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1. Uvod

Karcinom prostaty (KP) nadale zustava jednim z nejvétSich zdravotnich
problémd nejen Ceské republiky, ale celého svéta. Je dlouhodobé& jednou
z nejéastgjsich malignit muzské populace v Ceské republice a diky zvysujici se
incidenci za sebou postupné zanechava karcinom plic i tlustého stfeva
a konecniku a dostava se na pomyslnou prvni pficku v nadorové incidenci. Je zivot
ohroZujicim nadorem, pro ktery neexistuje kauzalni 1éCba, a tfeti nejcastéjsi
pfi¢inou dmrti muzd na zhoubné nadory v CR. Rostouci trend nové
identifikovanych onemocnéni je alarmujici. Nebezpeci nesnizuje ani fakt, ze
incidence vzrustd i diky efektivnéjSim zpusobum v€asné detekce karcinomu
prostaty, sniZzujici se umrtnosti populace a prodluzovani stfedni délky zivota, pravé
naopak. Zastoupeni lidi ve vySSim véku stéle stoupa a pokud v nejblizSi dobé
nenastane zasadni zvrat v prevenci a terapii karcinomu prostaty, Ize i nadale
oCekavat absolutni a procentualni zvySovani novych pfipadd a toto onemocnéni se

muze stat skute¢nou metlou muzskych senioru.

Nejvétsim Ukolem a vyzvou pfi vyvoji novych diagnostickych
a terapeutickych postupud u nédorovych onemocnéni je lepSi pochopeni
molekularnich mechanismu nadorového bujeni a identifikace novych kandidatnich

genu spojenych s progresi nador(.

1.1 Anatomie a fyziologie prostaty

Prostata (Zlaza predstojna) je soucasti muzského pohlavniho systému.
Pfedstavuje pfidatnou pohlavni zlazu o velikosti kaStanu, jez obklopuje zacatek
mocove trubice tésné pod mocovym meéchyfem. Pod prostatou se nachazi predni
sténa konecniku, po jejiz stranach vedou dllezité cévy a nervy. Je tvorena
tuboalveolarnimi zlazami, v po¢tu 30-50, které jsou zanofeny ve stromatu tvofeném
spleti hladké svaloviny a vaziva. Stroma je uloZzeno okolo moc€ové trubice, zatimco
Zlazky jsou situovany na periferii prostaty. Zlaza je obalena vazivovym pouzdrem.
Prostatou prochéazi moc€ova trubice a spole¢na vyvodni cesta chamovodu a vyvodu

7 vz

semenného vacku, které Usti do prostatické ¢asti mocoveé trubice.



Primarni funkce prostaty spociva v produkci 15-30 % objemu tekutiny
ejakulatu. Sekret je tekuty, bezbarvy, kyselé reakce (pH 6,4). ObsaZeny zinek
ovliviiuje metabolismus testosteronu v prostaté, citrat plni funkci pufru,
prostaglandiny stimuluji svalovinu délohy a pfispivaji tim k transportu spermii,
protedzy pusobi Ffidnuti ejakulatu a polyaminy spermin a spermidin ovliviuji
pohyblivost spermii. Prostata je senzitivni na hormony. Testosteron se ve stromatu
méni pomoci 5-a-reduktazy v 0€inngjSi dihydrotestosteron, ktery ucinkuje na

stroma i na Zlazové buriky a udrzuje prostatu v &innosti (Cihak R., 2002).

1.2 Epidemiologicka data karcinomu prostaty

Incidence se podle Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky CR (UZIS)
zvySila z 54,03 diagndéz na 100 000 obyvatel vroce 1997 na 100,22/100 000
obyvatel v roce 2007. V roce 1997 bylo zaznamenano 2706 pfipadl, o deset let
pozdéji to bylo 5094. PfestoZze dochéazi k rastu incidence, mortalita se vyznamnéji
neméni. Umrtnost v roce 2007 &inila 1443 muz( (28,4/100 000), v roce 1997 pak
1283 muzl (25,6/100 000). Ve srovnani s vyspélymi sousednimi staty Rakouskem
a Némeckem je incidence v CR témé&rf poloviéni. Je v3ak zaréZejici, Ze v Rakousku,
kde lze predpokladat pfiblizné stejny genofond, obdobné stravovaci navyky a
podobny zplsob Zivota, bylo hlaeno méné umrti nez v CR (Student V., et al.,
2006).

Graf 1-1 Karcinom prostaty ¢éasovy piibéh incidence a mortality ¢R prostaty (zdroj dat: UZISR;

www.svod.cz)
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Graf 1-2 Srovnani incidence karcinomu prostaty s ostatrdenemi swta. Fepaet na 100 000
obyvatel. (Zdroj dat: GLOBOCAN 2002; www.svod.cz)
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Riziko vzniku karcinomu prostaty u muzd v zemich zapadniho svéta se
pohybuje mezi 11 a 13 %. Tyto hrozivé Udaje jsou korigovany poznatkem, ze
velkou ¢ast tvori tzv. latentni nadory, tedy tumory mikroskopickych rozmérd, velmi
dobfe diferencované, pomalu rostouci, bez progrese a klinicky se nemanifestujici.
V pramyslové vyspélych statech svéta je prevalence karcinomu tfikrat vétsi nez
v rozvojovych zemich (Dvofagek J., et al., 2005). CR bohuZel patfi k zemim
s nejvySSi umrtnosti na toto onemocnéni pfi hodnoceni indexu mortalita/incidence.
Ackoli se v poslednich letech vyvoj mortality stabilizoval, v nékterych zemich jako je
USA se jiz dafi diky aktivnimu pfistupu umrtnost na karcinom prostaty snizovat.
Nador prostaty je vylécitelny za predpokladu, Ze nepfestoupil hranice orgénu.
BohuZel v podminkach CR mé zatim pouze pfibliZné tfetina nemocnych zjistény
lokalizovany nador a asi 40 % tumord je v dobé diagndzy jiz znacné pokrocilych
(Kolombo I., 2009).

1.3 Rizikové faktory vzniku karcinomu prostaty

Stejné jako u vétSiny malignit jsou i rizikové faktory vzniku karcinomu
prostaty multifaktoridlni a mdZeme je schematicky rozdélit do dvou skupin. Existuje

tak cela fada endogennich faktorl, mezi které mdzeme zaradit vék, rodinnou



anamnézu, rasoveé vlivy, ¢i hladinu hormond a mnoho exogennich faktor, mezi néz

patfi nutricni navyky, Zivotni styl, pohybova aktivita nebo obezita.

Vék - Ackoli je vék rizikovym faktorem u mnoha onemocnéni, narusta
incidence s vékem u karcinomu prostaty mnohem rychleji, nez u jinych malignit. Asi
80 % karcinom( prostaty je diagnostikovano u muzl ve véku nad 65 let. Béhem
poslednich dvou desetileti Ize ve vyspélych zemich vypozorovat posun k nizSim
vékovym skupindm. Tyto epidemiologické promény lze pfisuzovat mimo jiné
zahéajeni vy3etfovani prostatického specifického antigenu - PSA (Student V., et al.,
2006).

Graf 1-3 Karcinom prostaty - 8kova struktura populace paciérikarcinomu prostaty (zdroj dat: UZIS
CR; www.svod.cz)
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Rasa - Rasa patFi mezi hlavni rizikové faktory vzniku onemocnéni.
v priblizné stejnych podminkach, z USA. Z nich vyplyva, Ze €ernoSi maji nejvyssi
riziko vzniku karcinomu prostaty ze vSech etnickych skupin na svété. Karcinom
prostaty tvofi 30 % vSech nadort u domorodych Ameri¢ant a Ameri¢anu asijského
puvodu, u bilych a hispanskych Ameri¢ana se vyskytuje v 37 % a u americkych

vz v

¢ernochd v50 % (Dvoracek J., et al., 2005). Postizeni afroameri¢an( je ve

v,

styl, pfispivaji k tomuto nepoméru také odliSnosti na molekularni Grovni. Byly



pozorovany rozdily mezi geny pro enzymy, které jsou zapojeny do procesu
biosyntézy a metabolismu androgent. Radikalni rozdily byly zjistény v expresi, v
délce a v opakovani tripletu CAG androgenniho receptoru (AR). Tento receptor
vytvari nejkratSi Gseky u €ernoch(, stfedné dlouhé u bélochl a nejdelsi u Asiatd.
U Cernochl byla zaznamenana zvySend aktivita receptoru a vysSi Uc€innost stejnych
hladin androgen(l. Mezietnické diference vykazuji také rUstové faktory a jejich

receptory EGFR a EphB2, i geny regulujici apoptdzu (Hatcher D., et al., 2009).

Rodinna anamnéza - Riziko nadoru prostaty, pfedevsim pak jeho brzkého
vzniku, je silné ovlivnéno rodinnou anamnézou (pocet pfibuznych s karcinomem
prostaty a jejich vék v dobé diagnozy). Epidemiologické studie prokézaly, Ze
dominantné dédi¢né geny s vysokou penetraci zpusobuji 5-10 % vSech pfipadud
nadora prostaty a az 40 % karcinomud s ranym pocCatkem. Hereditarni karcinom
prostaty je v praméru diagnostikovan o 6 az 7 let dfive neZ karcinom sporadicky,
nicméné se Klinicky od této formy neodliSuje. Dusledkem brzkého pocatku
onemocnéni je vysSi procento zemfelych muzu s hereditarni formou nédoru
prostaty ve srovnani sformou sporadickou (Bratt O,. 2002). Relativni riziko
(velikost asociace mezi rizikovym faktorem a zdravotnim nasledkem; = 0...nemé&
vliv; > 2,5...velké riziko ) vyskytu karcinomu prostaty pfi postiZzeni bratra je 3,0-4,5
a otce 1,9-2,3. Relativni riziko stoupa s poctem postiZzenych pfibuznych prvniho
stupné - bratr, otec (DvofaCek J., et al., 2005). Ve Skandinavské studii
jednovaje¢nych dvojCat bylo prokadzano, Ze hereditarni faktory objashujici riziko
vzniku onemocnéni byly vySSi u karcinomu prostaty (42 %) nez-li u karcinomu
kolorekta (35 %) a karcinomu prsu (27 %). U muzd s rodinnou anamnézou se

doporucuje zacit s preventivnim sledovanim jiz ve 40 letech (Pacik D., 2008).

