d)  PC-3  hücreleri,  haberci  vektörün  farklı  mutant  formlarıyla  
transfekte  edildi  (beyaz  ve  siyah  kutular,  sırasıyla  sahte  ve  10  1M  Zn-HA  muamelelerini  temsil  eder).
Deneysel  veriler  dört  kopya  halinde  elde  edildi  ve  kontrolle  işlenmiş  numunelere  göre  ZnCl2  işlemiyle  üretilen  ortalama  yüzde  (6SE)  lusiferaz  aktivitesi  olarak  
sunuldu  (**p  <  0.05;  ***p  <  0.01).
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Önceki  çalışma,  mACON  gen  transkripsiyonunun  FAC  yukarı  
regülasyonunun,  çalışmamızın  çinko  regülasyonunda  yer  alan  
metale  duyarlı  element  yerine  varsayılan  bir  antioksidan  cevap  
elementi  sinyal  yolunu  içerebileceğini  göstermektedir.  insan  prostat  
karsinomu  hücreleri  ve  bunun  prostat  kanseri  başlangıcının  
önemli  bir  belirleyicisi  olabileceği.  Sonuçlarımız,  Zn-HA  tedavisinin,  
MRE  sinyal  yolu  aracılığıyla  insan  mACON  gen  ekspresyonunu  
etkilediğini  göstermektedir.  Ayrıca  çinkonun  mACON  ifadesinde  
translasyon  düzeyinde  demir  ile  rekabet  etmediğini  de  savunduk.  
Çalışmamız,  çinko  homeostazının  insan  prostat  karsinoma  
hücrelerinde  mACON  gen  ekspresyonunun  modülasyonu  yoluyla  
enerji  kullanımına  bağlı  olduğu  fikrini  destekleyen  ek  kanıtlar  
sağlar  ve  ayrıca  çinko  ve  demirin  mACON  üzerindeki  antagonistik  
düzenleyici  mekanizmaları  yansıtabileceğini  gösterir.  transkripsiyon  
düzeyinde  gen.

Saccharomyces  cerevisiae'deki  süperoksit  dismutaz  geni.

MRE  dizisine  bağlanan  Zn-HA  işleminden  sonra  bilinmeyen  faktörler  
tarafından  mACON  gen  transkripsiyonu.

Franklin'e  bu  çalışmalarda  kullanılan  mACON  antikorunun  cömertçe  
sağlanması  için  teşekkür  ederiz.

mACON-sürücü  lusiferaz  raportör  vektörü  çinko,  IRE  yolu  boyunca  
mACON  gen  çevirisini  etkilemez.  Önceki  araştırmalarda,  FAC'ın  
IRE  yolu  aracılığıyla  mACON  gen  translasyonunu  yukarı  regüle  
ettiği  aynı  raportör  vektörü  kullanarak  göstermiştik.16

Bir  dizi  çalışma  çinko  tedavisinin  MTF-1  ekspresyonunu  
indüklediğini  doğrulamıştır,  bu  da  MRE  yolu  aracılığıyla  
metallotiyonin  genini  serbest  bırakır.33-37  Ayrıca,  son  raporlar  
çinkonun  insan  prostat  karsinomu  hücrelerinde  metalotiyonin  ve  
çinko  taşıyıcıların  gen  ekspresyonunu  yukarı  regüle  ettiğini  
göstermektedir.  transgenik  fare  prostatındaki  probasin  geninin  
promotör  aktivitesinin  yanı  sıra.32,33,38  Mevcut  çalışmamızdaki  
immünoblot  ve  ribonükleaz  koruma  testi  sonuçları,  Zn-HA  tedavisinin  
mACON  protein  bolluğunu  inhibe  ettiğini  ve  mACON  gen  
ekspresyonunu  aşağı  doğru  düzenlediğini  göstermektedir.  
mACON  gen  transkripsiyonu  için  önemli  olan  Sp1,  MRE,  SRE  ve  ARE  
dahil  olmak  üzere  birkaç  varsayılan  düzenleyici  öğe,  önceki  
çalışmalarımızda  gösterilmiştir.16,39  mACON  promotörü  
üzerindeki  varsayılan  MRE  dizisi,  MRE  ile  homologdur  (HTHXXGCTC;  
H  5)  A,  C  veya  T;  X  5  herhangi  bir  kalıntı)  metallotiyonein  genleri  ve  Cu/Zn

teşekkürler

Dr.  RB'ye  içten  takdirlerimizi  ifade  etmek  isteriz.
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Mevcut  çalışmada  geçici  gen  ekspresyon  analizi,  CTCGCCTTCA'dan  
TGATCC  TTCA'ya  varsayılan  MRE'nin  mutasyonu  ile  Zn  HA'nın  
mACON  promotör  aktivitesinin  regülasyonunu  bloke  ettiğini  
gösterdi.  EMSA'dan  elde  edilen  sonuçlar  ayrıca,
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ŞEKİL  5  –  PC-3  hücrelerinin  nükleer  proteininin  insan  mitokondriyal  akonitaz  geni  promotörünün  varsayılan  metal  tepki  elemanına  

bağlanması.  (a)  pGL188  vektöründe  klonlanan  DNA  fragmanının  dizisi.  Varsayılan  yanıt  elemanlarının  (MRE,  metal  yanıt  elemanı;  
SRE,  sterol  yanıt  elemanı;  Sp1,  Sp1  bağlanma  yeri;  ARE,  antioksidan  yanıt  elemanı;  IRE,  demir  yanıt  elemanı)  altı  çizilmiştir,  birinci  
eksonun  kodlama  bölgesi  küçük  harfle  gösterilmiştir.  (b)  Elektroforetik  mobilite  kaydırma  deneyi,  32P  (MRE  probu)  ile  uç  etiketli  32-bp  MRE  
oligonükleotit  probu  ve  (Zn-HA)  içeren  veya  (NE)  Zn-HA  içermeyen  PC-3  hücrelerinden  nükleer  ekstrakt  kullanılarak  uygulandı.  tedavi.  Jel  
kayması,  reaksiyon  karışımına  varsayılan  metal  yanıt  elemanı  (MRE)  içeren,  ancak  bir  mutasyon  (MREm)  içeren  oligonükleotit  
içermeyen  50  kat  ()  veya  100  kat  ()  etiketlenmemiş  çift  sarmallı  oligonükleotid  ile  yüklendiğinde  ortadan  kalktı.
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