Hormondlni viivy - Normdlni rdst a funkce prostaty zavisi na hladiné
aktivniho testosteronu, ktery je jiz v nizkych davkach vyznamnym nadorovym
promotorem. To podporuje i zjiSténi, Ze se tento nador nevyskytuje u kastrovanych
muZzu a u jedincu s kongenitalnimi hormonalnimi abnormalitami. Karcinom prostaty
je ve svych pocétcich zavisly na androgenech a jejich potlatenim muzZe regredovat.
Studie popisujici vysoké hladiny testosteronu u pacientd s nddorem prostaty jsou
vyjime¢né (krysam ho lIze indukovat dlouhodobym podavanim androgenu ve
vysokych davkach). Naopak nizké hladiny testosteronu byly oznafeny za produkt

velmi agresivnich forem nemoci s celkové horSi prognézou u pokrocilych stadii.



Zda se tedy pravdépodobné, Ze nikoli vysoké hladiny testosteronu, ale pfedevsim
dlouhodob& expozice testosteronu zpusobuje predispozici ke vzniku nadoru

prostaty (BeneSova L., et al.,2007).

Role vyzivy - Vyznamné nejnizsSi incidenci karcinomu prostaty muzZzeme
sledovat u Asiatd. AvSak asijsti imigranti do USA maji zvySené riziko vzniku
karcinomu prostaty jiz v 1. a 2. generaci po pristéhovani. Incidence je 3-9krat vyssi,
nez u muzu v jejich pavodnich zemich. Tyto Udaje nasvédcuji tomu, Ze zdaleka
nejen genetické faktory, ale i vlivy okolniho prostfedi a stravovaci navyky stoji za
vznikem onemocnéni (Schmidt M., et al., 2007). Byla prokazana souvislost mezi
vznikem karcinomu prostaty a nadmérnou konzumaci tuku, obsazeného piedevsim
v Cerveném mase. V asijskych zemich s nizkou incidenci prostatického karcinomu
je pfijem tukd v potravé mnohem mensi neZz v USA a zapadnich zemich, kde se
typickou stravou stava fast food obcCerstveni s vysokym obsahem ZivociSnych tuk
a masa. DalSimi dietnimi faktory, potencionalné zvySujicimi riziko nadoru prostaty,
jsou mléko a mlé¢né vyrobky. Nejsou sice znamy mechanismy U¢inku, pfedpoklada
se v8ak ucast vapniku v procesu snizené produkce vitaminu D a nasledné sniZzeni
bunécné proliferace. Inhibice rdstu nadoru Ize docilit nizkotu€¢nou dietou (Clinton
SK., et al., 1997). Mezi faktory snizujici riziko vzniku karcinomu patfi lykopen -

karotenoid vyskytujici se v raj€atech, vitamin D, vitamin E a selen.

Nejasné vztahy zlstavaji mezi vznikem karcinomu prostaty a vazektomii,
sexualni aktivitou, virovymi infekcemi sexualné prenosnych chorob, &i benigni
hyperplazii prostaty (BPH). U hyperplazie vyvstava problém, jak rozlisSit vzajemnou
podminénost téchto onemocnéni, nebot obé jsou frekventované ve vysSSim véku

a velmi Casto se vyskytuji sou¢asné.

1.4 Patologie karcinomu prostaty

Makroskopické rozpoznani karcinomu prostaty je velmi obtizné, a proto ma
v diagnostice zasadni vyznam mikroskopické vySetieni. V prostaté |ze nalézt Siroké
spektrum epitelidlnich  atypii  proliferacniho charakteru, které pfedchazeji
samotnému nadoru. Prostatické prekancerdzy délime do dvou kategorii: atypicka
adenomatozni hyperplazie (AAH) a prostaticka intraepitelialni neoplazie (PIN),
délici se do kategorii PIN s nizkym stupném diferenciace (LG-PIN) a PIN vysokého



stupné diferenciace (HG-PIN). Mnoho studii prokazalo té€snou souvislost mezi HG-

vz v

PIN a karcinomem prostaty (Dvoracek J., et Babjuk M., 2005).

NejCastéjSi histologickou formou karcinomu prostaty je adenokarcinom.
Nadory oznaCované jako malobunécny karcinom, karcinom pfechodného epitelu
nebo sarkom jsou velmi vzacnou, ale sou¢asné velmi agresivni formou nadoru
prostaty, ktera obvykle neprodukuje prostaticky specificky antigen (PSA) a neni
hormonéalné dependentni. VyZaduje ovSem vysoce agresivni radikalni chirurgickou
le¢bu a chemoterapii (Pacik D., 2008). Adenokarcinomy prostaty se daji
charakterizovat podle zlazek, které jsou vyrazné mensi nez zlazky normalni.

Z&sadni jsou také pomérné velka a vyrazna jadérka a nedostatek bazalnich bunék.

Z prognostického hlediska mé& zésadni vyznam vyhodnoceni stupné
agresivity naddoru, tzv. grading, nebot pomalou progresi midZzeme pozorovat u dobfe
diferencovanych karcinom@ a naopak malo diferencované nadory rychle zakladaji
metastdzy. V praxi se vyuzZivA hodnoceni zavedené D. Gleasonem. Gleason(v
skorovaci systém rozliSuje, na zakladé hodnoceni Zlazek postizenych karcinomem,
5 zakladnich vzor(. Nejlépe diferencovany nador je oznacovan jako grade 1
a nejhare diferencovany jako grade 5. Vzhledem k ¢astému vyskytu heterogennich
nadorovych struktur v karcinomu prostaty je vysledkem hodnoceni numericky
soucet dvou nejcastéji se vyskytujicich vzorl. Napfiklad Gleason skore 5 (3+2), je
jesté dobre diferencovanym nadorem s nizkym rizikem. Nador s Gleason skoére 6 je
jiz stfedné diferencovany, skore 7-10 znaci Spatné diferencovany nador s vysokym
rizikem (Kolombo 1., 2009).

1.5 Klinické priznaky karcinomu prostaty

Karcinom prostaty bohuZel nevyvolava Z2adné pfiznaky ve stadiu, kdy je
lécitelny. Pokud se pfiznaky objevi, byva to az v dobé, kdy je jeho vylécitelnost
velmi problematickd. OvSem diky vySetfeni PSA je v bezpfiznakové fazi
diagnostikovano 75 % nadoru. Lokalné pokrocilé novotvary se manifestuji castym
mocenim, zmenSenim kapacity mocového méchyfe, mocenim proti odporu,
zadrzeni moci, otoky dolnich konCetin pfi metastatickém postizeni panevnich uzlin
a hlubokou Zilni trombo6zou. Metastazy karcinomu prostaty se nejCastéji tvori ve

skeletu (internetovy zdroj: www.koc.cz; stazeno 2010).



V pripadé jasné diagndzy karcinomu prostaty je pro dalsi |[éEbu nesmirné dulezité
pfesné zjistit, jak je nddor skute¢né pokrocily, tedy v jakém je stadiu. K tomu slouZi

systém TNM.

Tabulka 1-1 TNM Klasifikace (zdroj dat: www.koc.cz; stazendl®)

T - Primarni nador N - Regionalni mizni uzliny
T primarni nador nelze NX regiondlni mizni uzliny
hodnotit nelze hodnotit
bez znamek primarnih¢ v regionalnich miznich
TO X ) :
nadoru NO uzlinach nejsou
nador neprokazatelny metastizy
T1 - . 9 -
klinicky ani palp&né metastazy v
nador zjis¢n nahodsa N1 regionélnich miznich
histologicky, v 5% uzlinach
Tla . .
nebo mén resekované
tkarg
nador zjis¢n nahodsa
T1ib histologicky, ve vice
nez 5% resekované
tkang
Tilc nador zjiSén pri biopsii
T2 nador omezen na
prostatu M - Vzdalené metastazy
nador postihuje — =
T2a | polovinu laloku nebo Mmx | vzdalené metastazy
meérs nelze hodnotit
nador postihuje vice Mo | chybivzdalené
T2b | neZ polovinu laloku, metastazy
ale ne oba laloky M1 vzdalené metastazy
Toc nador postihuje oba mizni uzliny mimo
laloky Mla reqionalni
z — giondlni
T3 nador se $i pies -
pouzdro prostaty M1b | kosti
extrakapsularni &ni L .
T3a | jednostranné nebo e
oboustranné
T3b nador |nf|ltru1e
semenné wky
nador se &i do okolnich
T4
struktur




1.6 Diagno6za a terapie karcinomu prostaty

Karcinom prostaty je stejné jako jiny zhoubny nador vylécitelny pouze za
pfedpokladu detekce v Casné fazi onemocnéni. V sou€asné diagnostice se pouziva
prostaticky specificky antigen (PSA), a digitalni rektalni vySetfeni prostaty (DRV). V
pfipadé podezieni na karcinom prostaty se jeho pfitomnost potvrzuje biopsii
prostaty a naslednym histopatologickym vySetfenim odebrané tkané. Bez
bioptického prukazu neni mozné pacienta léCit. Riziko umrti s ohledem na

stanovené Gleason skére a TNM klasifikaci uvadi tabulka 1-2.

Tabulka 1-2 Riziko umrti na nador prostaty (zdroj dat: Stakd@ly/., 2009).

GS2-6 GS7 GS8-10
T1oNx nizké riziko stredni riziko vysoké riziko
T3Nx stredni riziko vysokeé riziko velmi vysokeé riziko
Ny stredni riziko vysokeé riziko velmi vysokeé riziko

Pacient ma v dneSni dobé v zavislosti na stadiu nemaoci ¢tyfi moznosti |eCby.
V pfipadé karcinomu prostaty ohrani¢eného na prostatickou Zlazu jsou jimi peclivé
sledovani  (WW - watchful  waiting), operaéni feSeni (RAPE - radikalni
prostatektomie) nebo ozéafeni (RT - radioterapie). Moznosti |éCby pokrocilejSich
nadoru je blokada hormonu (HT - hormonalni terapie), na kterych je rostouci nador
zavisly. Osud pacient pouze sledovanych, nebo téch radikalné l1é¢enych operaci
je dramaticky odliSny. Bylo dokazano, Zze u muzu s lokalizovanym karcinomem
prostaty, ktefi byli 1éCeni radikalni operaci, doSlo k 50% sniZeni vyskytu metastaz
a umrti na karcinom ve srovnani se skupinou pouze sledovanych muzd. PFi volbé
pFislusného |éebného postupu je tfeba poloZit si dvé zasadni otazky. Jak dlouho
bude pacient jeSté pravdépodobné Zit? A jednd se o onemocnéni ve stale jesté
vylécitelném stavu? Peclivé sledovani je metodou pro pozorovani pacienta a pro
zasah pfi progresi nadoru. BohuZel interval progrese vétSinou neni mozné zachytit.
Optimalnim pacient je takovy, ktery je pfiliS nemocny, nebo stary, radikalni feSeni
pro néj predstavuje vysoké riziko a doba zbytku Zivota je pfilis kratka. Radikalni

prostatektomie je vhodna pro pacienta, ktery bude Zit dostate¢né dlouho a ktery ma



nador lokalizovany na prostatickou zlazu, nebo ma mirné postupujici nador, ktery
lze kompletné chirurgicky odstranit. Radioterapie je lepSi alternativou pro muZze,
ktery je starSi a jehoz Sance na definitivni vyléCeni operaci jsou nizsi, tedy
i umuze, s lokalné pokrocilym nadorem, ktery je chirurgicky neodstranitelny.
U pokrocilého nadoru se pouzivd hormonalni blokada, kdy mame bud alternativu
chirurgickou (odstranéni varlat), nebo chemickou (zasah do rtznych drovni osy
hypotalamus-hypofyza-gonady-prostata). Tyto postupy zpUsobi blokadu tvorby
a pusobeni androgenu, predevsim testosteronu. Je dullezité si uvédomit, Ze
vzhledem k okolnosti, Ze se na androgenech zavisly karcinom v urcitou dobu zméni
na nezavisly, nepisobi hormonalni Ié¢ba dlouhodobé, ale pouze limitovanou dobu.
DalSimi alternativami 1éCby jsou imunoterapie, genova terapie, inhibice

angiogeneze, ¢i chemoterapie (Pacik D., 2008).

Tabulka 1-3 Pfehled I&ebnych metod KP a jejich potenci&lnegativni dinky (zdroj dat: Kolombo I.,
2009)

WW | RAPE | 28| Brachyterapie HT
ozareni
— —0
Naruseni ?rekce ) Vzacné |60 % 45 % 45 % 10-60 %
a sexualnich funkci podle typu
F_’roblem S UEIPZEIrT e Vzacné (9% Vzacné |2-4% Vzacné
(inkontinence)
Casté a bolestivé méeni | Vzacné |Vzacné | 8 % 10-20 % Vzacné
Prajmy Vzacné |Vzacné |8 % 8 % 0D v
podle typu
= z AP - )
Metabolické a hormonalni Vzacné |Vzacné | Vzacné |Vzacné 30-70 %
dysbalance podle typu

10




2. Onkogenetika karcinomu prostaty

Molekularni mechanismy spojené se vznikem nadorového onemocnéni
nejsou doposud dostate¢né oziejmény. Proces maligni transformace je podminén
ziskanim mnoha genetickych a epigenetickych zmén. Ty jsou dusledkem
vzrlstajici genomové nestability zpisobené chybami v kontrolnich mechanismech
bunétného cyklu (Hahn WC., et Weinberg RA., 2002). Tyto zmény dovoluji
nadorovym bunkdm ziskat specifické schopnosti, jakymi jsou sobéstacnost burky
pro bunééné signaly, deregulace kontroly buné€ného cyklu, moznost Uniku z pfisné
regulované programované bunécné smrti nebo neomezeny replikaéni potencial
diky reaktivaci telomerazy (Hanahan D., et Weinberg RA., 2002). Genetické zmény
uvnitF rostouci tumorové masy umoZznuji nadoroveé bunce ziskat schopnosti
k indukci angiogeneze, invazi do sousednich tkani a tvorbé metastaz ve

vzdalenych organech (Cavallaro U., et Christofori G., 2000).

PFenos vlastnosti podporujicich nadorovy zvrat buriky na dalSi generaci
bunék je podle soucCasnych znalosti mozny dvéma zpusoby: geneticky nebo
epigeneticky. Epigenetické zmény jsou definovany jako mozné dédicné zmény
genoveé exprese pii nezménéné sekvenci DNA. V pfipadé genetické cesty dochézi
bud k mutaci v genomu buriky urc¢itého organu, &i tkané, nebo k ziskani germinalni
mutace od rodi¢u. Pfikladem dulezité modifikace vedouci ke vzniku nadorové
bufky je pfeména protoonkogenu v onkogen. Protoonkogeny jsou soucasti
bunécnych regula¢nich kaskad a signal k proliferaci davaji pouze za pfisné
regulace odpovédi na podnéty pfichazejici z okoli bunky. Jejich mutace muze vést
k tomu, Ze zaCnhou generovat silny, neregulovany signal vedouci
k nekontrolovatelné proliferaci buriky (Stern P., 2008). Jinym duleZitym prikladem
jsou produkty tumor-supresorovych genu, které zastavuji bunééné déleni. Mutace
v obou alelach (narozdil od mutace v jedné alele u protoonkogent) genu na
homolognim paru chromosomd vede k poruSe regulace bunécného cyklu

a nasledné proliferaci.
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2.1 Hiklady kandidatnich geni odpowdnych za vznik a rozvoj karcinomu

prostaty

Karcinom prostaty vznika mutaci, ¢i deregulaci gend, jeZ se uc¢astni kontroly
bunécného cyklu, signalni transdukce, bunééné adheze, exprese androgenovych
receptord a mnoha dalSich bunéénych drah (Foley R., et al., 2004). Mezi proteiny
bunécného cyklu, jeZz jsou kddovany geny bézné mutovanymi pfi nadoru prostaty,
patfi napfiklad protein Rb, pl4, p16, p53, & p27 (Lee JT., et al., 2008).
V kaskadach signalni transdukce muZeme narazit na tumor-supresorovy gen
PTEN. Je reguldtorem drahy kindzy Akt a je lokalizovany na Useku chromosomu
10923, coz je region, jez je u karcinomu prostaty ¢asto deletovan. Snizena hladina
proteinu PTEN byla zaznamenana v pokroc€ilych stadiich nadoru prostaty, byla
spojena s vysSim Gleason skore a s rizikem opakovaného vyskytu nadoru
(Halvorsen OJ., et al., 2003).

Ruast karcinomu prostaty je zavisly na androgenech. Vyznamna je role genu
zapojenych do aktivace androgennich receptord (AR). BohuZel témér ve vSech
pfipadech nevede androgenni ablace, pouZivand v terapii, k permanentnimu
zastaveni nadorové progrese. Poté co je prostaté znemoznén dostate¢ny pfisun
androgena, napfiklad testosteronu, ztraceji prostatické nadorové buriky senzitivitu
k androgenim a zacnou proliferovat bez hormond. Analyzy u karcinomu
nezavislych na androgenech odhalily, Ze se v 90 % pfipadd objevuje zvySena
exprese genu AR, genu pro androgenni receptor, a genlu reagujicich na
androgeny. To znaci, Ze je gen AR nepatficné aktivovan také v nepfitomnosti
androgena. PFi¢inami mohou byt mutace AR, amplifikace a zvySena exprese AR,
nebo aktivace AR nesteroidnimi plsobky a deregulovanymi signaly (Kung HJ., et

Evans CP., 2009).

Také bunécna adheze hraje roli v iniciaci a progresi karcinomu prostaty.
Gorlov IP., et al., (2009), prokazal spojitost mezi nadorovym rastem a potlaenim
exprese integrinu. Pokles exprese vede ke zvySené bunécéné proliferaci a zvySené
malignité. V souladu s naméfenymi vysledky vyslovili kolagenovou hypotézu
prostatické tumorigeneze. Ta za pocatecni krok tumorigeneze povazuje,
s pfibyvajicim vékem souvisejici, snizenou expresi kolagenovych genu a ostatnich
genu kodujicich ligandy pro integriny. Vy€erpani ligandu vede k akumulaci integrina

a aktivaci bunécné smrti, do které jsou zapojeny integriny. Této smrti se buriky
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snazi vyhnout potlaCenim exprese integrint, kterd vede ke zvySené bunécné

motilité a proliferaci. To vSe zvySuje potencial vzniku nadoru.

2.2 Geny a proteiny jako biomarkery karcinomu proshaty

VysSe byly vypsany vybrané druhy bunécnych drah a gend, u nichz zmény
regulace, ¢i mutace pfispivaji k nadorovému zvratu prostatickych bunék.
Tumorigeneze je velmi komplexni proces a vysvétleni spletitych reakci v ni
probihajicich si vyzada desetileti vyzkumu. Intenzivni studie genu, potencionalné
zapojenych do nadorové progrese, pfinaseji dulezité poznatky o podobé novych
klinickych biomarkera, které prispivaji k rané detekci karcinomu prostaty. Prave

ML v s

onemocnéni.

2.2.1 Kalikreiny (KLK)

Kalikreiny jsou serinprotedzy, uc€astnici se mnoha fyziologickych pochodu,
mezi které patfi regulace krevniho tlaku, hormonalnich procest nebo remodelace
tkani. Jejich exprese je obvykla pfedevSim v tkanich regulovanych steroidnimi
hormony. KLK jsou kodovany multigenni rodinou, lokalizovanou na
chromosomalnim lokusu 19q13.3-4. KLK3, prostaticky specificky antigen (PSA), je
nejucingjsim nadorovym biomarkerem karcinomu prostaty, ktery byl kdy pouzit
(Mavridis K., et Scorilas A., 2010). Toto oznaceni dostal, protoZze umoznuje nejen
monitorovat progresi nadoru, jeho agresivitu, uspésnost lécby, recidivu po IéCbé,
ale predevsim pfispiva k ¢asné detekci karcinomu prostaty (Pacik D., 2008). PSA
se plvodné pouzival k monitorovani pacientd s karcinomem prostaty a byl
nasledné pouZzit pro screening. Objev PSA a jeho uvedeni do klinické praxe
v devadesatych letech minulého stoleti mély zasadni vliv na zvySeni incidence
nadoru. Vyznamnou slabinou PSA je, jak naznacuje jeho nazev, Ze neni specificky
pouze pro karcinom prostaty, ale pro celou prostatu, a jeho hladina se zvySuje také
pfi jinych prostatickych onemocnénich a symptomech. Roste také s postupnym
starnutim diky zvétSujici se prostaté. Glykoprotein PSA tvofi téméfr vyhradné
epitelidlni tkan prostaty. Jeho vysSi sérova hladina maze byt zpisobena benignim
zvétSenim prostaty (BPH), nebo zanétem. Nemuzeme tedy PSA povazovat za

vSemocny indikator karcinomu prostaty, nebot muz muze mit nizké hodnoty PSA
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a pfitom byt postizen nadorem prostaty, nebo muize byt naopak zdravy i pfi
vysokém PSA. Jako suspektni pro karcinom prostaty byla ur€ena spodni hodnota
2,5ng/ml (Student V., 2006).

Tabulka 2-1 Refererni hodnoty PSA vztazené Kku (zdroj dat: Kolombo 1., 2009)

Vék Referentni hodnota PSA Vék Referentni hodnota PSA
[roky] [ng/ml] [roky] [ng/ml]
40 - 49 <25 60 - 69 <45
50 -59 <35 70 -78 <55

Tabulka 2-2 Predpowd’ rizika pro karcinom prostaty na zaktadjisttné hodnoty PSA dle udaEAU
Guidelines (European Association of Urology) (zdta}: Kolombo I., 2009)

PSA [ng/ml] Pozitivni prediktivni hodnota pro karcinom prostaty
0-1 2,8 -5%
1-25 10,5 - 14%
25-4 22 - 30%
4-10 41%
> 10 69%

DalSimi vylepSenymi a specifictéjSimi testy PSA jsou denzita PSA (hodnota
celkového PSA v séru délena objemem prostaty), podil vazaného a volného PSA
(¢im mensi je podil vazaného PSA, tim vétSi je pravdépodobnost karcinomu
prostaty) a dynamika zmény PSA (PSA-velocita), kdy pfi vy§§im nartstu PSA nez
0 0,75 ng/ml /rok vznik& podezieni na vyvoj nadoru. (Pacik D., 2008).

Také ostatni ¢lenové KLK jsou slibnymi klinickymi indikatory karcinomu
prostaty. V Uvahu pfichazeji geny KLK2, 4-6, 10, 11, 13-15. PfedevSim geny
KLK5, 11, 14, 15 by se, vzhledem ke korelaci exprese a Gleason skére nadoru,
mohly stat prognostickymi markery. V pfipadé KLK2 byly jako rizikové faktory
identifikovany dva jednonukleotidové polymorfismy (SNP) majici vliv na hladinu

exprese (Emami N., et Diamandis EP., 2008)
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Obrazek 2-1Schema lokusu KLK a potenciondlni pouziti KLK §gako nadorovych biomarkézdroj
dat: Emami N., et Diamandis EP., 2008)
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2.2.2 Prostaticky specificky membranovy antigen (iP5

Dullezitym indikatorem stupné zavaznosti karcinomu prostaty mohou byt
hladiny exprese prostatického specifického membranového antigenu PSMA. PSMA
je typem membranového glykoproteinu, lokalizovaného v epitelovych burnkach
prostaty, ktery ma folathydrolazovou a karboxypeptidazovou aktivitu. Narozdil od
nizkych hladin v normélnim prostatickém epitelu vzristaji nékolikanasobné
pfi
androgenech nezavislého karcinomu. Uziti PSMA zatim nebylo prfevedeno do
klinické praxe (Colombatti M., et al., 2009).

v pokrocilych stadiich prostatického nadoru, tvorbé metastdz a u na

2.2.3 Prostaticky nadorovy antigen 3 (PCA3)

Gen PCA3 je pritomen v 95 % pfipadd karcinomu prostaty a jeho exprese v
nadoru je vyznamné zvySena ve srovnani s benigni tkani. PCA3 je nekodujici
MRNA bez svého odpovidajiciho proteinu. Klinicky je detekovatelny v modi
a prostatické tekutiné muzd s karcinomem prostaty. PCA3 je slibnym markerem pro

molekularni rozbor moc&i (Wang R., et al., 2009).
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2.2.4a-methylacyl-CoA-raceméaza (AMACR)

Enzym a-methylacyl-CoA-raceméza je zapojen do oxidace a syntézy
fetézc mastnych kyselin, které nachdzime v mlécnych vyrobcich a Cerveném
mase. Kromé toho se vyznamné tvofi v nadorové tkani prostaty. Enzym je
kodovany genem AMACR na chromosomovém lokusu 5p13.3, ktery vykazuje
polymorfismy spojované s karcinomem prostaty. Béhem onemocnéni byla
zaznamenana upregulace genu, diky imunohistochemické analyze bylo mozné
s 95% pravdépodobnosti rozliSit benigni a nadorovou tkann a AMACR je také
prognostickym faktorem biochemické rekurence, ¢i smrti pacienta (Sardana G., et
al., 2008).

2.2.5 Fuzni proteiny TMPRSS2:ERG a TMPRSS2:ETV1

U vétSiny prostatickych nadora jsou silné exprimovany transkripéni faktory
ERG nebo ETV1 patfici do rodiny proteind ETS (E-twentysix), kterd zahrnuje
transkripCni faktory Ucastnici se naddorové progrese. Bylo identifikovano pies 200
gend, majicich dlohu v bunécné proliferaci, diferenciaci, hematopoéze, C¢i
angiogenezi, které tyto proteiny reguluji. Geny ERG a EVT1 jsou silné exprimovany
v nékolika nadorovych bunécnych liniich a v fadé vzorkd z lokalizovanych
i metastatickych prostatickych karcinomu. Ukazuje se, Ze pficinou aktivace téchto
onkogent je translokace promotoru pochazejiciho z genu TMPRSS2
(transmembranova serin-2-proteaza). NejCastéji dochazi k deleci proménlivého
useku DNA mezi TMPRSS2 (lokus 21g22.2) a ERG (lokus 21g22.3). Typickym
produktem fazniho genu jsou vysoce exprimované varianty proteinu ERG.
Obdobné vznikaji translokaci TMPRSS2 fuzni geny s ETV1 (lokus 7p21.2). Tyto
translokace jsou Casnou udalosti v etiologii karcinomu prostaty, nebot stejna
translokace byla objevena i v nékterych prekurzorovych lézich (Stern P., et al.,
2008). Fuzi TMPRSS2:ERG bylo mozné detekovat metodou FISH (fluorescence in
situ hybridization) v 80-95 % tkané nadoru prostaty, a tak by se tato fuzni forma

genu mohla stat potencialnim cilem diagnostiky (Sardana G., et al., 2008).

DalSi potencialni biomarkery karcinomu prostaty jsou uvedeny v tabulce 2-3.
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Tabulka 2-3 Kandidatni biomarkery karcinomu prostaty a jejibzné klinické vyuziti (zdroj dat:
Sardana G., et al., 2008)

Kandidatni . S -
biomarker KP MozZnosti klinického vyuZiti
EPCA/EPCA-2 Imunohlstoche,mlcka detekce KP, sérovy marker pzbdeni lokalizovanéhg
a metastazujiciho KP
Annexin A3 SniZena produkce v prostatické nadorové tkani,msiicky marker rizika
TGF; ZvySené imunohistochemické a sérové koncentréqa agresi KP
EZH2 Genova exprese v KRgdpovida progresi
E - cadherin Snllvzeng |mu[1,or,1|s:[ochem|cka exprese v KP koreluggmém KP a se
snizenym pezivanim
IL-6 Zvysena sérova koncenrace Vv paliem stadiu KP
IGE/IGEBP hladlnaJGF-l slabstoupa v séru KP, koncentrace IGFBPritap koreluje s
progresi KP
PSCA Imunohistochemicky marker spojeny s Gleason skgntencionalni cil
terapie
GSTP1 Detekce hypermetylace genového promotoru ¥ipm posouzeni biopsie
Hepsin Imunohistochemicka detekce v PIN a KP
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3. Analyzované kandidatni geny karcinomu prostaty

3.1SHB

Hlavnimi pfi¢inami vzniku nadorovych onemocnéni jsou abnormality
v bunéc¢né proliferaci, diferenciaci a prezivani bunék. Pro spravné fungovani téchto
procesd je nezbytna bezchybna bunééna signalizace. Ugastni se ji i adaptorovy
protein SHB, spolupracujici s tyrosinkinAzovymi receptory, ktery je zapojen do
systému regulace apoptozy, angiogeneze, bunécného cyklu atd. Pfi jeho zvySené
expresi je prokdzana snizena proliferace prostatickych nadorovych bunék PC3
(Davoodpour P., et al., 2007).

3.1.1 Struktura a funkce proteinu Shb

Protein Shb byl objeven béhem identifikace genu indukovanych sérem
v insulinové buné&cné linii BTC-1 (Welsh M., et al.,, 1994). Nazev Shb vznikl
zkratkou ze spojeni protein SH2 3-bunék, nicméné néasledné bylo zjiSténo, ze je
SHB exprimovan v mnoha tkanich (Welsh M., et al., 1998). Lokus genu SHB je
lokalizovan na chromosomu 9p12-p11, je dlouhy 150kb a obsahuje 6 exonu (Yulug
IG., et al., 1994). Gen SHB a jim kddovany protein Shb se uplatfiuji pfi pfenosu
signélu do jadra bunky a mohou byt zafazeni mezi potencionélni onkogeny. Shb
obsahuje silné homologni motiv doménam SH2 a byl proto zafazen do kategorie
proteind SH2. Domény SH2 hraji zasadni roli v bunééné komunikaci. Typicky se
vazou na fosforylované tyrosinové postranni zbytky tyrosinkinaz, které slouZzi jako
vazebna mista pro velkou skupinu intracelularnich signalnich proteini. Proteiny
SH2 délime do dvou skupin. Do prvni patfi proteiny s aktivni katalytickou doménou,
jez se pfimo podileji na pfenosu signalu tyrosinkinazovych receptora v signalizani
siti. Funkci druhé skupiny, do které patfi protein Shb, je interakce proteinu
signélnich kaskad s aktivovanymi tyrosinkinazovymi receptory. Tyto proteiny jsou

oznacCovany jako adaptorové.

Shb je adaptorovym proteinem spolupracujicim s tyrosinkindzovymi
receptory, kterymi jsou napf. receptor pro rustovy faktor krevnich desti¢ek (receptor
PDGF), receptor pro epidermalni rastovy faktor (receptor EGF), receptor pro

vaskularni endotelialni rustovy faktor (receptor VEGF), nebo receptor pro
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fibroblastovy ristovy faktor (receptor FGF). V reakci na aktivaci tyrosinkinazového

s vr

receptoru vytvari proteinové komplexy. Dochazi k seskupovani signalnich
komponent pomoci vazby téchto slozek na rozlicné domény Shb (Karlsson T., et
al., 1995). Strukturné rozliSujeme u proteinu Shb ¢tyfi hlavni oblasti. Na N-konci se
objevuji sekvence bohaté prolinem (domény PR), diky nimZ interaguje protein Shb
s ostatnimi proteiny. Mnoho proteind SH2 obsahuje také doménu SH3, ktera se
muze vazat na sekvenci bohatou prolinem jinych proteind. Timto zpdsobem mohou
proteiny s obéma typy domén vytvaret mustky mezi receptorovymi tyrosinkindzami
a cilovymi proteiny s doménami PR (Karlsson T. et Welsh M., 1996). Motivy bohaté
na prolin vazou domény SH3 proteind Src (Anneren C., et al., 2003) nebo c-Abl
(Hagerkvist R., et al., 2007). Za doménami PR nasleduje sekvence vazajici
fosfotyrosin (doména PTB), s kterou interaguje kinaza FAK, blize k C-konci
nalezneme postranni fosforylované tyrosinové zbytky vazici Crk (Anneren C., et
al., 2003) a c-Abl (Hagerkvist R., et al., 2007). Na C-konci je situovdna doména
SH2 bohatd na hydrofébni aminokyseliny, jez se vaze s receptory rustovych

faktord. Pfednostni sloZzeni vazebného mista je:

pTyr-Thr/Val/lle-X-Leu

Je pravdépodobné, Ze aminokyselina leucin v pozici +3 je hlavni determinantou

vazebného mista (Mares J., 2001).

Obrazek 3-1Struktura Shb proteinu (zdroj dat: Davoodpour2B(Q5)

DOXPY Y333 yaad PY-TiliW-X-L
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3.1.2 Role Shb v regulaci apoptézy

Shb je pleiotropnim proteinem regulujicim riznorodé reakce, mezi které
patfi bunééna migrace, proliferace, diferenciace a apoptéza (Anneren C., et al.,
2003). Voditko k tomu, jak Shb uplatriuje své funkce v procesu apoptdézy muzeme
vypozorovat z interakci kindzy c-Abl s adaptorovym proteinem Shb.

Apoptéza je fyziologicky déj, ktery je narozdil od nekrézy indukovan
naprosto cilené. Bunka je usmrcena a nasledné odstranéna takovym zpisobem, Ze
nedojde k poSkozeni okolnich bunék. Je to tedy organizovany a pfisné regulovany
déj. Apoptézu burnky Ize jednoduSe rozpoznat diky morfologickym zmeénam
zahrnujicim redukci objemu buriky, kondenzaci chromatinu a rozpad buriky. Je
nezbytnd pro normélni vyvoj a funkci mnohobunéného organismu. Chyby
v signalizaci béhem apopt6zy jsou typické pro tumorigeneze (Lowe SW., et al.,
2004). Aktivaci apoptické reakce miZze zpuasobit napfiklad genotoxicky, oxidativni
nebo endoplasmaticky stres (Igney FH., et Krammer PH., 2002). Bunécna,
nereceptorova tyrosinkinaza c-Abl patfi mezi proteiny ucastnici se odpovédi na
stres endoplasmatického retikula. c-Abl je za normalnich stavd pfisné regulovana.
V pfipadé poskozovani buriky se kindza c-Abl silné aktivuje, coZz muize vyustit
v zastaveni bunééného cyklu nebo apoptézu (Kumar S., et al., 2003). Slozita
struktura proteinu c-Abl obsahuje domény a motivy, které umoZnuji interakce se
signélnimi a adaptorovymi proteiny pomoci domén SH2, SH3, PR sekvenci
adomén PTB. Shb je substratem pro c-Abl, nebot je tento adaptorovy protein
tyrosinkinazou fosforylovan (Héagerkvist R., et al., 2007). Védecka skupina pod
vedenim R. Hagerkvista dale zjistila, ze samotny Shb reguluje fosforylaci c-Abl,
atak podle vSeho ovliviiuje jeji kinazovou aktivitu. Biologicky vyznam interakce
c-Abl/Shb byl testovan pfi zvySené expresi obou proteind a pfi knockoutu shb. Pfi
expozici toxickym slou¢enindm spolu Shb a c-Abl asociuji pomoci rozmanitych
interakci, coz vede k regulaci nejen kindzové aktivity c-Abl, ale i signalni drahy pro

bunédnou smrt.

Shb tak hraje Ustfedni roli v modulaci proapoptické signalizace mediované
pomoci c-Abl. Pfi jeho zvySené expresi byla prokazana redukce rastu prostatickych
nadorovych bunék PC3. Dé&je se tak prostfednictvim interakci s c-Abl. Pfi zvySené
expresi SHB byla prokazana redukce ristu nadoru in vitro a jeho exprese byva

niZsi v tkani pokrocilého karcinomu prostaty (Davoodpour P., et al., 2007).
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3.1.3 Role Shb v regulaci angiogenezi

Shb ma téz roli v proliferaci a diferenciaci endotelovych bunék, ¢imz se
podili na procesu angiogeneze (Lingge L., et al., 2002), pfi némZ jsou formovany
nové krevni kapilary. Déje se tak za fyziologickych podminek v embryogenezi,
nebo pfi hojeni ran, ale téZz za patologickych stavi pfi revmatoidni artritide,
diabetické retinopatii nebo pfi vzniku naddord. Hlavnimi regulatory angiogeneze jsou
ristové faktory FGF a VEGF, jez jsou zahrnuty do proliferace, migrace
a diferenciace endotelovych bunék. S receptory téchto rastovych faktord
spolupracuje adaptorovy protein Shb. Jednou z metod nadorové terapie muze byt
inhibice nekontrolovatelné angiogeneze v nadoru. Zplisob jak toho dosahnout,
muzeme hledat v indukci apoptézy v endotelovych burnkéach. Knockdown shb
zvySuje citlivost bunék SVR (angiosarkomicka bunécna linie) k apoptickym
pusobkim (Funa NS., et al., 2008). Shb se tak stava potencionalnim cilem inhibice

angiogeneze.

3.2POST

Mezi kandidatni geny karcinomu prostaty je zahrnut i gen POSTN kodujici
protein periostin. Ten je unikatnim proteinem extracelularni matrix plnicim ualohy
bunéné adheze. ZvySenou expresi POSTN mUZeme pozorovat v Siroké paleté
lidskych nadorovych onemocnéni, pfi nichZz mira exprese koreluje s agresivitou

nemoci (Puppin C., et al., 2008).

3.2.1 Struktura a funkce periostinu

Periostin, dfive nazyvan OSF-2 (osteoblast-specific factor-2), byl identifikovan
v mySich osteoblastech (Takeshita S., et al., 1993). Pfitomnost periostinu u lidi byla
potvrzena kromé& osteoblastickych bunéénych linii také ve tkanich bohatych
kolagenem, mezi které patfi periodontalni ligamenta, periost, fascie svall kosti
a srde¢ni chlopné. Jeho z&soby rostou pfedevSim pfi mechanickém tlaku na tyto
tkané (Kikuchi Y., et al., 2008). Periostin je protein o velikosti 90 kDa, obsahuje
typicky signalni peptid na N-konci, ktery je nasledovan EMI-doménou bohatou na
cystein, tandemovymi opakujicimi se doménami (RD1-4) a hydrofilni doménou na
C-konci. Opakujici se domeény vykazujici silné homologie s proteinem Big-h3.
Podobné jako periostin, tak i protein Big-h3 obsahuje &tyfi fasciclinové domény,

21



homologni s fasciclinem, ktery je proteinem bunééné adheze hmyzu (Sugiura T., et
al., 1995).

Obrazek 3-2 Schematicka struktura periostinu

| fas1 | fas1 [ fas1 L &

3.2.2 Adhezni vlastnosti periostinu

Periostin je tedy molekulou zapojenou do bunéfné adheze. Adhezni
molekuly jsou dulezZité pro organizaci extracelularni matrix, reguluji bunécné
interakce, ovliviiuji migraci a tvar bunék. Vyznamnou roli hraji v mnoha reakcich,
napf. v imunitnim systému, pfi hojeni ran, pfi zanétu, ale i pfi vzniku metastaz. Jsou
lokalizovany na povrchu bunky a zprostfedkovavaji vazby na ostatni bunky nebo
extracelularni matrix. Obecné mizZzeme molekuly bunééné adheze rozdélit do dvou
skupin. Ta prvni, jejiz zastupcem jsou integriny zprostfedkovava pfipojeni buriky
k substratu (SAM - substrate adhesion molecules). Do druhé skupiny jsou zahrnuty
kadheriny, selektiny, muciny, ¢&i proteiny superrodiny Ig. Tyto molekuly
zprostfedkovavaji adhezi bunék (CAM - cell adhesion molecules). Periostin
zprostfedkovava adhezi vazbou s integriny a,83 a a,fs a zvySuje tim motilitu buriky
(Gillan L., et al., 2002). Integriny kromé& adhezni funkce také umozruji prenos
signdlu mezi extracelularni matrix a burikou. Integrin je transmembranovym
proteinem. Vazba komponenty na vazebné misto integrini zpusobuje zmény
v molekule integrinu. Ke zméné konformace dochéazi také v cytoplasmatické Casti
integrinu, coz vyvola nasledné interakce s procesy, které fidi intracelularni signalni
drahy (Vytasek R., 2009). Jednou z drah, kter& je aktivovana periostinem, pomoci
vazby s integriny, je signaliza¢ni draha kindzy Akt, jez je spojovana s nadorovymi
onemocnénimi (Bao S., et al., 2004). Kindza Akt m& zasadni vyznam v buné&ném
prezivani a proliferaci. Nedavné studie prokazaly skuteCnost, Ze neregulovana
draha kinazy Akt je dudlezitym znakem mnoha lidskych novotvarl a u vétSiny
nadorovych onemocnéni mdzeme pozorovat zvySenou expresi a aktivaci kindzy
Akt. Tento enzym se stava atraktivnim cilem nadoroveé terapie, kdy by se inhibici

kinaz Akt mohl redukovat prah apoptézy a dochazelo by k ni¢eni nadorovych bunék
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(Lindsley CW., 2010). SignalizaCni kaskada kinazy FAK je pak dalSi drdhou, ve
které se jako prostfednik objevuje periostin a integriny, jeZ zde zpusobuji migraci
hladkych svalovych bunék (Li G., et al., 2010). Kindza FAK (focal adhesion kinase)
je tyrosinkinazou, jejiz dulezité bunécné funkce se projevuji pfedevSim v regulaci
cytoskeletu a v bunécné migraci. Nicméné mnoho studii prokazalo jeji zvySenou

expresi v nadorech béhem tumorigeneze.

3.2.3 Periostin a nddorova onemodmi

Gen POSTN vykazuje zvySenou expresi u mnohych nadorovych
onemocnéni. Mimo jiné u nadorl vajecnikd, tlustého stfeva, pankreatu, Stitné Zlazy,
prsu, plic, ¢i u neuroblastomu. Nékteré studie popisuji korelace mezi zvySenou
expresi periostinu a zvySenou agresivitou tumoru. Je tomu napfiklad u plicnich
nadord, neuroblastomu, ¢ adenokarcinomu pankreatického duktu, nicméné byla
zaznamenana i snizena transkripce POSTN v nadoru mo¢ového méchyfe. Debaty
se vedou o funkci periostinu béhem progrese nadorl. Existuji dikazy jak pro
podpurné, tak pro supresivni pusobeni periostinu na nador (Tilman G., et al.,
2007). Periostin napfiklad silné podporuje rlist metastdz u nadort tlustého streva.
V tomto pfipadé je vyluCovan nadorovymi bunkami a napoméha k pfezivani téchto
bunék. Funguje zde jako parakrinni plsobek, ktery zvySuje pfezivani endotelovych
bunék a indukuje neovaskularizaci. Podporuje tim pochody UspésSné tumorove
angiogeneze. Neni zadnym pfekvapenim, ze tyto efekty uplatfiuje pomoci interakci
s integriny, nebot spojeni mezi bunéfnym povrchem nédorovych bunék
a extracelularni martix je neobycejné dulezitym krokem pro Sifeni nadoru, pro jeho
pfezivani a rust v rozdilnych anatomickych destinacich (Bao S., et al., 2004).
Interakce s integriny také spoustéji bunécnou signalizaci a aktivaci urcitych genu,
které mohou exprimovat proteiny usnadnujici nddorovou proliferaci a rist metastaz
(Meredith J., et Schwartz M., 1997).

3.2.4 Exprese periostinu v karcinomu prostaty

K expresi genu POSTN dochazi v Siroké Skale zdravych tkani organu
i nddorl, vCetné prostaty, kde vSak chybi srovnatelnd data. Tsunoda T., et al.,
(2009), imunohistochemickymi metodami odhalil rozdilnou expresi v ¢€asnych
a pokrocilych stadiich karcinomu prostaty. ZvySenou expresi bylo mozné pozorovat

v ranych stupnich nemoci (u pacientd s Gleason skére 6-7), nikoli v pozdéjSim
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stadiu (Gleason skore 8-10 a pacienti s metastazami v kostech). Kromé toho
exprese POSTN v tumorovém stromatu vyznamné Kkorelovala se stupném
malignity. ZvySené hladiny periostinu v €asnych stadiich karcinomu by mohly
slouzit jako molekularni markery KP. Stejné tak by se mohly pouzivat

i k vySetfovani potencialu vzniku metastaz.

3.3HPN

Ackoliv je dnes prostaticky specificky antigen (PSA) nejpouzivanéjSim
diagnostickym biomarkerem, maZzeme v pfiStich letech oCekavat vyuziti dalSich
markerl. PSA neni specificky pouze na karcinom prostaty, a tak i pres
neoddiskutovatelny pfinos pfi detekci nadoru prostaty neni jeho hladina v krvi
stoprocentné urcujici pro pfesnou diagnozu. Otvird se tak prostor napfiklad pro

hepsin, jehoz hladiny jsou b&éhem karcinomu prostaty vyznamné zvysené.

3.3.1 Struktura a funkce hepsinu

Gen HPN, ktery se nachazi na lokusu chromosomu 19q11-13.2, kdéduje
protedzu, puvodné identifikovanou v lidskych jatrech. Protedzy obecné hraji
ddlezitou roli v mnoha fyziologickych i patologickych procesech, katabolismem
proteint pocinaje a metastazou nadoru konce (Tsuji A., et al., 1991). Protedzy se
déli podle katalytickych skupin pfitomnych v misté, kde protedza na bilkovinu
pusobi. Hepsin je jednou ze serinprotedz, mezi nimiz byl zafazen do skupiny
transmembranovych serinprotedz typu Il (TTSP). Mezi hlavni rysy vSech TTSP
patii kratkd cytoplasmaticka doména na N-konci, dale oblast prochazejici pres
membranu, centralni region variabilni délky obsahujici strukturalni domény
a serinproteazovd doména na C-konci s podobnym uspofadanim, jako maji
endopeptidazy (Netzel-Arnett S., et al., 2003).
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Obrazek 3-3Srovnani struktury protedz typu TTSP jmendeihdopeptidazy a hepsinu (zdroj dat:
www. http://atlasgeneticsoncology.org)

Enteropeptidase !-—-"-&/—0; ,E'-LHM"I CUB

Hepsin s HABAS )
-%— Transmembrane domain  =_seA »~ SEA domain m— SR domain
"1 FRZ. i‘ frizzled domain < cus |' CUB domain M serine protease domain- active
0" LDLA domain @ MAM domain "M} serine protease domain - inactive

Stejné jako u vétSiny TTSP, nebyla ani u hepsinu fyziologicka funkce plné
ur€ena, nebot bylo identifikovano jen malo jeho in vivo proteinovych substratd.
Mezi ty rozpoznané patfi napfiklad laminin-332, jeZ je sloZzkou bazalni membrany
a UcCastni se bunécné adheze, ¢i aktivace koznich bunék (Tripathy M., et al. 2008),
dale pak pro-urokinaza (Moran P., et al., 2006) nebo hepatocytarni ristovy faktor
(HGF). Hepsin se ucastni aktivace krevni kaogulace (uvadi v €innost koagulacni
faktor VII), ristu lidskych hepatocytt, ¢i vyvoje mySich blastocyst. MySi s deficitem
hepsinu se vSak vyvijely normalng, byly plodné a mély normélni srézeni krve
i obnovu jater po hepatektomii. Pozornost na hepsin je proto upfena pfedevsim
diky jeho zvySené expresi pfi karcinomu prostaty, ovaria, ¢i ledvin (Herter S., et al.,
2005).

3.3.2 Hepsin a karcinom prostaty

Gen HPN je jednim z genl s nejvySsi expresi béhem nadoru prostaty a to
az u 90 % pripadd. Jeho hladina muze byt navySena az na desetinasobek. Jeho
zvySena exprese je pozorovana jiz od iniciace karcinomu a na vysoké hladiné se
udrZzuje také béhem progrese a vzniku metastdz. Exprese hepsinu vyznamné
koreluje se zjisténymi klinickymi pfiznaky (Leman ES. et Getzenberg RH., 2009).
Imunohistochemické studie dokazaly, Ze na rozdil od benigni hyperplazie prostaty

(BPH) muzZeme produkci hepsinu pozorovat jiz pfi PIN (Dhanasekaran SM., 2001).
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Zvysujici se exprese podporuje nadorovou progresi a tvorbu metastaz. U mysi s
lokalizovanym  karcinomem prostaty podnécuje progresi a pfechod z
nemetastazujici formy do agresivni s metastazami v kostech, jatrech a plicich
(Klezovitch O., et al., 2004). Molekularni mechanismy pusobeni hepsinu na
karcinom prostaty in vivo zUstavaji neznamé. Za indicie in vitro, vedouci k
pochopeni funkce hepsinu v tumorigenezi, midzeme povazovat interakce s pro-
urokindzou a HGF, které by mohly napomahat vzniku metastaz (Chevillet JR., et
al., 2008). Ackoliv m& hepsin nadégji stat se signifikantnim biomarkerem, bude k

naplnéni jeho diagnostického potenciélu tfeba provést analyzy jeSté mnoha vzorku.
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4. Cile prace

Intenzivni studium regulace genu a proteint karcinomu prostaty doposud
nepfineslo zasadni zmény do diagnostiky nadoru prostaty. Napfiklad diagnosticky
nejvyznamneéjsi, ale zaroven problematicky marker PSA, se vyuZiva jiZ pres dvacet
let. Pfesto vSak s pfibyvajicimi védeckymi studiemi rostou Sance pro vznik
dokonalejSich néastroji detekce karcinomu prostaty. Ty povedou také k zlepSenym
zpusobum lécby, nebot pfesné kvantifikovany rozsah a stupen nddoru napomuze
k vybéru nejvhodnéjSiho terapeutického procesu. Jednou ze studii, potencialné
pfispivajici v hledani novych postupl, maze byt i prfedkladana analyza tFi

kandidatnich gend karcinomu prostaty.
Cilem této préace bylo:

1) Shromé&zdit co nejvétSi soubor pacientd diagnostikovanych na

karcinom prostaty, jejich klinicka data a biologicky materiél.

2) Izolovat mMRNA v dostate¢né Cdistoté z prostatickych vzorkd

pacientd s karcinomem prostaty.

3) Optimalizovat a zavést do laboratorni praxe molekularné
genetické diagnostické metody (RT-PCR) a vyuzit tyto metody
k identifikaci rozdild v genové expresi genti SHB, POSTN a HPN.

4) Pokusit se urcit korelaci exprese s molekularné biologickymi

vlastnostmi karcinomu prostaty a dalSim pribéhem onemocnéni.

5) Zhodnotit prognosticky vyznam téchto korelaci.
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5. Material a metodika

5.1 Pacienti

Do studie bylo zafazeno 67 pacient(l ve véku 46 - 82 let (prGimérny vék 65,4
roku). U téchto muzd byla provedena biopsie prostaty, kontrolovana transrektalni
sonografii, nebo byl material ziskan odbérem &asti nddoru z preparatu po radikalni
prostatektomii. Pfitomnost karcinomu a jeho molekularné biologicka specifikace
byla posouzena histologickym vySetfenim ¢asti vzorku. PFfi potvrzeni ndlezu nadoru

byl stanoven grading malignity (Gleason skére) a nadorovy staging (TNM).

5.2 Odbér vzorka

Transrektalni biopsie prostaty byla provedena pomoci speciélni transrektalni
ultrazvukové sondy, jeZ umoZzZiuje cilenou kontrolovanou punkci suspektnich
oblasti prostaty. Z dudvodu nespecifické struktury karcinomu se kromé cilené
biopsie provadi segmentarni odbér 6-12 vzork( podle naléhavosti suspekce.
Ziskané vzorky byly rozdéleny na tfi ¢asti, obé& periferni byly vySetfeny na Ustavu
klinické patologie FN Motol a 2.LF UK. Stfedni segment byl okamZité pfenesen do
roztoku RNAlater a uchovavan pfi teploté +4C aZ do extrakce mRNA. Déle byly
zpracovany jen vzorky s prokazanym karcinomem prostaty v obou perifernich

¢astech.

Radikalni prostatektomie je kurativni vykon, pfi kterém dochéazi ke
kompletnimu odstranéni prostaty v€etné pouzdra. Po tomto zakroku byl ze
suspektni tkané odebran vzorek. Jeho ¢ast byla okamZzité pfenesena do RNAlateru.
Vzorek prostaty byl zhodnocen histologem a dale zpracovan jen v pfipadé

pozitivniho nalezu

Kontrolnimi vzorky v dané studii byly odbéry z benignich hyperplazii
prostaty. Ty byly ziskany transuretraini resekci prostaty nebo transvezikalni
prostatektomii. Vzorky byly vyhodnoceny jako kontrolni skupina, paklize nebyl pfi

histologickém vySetfeni pfitomen nahodny nalez karcinomu.
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Tabulka 5-1 Pacienti zgazeni do studie - klinicka data

Kod
A2
BO
B4
B41
B5
c1
c2
Cc3
C4
C5
Cc6
c7
D1
D2
D3
D4
D6
El
E2
E3
E4
E6
F1
F2
F3
F4
F5
F6
G1
G2
G3
G4
G5
G6

Rok

1941
1948
1928
1931
1944
1936
1935
1953
1949
1950
1945
1951
1948
1943
1947
1939
1944
1946
1941
1948
1938
1952
1941
1945
1937
1935
1940
1941
1939
1939
1944
1961
1950
1944

TNM GS PSA Terapie Kéd Rok TNM
T2a 3+3 6,8 RAPE G7 1946 T3b
T2b 3+2 5,7 RAPE G9 1938 T2a
T4 4+3 383 HT 11 1948 T2a
T3b 5+4 15 RT 12 1942 BPH
T2b 5+4 11 RAPE, LAD 13 1949 T2b
BPH 12,6 14 1952 T2a
BPH 3,33 15 1941 BPH
T2c 2+3 13,1 RAPE, LAD 16 1953 BPH
T2a 3+3 7,1 RAPE 17 1950 T3a
T2b 5+5 8,8 RAPE 18 1946 T2a
T2a 2+2 5,6 RAPE K1 1940 BPH
T2a 3+4 592 RAPE K2 1946 BPH
T2a 3+3 11,57 RAPE, LAD K3 1933 T3a
T4 4+3 31,38 HT, RT K4 1943 BPH
T2b 3+3 11,63 RAPE, LAD K5 1952 BPH
T2a 3+2 8,4 RAPE K6 1948 T2c
T3a 4+4 6,6 RAPE + RT K7 1964 BPH
T2a 2+4 7,94 RAPE K8 1941 BPH
T2c 3+3 6,25 RAPE M1 1952 T3a
BPH 3,91 M2 1947 T2a
BPH 7,63 M3 1961 T2a
BPH 4,16 M4 1944 T2c
BPH 9,31 M5 1942 T2c
T2a 4+3 4,1 RAPE M6 1938 T3a
T3a 2+3 9,2 RAPE + RT M7 1941 T3aN1l
T3a 3+3 6,2 RT M8 1936 T2a
BPH 18,36 M9 1950 T2b
BPH 8,37 M10 1941 T2c
Tlc 2+2 10,3 Ww M11 1957  T2c
BPH 16,7 M12 1940 T2c
BPH 9,1 M13 1940 BPH
T3b 4+4 131 HT M14 1951 BPH
T2a 4+4 7,7 RAPE M15 1943 T2c
T2b 3+4 6,9 RAPE

GS

3+3
2+3
2+2

3+3
3+3

3+4
2+2

3+3

3+3

3+4
3+4
3+2
3+4
3+4
3+4
4+4
3+4
3+4
3+3
3+4
3+4

3+4

PSA

9,8
7,1

6,7
4,1
5,7
5,6
6,8
7,5
4,9
4,89
8,3
15,3
6,49
32,16

1,9
29
5,05
5,07
5,62
11,9
10,69
4,33
7,99
5,72

6,9
5,4
4,58
14,12
3,09
10,54

Terapie

RAPE + RT
RAPE
RAPE

RAPE
RAPE

RAPE + RT
RAPE

RT

RAPE

RAPE
RAPE
RAPE, LAD
RAPE, LAD
RAPE, LAD
RAPE
RAPE, LAD
RAPE
RAPE
RAPE
RAPE
RAPE, LAD

RAPE, LAD

Legenda:

BPH - benigni hyperplazie prostaty
GS - Gleason skore

HT - hormonalni terapie

LAD - lymfadenektomie

RAPE - radikalni prostaektomie
RT - radioterapie

TNM - stupé karcinomu prostaty
WW - peilivé sledovani
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5.3 Izolace mRNA

MRNA byla izolovana ze ziskanych prostatickych tkanich. MnoZstvi vzorku
se pohybovalo v rozmezi od 50 do 100 mg. K izolaci mRNA byla pouzita souprava
Oligotex Direct mRNA Midi/Maxi Kit firmy Qaigen.

1) K odebrané tkani bylo pfidano 0,6 ml lyzaéniho pufru OL1 s pfidavkem
B—merkaptoethanolu (B-ME) a vzorek byl homogenizovan 45 vtefin pomoci rotor-
statorového homogenizatoru. Smés OL1 a B-ME vznikla pfidanim 30 ul B-ME k 1
ml pufru OL1.

2) Ke zhomogenizované smési, prepipetované do 2 ml centrifugacnich
zkumavek, bylo pfidano 1,2 ml pufru ODB a tato smés byla 4 minuty centrifugovana
pfi rychlosti 13000 rpm.

3) Supernatant, ted jiz bez buné&nych zbytk( a proteinl, byl pfenesen do
noveé centrifugacni zkumavky, bylo k nému pfidano 110 pl suspenze Oligotexu,
pfedem zahiété na 37<C, vSe bylo d ukladné promichano a 10 minut ponechano pfi
pokojové teploté. Pfi tomto kroku doSlo k navazani polyA-koncid mRNA k oligodT-

fetézcam Oligotexu.

4) Po Sestiminutové centrifugaci pfi rychlosti 13000 rpm, byl odstranén
supernatant a zbyly pelet byl smichan s 100 ul smési OL1 a B-ME.

5) Bylo pfidano 400 pl pufru ODB. Centrifugacni zkumavky se vzniklou
smési byly po 3 minuty zahfivany pfi teploté 70C a poté nechany 10 minut pfi

pokojove teploté. Timto krokem se sniZilo mnoZstvi rRNA ve vzorku.

6) Zkumavky byly centrifugovany pfi rychlosti 13000 rpm po dobu 6 minut
a supernatant byl odstranén. Pelet byl rozpustén v 350 pl pufru OW1 a rozmichan

na vortexu.

7) VzniklA smés byla nanesena na kolonky s Oligotexem umisténé
v centrifugacnich zkumavkach, jeZz jsou soucasti soupravy. Po minutové
centrifugaci byl odstranén filtrat ve zkumavce, na kolonky bylo napipetovano 350 ul
pufru OW2, kterym se opatrné, vzhledem k nebezpeci protrzeni membrany Spickou

pipety, rozmichal sediment na dné kolonky.

9) Nésledovala minutova centrifugace pfi rychlosti 13000 rpm a pfedchozi

krok s pufrem OW2 se zopakoval.
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10) Poslednim krokem pak bylo naneseni 60 pl horkého pufru OEB
zahfatého na 70C na kolonku, tento krok je nutny k vym yti mRNA z Oligotexu,
a nasledna centrifugace pfi rychlosti 13000 rpm po dobu 1 minuty. K zajisténi
maximalniho vytézku bylo stejné mnozstvi horkého pufru OEB pfidano znovu

a opét nasledovala centrifugace.

11) Ze vzniklého supernatantu bylo obebrano 30 pl do mikrozkumavky jako
alikvot. V8echna izolovana mRNA byla okamZité zamraZzena na -70C a pfi této

teploté uchovana az do okamziku dalSich analyz.

5.4 RT-PCR

RT-PCR je jednou z modifikaci klasické PCR, coZ je in vitro metoda pro
enzymatickou syntézu definované sekvence DNA. Tato chemicka reakce umozZziuje
z nepatrnych mnozstvi DNA vybrat a namnozit znamy usek DNA. Pocéate¢ni
mnoZstvi kopii n se po 30 cyklech namnoZi exponencialné na n x 2*. RT-PCR se
pouZiva, pokud je potfeba amplifikovat mMRNA namisto DNA. Vlakna mRNA jsou
nejprve pomoci enzymu reverzni transkriptdzy pfevedena na cDNA
(complementary DNA) a poté jsou Useky takto vzniklé cDNA namnoZeny pomoci
tradi¢ni PCR.

Jednotlivé komponenty RT-PCR reakce:
Kazdy vzorek mRNA byl analyzovan pomoci Qiagen OneStep RT-PCR Kitu firmy
Giagen, ktery obsahoval:

QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix (obsahoval reverzni transkriptazu
+ HotStarTaq DNA Polymerazu)

QIAGEN OneStep RT-PCR Pufr, 5x

Mix dNTP

Voda RNase-free

Q-solution (roztok byl pouZzit pouze pro analyzu genu HPN)
Dale byl pouzit templat mRNA izolovany z prostatickych tkani pacientd

a primery specifické pro jednotlivé kandidatni geny. Primery pouZité pro amplifikaci

téchto genud byly pfevzaty z literatury nebo byly sestrojeny pomoci programu Primer
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3. Seznam vSech primerd a jejich sekvenci pouzitych v této praci je zobrazen

v tabulce 5-2.

Tabulka 5-2 Sekvence primérpouzitych v této praci

Lokus Kéd primeru 5- 3’- sekvence primeru

GAD 62 GAPD2-R TGTGGTCATGAGTCCTTCCA
GAPD2-L CGAGATCCCTCCAAAATCAA

SHB shb-200-R GGTAGCTTTCTGGTGGTGTA
shb-200-L GACTCTGCAAGGAGTGTAGC

POSTN POSTN-R TGCTGGTCCCGCTTAATTACTGCA
POSTN-L AATATCAAAAGATACAGCTACA

HPN HPN207s CTTCGCTATGATGGAGCACA
HPN207a GTCCCGAAAGGGAAGATAGC

Tabulka 5-3 Mnozstvi jednotlivych slozek masterniixprepaiteno na PCR pro 10 vzarkpro vybrané

geny.
GAD 62
SloZeni 10

Komponenta PCR reakci
templat mRNA 10l
Mix dNTP 4l
Primer 1 1ul
Primer 2 1ul
QIAGEN OneStep aul
RT-PCR Enzyme Mix H
QIAGEN OneStep 20ul
RT-PCR Pufr, 5x H
voda RNase-free 60ul
POSTN

SloZeni 10

Komponenta PCR reakci
templat mRNA 10l
Mix dNTP 4l
Primer 1 1ul
Primer 2 1ul
QIAGEN OneStep 4ul
RT-PCR Enzyme Mix H
QIAGEN OneStep 20wl
RT-PCR Pufr, 5x "
voda RNase-free 60 ul
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SHB
Komponenta SloZeni 10
P PCR reakci
templat mRNA 10l
Mix dNTP 4l
Primer 1 o,6ul
Primer 2 0,6ul
QIAGEN OneStep 4wl
RT-PCR Enzyme Mix | " "
QIAGEN OneStep 20ul
RT-PCR Pufr, 5x K
voda RNase-free 60,8yl
HPN
Slozeni 10
ACTUIIEIE) PCR reakci
templat mRNA 10l
Mix dNTP 4l
Primer 1 1ul
Primer 2 1ul
QIAGEN OneStep 4ul
RT-PCR Enzyme Mix H
QIAGEN OneStep 20wl
RT-PCR Pufr, 5x H
voda RNase-free 40 ul
Q-solution 20l




5.5 Optimalizace annealingové teploty

Annealingova teplota pro kazdy gen byla uréena experimentalné pomoci

gradientového programu na cykleru Biometra T-Gradient. Tento pfistroj umoznuje

nastavit rozmezi teplot v fadé mezi 12 jamkami. Po gradientové RT-PCR byla

exprese jediného vybraného vzorku pfi raznych teplotach gradientu vizualizovana

pomoci elektroforézy a dle vysledkl byla ur€ena optimélni annealingova teplota pro

zkoumany gen (viz. tabulka 5-4 pro gen HPN)

Tabulka 5-4 Rozmezi teplotéhem gradientového programu pr@emi annealingové teploty geriPN

Cislo jamky

1

2

3

4 5

6 7

8 9

10

11

1

p

Teplota °C

55

55,3

56,4

58 | 59,8

61,6/ 63,4 65,1| 66,9

68,6

69,6

70

Tabulka 5-5 Uréené optimalni annealingové teploty pro jednotliedyg@di RT-PCR

Vybrany gen | Teplota] Vybrany gen | Teplota
GAD 65°C POSTN 58°C
SHB 55°C HPN 60°C

S vyjimkou rozdilné annealingové teploty probihaly jednotlivé kroky RT-PCR

pro vSechny geny stejné. Popis jednotlivych stadii RT-PCR uvadi tabulka 5-6.

Kroky Ill. — V. se cyklicky opakovaly. V pribéhu polymerazoveé reakce probéhlo 35

cykld.
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Tabulka 5-6 Teplotni profily RT-PCR pro vybrané geny

KROK PROGRAM RT-PCR PRO GEN SHB TEPLOTA CAS

reverzni transkripce

- pomoci reverzni transkriptazy dochazi k transknpRNA o0°C 30 min

na cDNA

aktivace HotStarTag DNA Polymerazy 95°C 15 min

- pii této inkubaci se inaktivuje reverzni transkrigtaz

denaturace

Il 94°C 1 min
- rozvolreni dvouSroubovice na samostate&zce
annealing [°C] dle _
V- nasednuti primer e BT R
P genu
elongace
V. ke 3 -konci primeru navazana polymeraza synigi 72°C 1 min
pomoci volnych dNTP novietézec podle komplementarity
kone¢na elongace .
VI, g 72°C 10 min

- dochazi k dokoteni polymerizace

5.6 Detekce cDNA fragmeni

Vysledek RT-PCR byl verifikovan gelovou elekroforézou. Tato metoda je
zaloZzena na rozdilné rychlosti putovani rizné dlouhych fragmenti DNA v gelu
v elektrickém poli. DNA putuje ke kladné elektrodé. KratSim fragmentim je v matrix
gelu kladen mensi odpor a proto putuji rychleji. Byl pouzit 2% agar6zovy gel (2,4 g
agarozy, 120 ml pufru 1x TBE), ktery byl pfed nalitim do vani¢ky obarven 12 pl
barviva GelRed (Biotium, Inc.) Fragmenty putovaly elektrickym polem po dobu 30
minut pfi napéti 130V. Vysledky byly vizualizovany pomoci zobrazovaciho pfistroje
MiniBIS PRO (firmy Bio — Imaging Systems) a opticka hustota byla méfena na
denzitometru Kodak Digital Science ID (Kodak Rochester, NY).

Dulezitym krokem analyzy genoveé exprese je vybér vhodného referenéniho
genu. V predkladané praci byl pro vypocet relativni exprese jednotlivych gent
vybran provozni gen GAD kodujici glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazu. Relativni

exprese genu u daného pacienta byla uréena pomoci vztahu:
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opticka hustota prouzku exprese pfislusného genu

opticka hustota prouzku exprese genu GAD

5.7 Statistické metody vyhodnoceni

Norméalnost dat byla ovéfena kritériem Sikmosti (skew) a zvolenymi mezemi.

Pro v8echny vybéry vysla ve zvolenych mezich.

Pro porovnani, zda se signifikantné liSi relativni exprese daného genu
u pacientd s nadorem od relativni exprese kontrol, byla formulovana nulova
hypotéza, Ze se exprese obou zminénych vybéra statisticky vyznamné neliSi.
Alternativni hypotézou byla signifikantné odliSna exprese genu v jednom vybéru
(ugend SHB a POSTN byla predpokladana vysSSi exprese u kontrol u HPN
naopak). Byl proveden jednostranny t-test, ktery vratil hladinu vyznamnosti p
nulové hypotézy dle Studentova t-rozdéleni. Byla-li hladina vyznamnosti p nizsi nez
standardnich 5 %, zamitli jsme nulovou hypotézu ve prospéch alternativni.
Jednostranny t-test byl pouZit i pro vzajemné porovnani relativnich expresi genu u
pacientl se stadiem nadoru (TNM) T1 a T2 ve srovnani s pacienty se stadiem T3
aT4.

Pro zjisStovani signifikance rozdilu v expesich genu pro jednotlivé soucty
Gleason skoére byla zvolena komplexni analyza rozptylu, tzv. ANOVA. Nulovou
hypotézou bylo, Ze Zadné dva vybéry nejsou od sebe v expresi genu statisticky

odlisné, alternativni hypotézou pak to, Ze alespon nékteré dva se signifikantné lisi.
Pro analyzu zavislosti relativni exprese genu na véku a produkci PSA

poslouZil Pearsontv korela¢ni koeficient. Nulovd hypotéza o nezavislosti obou

faktord stala proti alternativni hypotéze, Ze jsou na sobé faktory zavislé.
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6. Vysledky

6.1 GenSHB

6.1.1 Relativni exprese genu SHB v nadorovych adorovych tkanich

Predklddana studie je prvni praci v odborné literatufe popisujici expresi
genu SHB v nadorovych biopsiich prostaty. Davenpoor P., et al., (2007) popisovala
expresi genu pouze v bunéénych liniich nddoru. Exprese byla stanovena pomoci
RT-PCR, jeji hodnota byla pramérem tfi méfeni a byla relativizovana s mirou
exprese genu GAD. Prumérna hodnota relativni exprese SHB byla signifikantné
vys$Si u kontrolnich vzorkd ( i =0,459 + 0,298) nez u nadorovych biopsii (7:=0,354
+ 0,188, p<0,042).

Graf 6-1 Relativni exprese ger8HB u pacieni s KP  Obrazek 6-1Vizualizace exprese genu SHB v 2%
a u kontroly agarozovem gelu

0,8 -

07 - . bp
06 G6. G7. G 45,16 bl 2 S

05| S, =8

Xprese

relativni e

nador kontrola

6.1.2 Srovnani relativni exprese genu SHB #znych stadiich KP (TNM), korelace
relativni exprese sékem, Gleason skore a hladinou PSA

Za UcCelem blizSiho ozfejmeni funkce proteinu Shb v karcinomu prostaty byly
analyzovany mozné korelace relativni exprese genu SHB pacientl s novotvarem
a klinickymi daty téchto nemocnych. K dispozici byly informace o véku pacienta,
stadiu karcinomu prostaty (TNM), gradingu tumoru (Gleason skore) a hladiné PSA.
Ve stadiich prostatického karcinomu T1 a T2 se prumérna exprese genu SHB (=

0,377 + 0,182) signifikantné neliSila od praimérné exprese SHB ve stadiich T3 a T4
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(r=0,318 + 0,210, p<0,168). Nebyla zjisténa korelace mezi relativni expresi SHB
a vékem, ani zavislost mezi expresi a hladinou PSA. Signifikantni rozdil relativnich
expresi SHB nebyl pozorovan ani v jednotlivych souctech Gleason skére.

Graf 6-2 Relativni exprese gersHB ve stadiich T1+T2 Graf 6-3 Zavislost relativni exprese gefiB pacient

aT3+T4 s KP na ¥ku
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Graf 6-4 Zavislost relativni exprese gefiHB pacient s Graf 6-5 Zavislost relativni exprese gei8HB pacient

KP na sodtu Gleason skére s KP na hladia PSA
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6.2 Gen pro periostin

6.2.1 Relativni exprese genu POSTN v nadorovycheaadorovych tkanich

V dané studii exprese kandidatnich genl karcinomu prostaty bylo

analyzovano 46 vzorkd s histologicky potvrzenym karcinomem a 21 vzorkd s BPH,
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které slouZily jako kontroly. Pfi srovnani prumérné relativni exprese genu POSTN
u téchto dvou skupin nebyl na hladiné vyznamnosti p=5% prokazan statisticky
vyznamny rozdil v expresi ve prospéch jedné skupiny. Primérnd relativni exprese
POSTN u kontrolnich vzorkd byla &= 0,421 + 0,235, ve srovnani s prumérnou
relativni expresi POSTN nadorovych vzorkl = 0,362 + 0,180, p<0,139.

Graf 6-6 Relativni exprese gerROSTNu pacieni s Obrazek 6-2Vizualizace exprese gefROSTNv

KP a u kontroly 2% agar6zovém gelu
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0
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6.2.2 Srovnani relativni exprese genu POSTN ®zmych stadiich KP (TNM),
korelace relativni exprese gkem, Gleason skoére a hladinou PSA

Také u genu POSTN bylo provedeno srovnéni relativni exprese genu
v nadorovych vzorcich s klinickymi veli¢inami jednotlivych pacientd. V souboru
pacientd mélo 33 muzu diagnostikovan karcinom ve stadiu T2c a niZSi, naopak
pokrocilejsi stddium bylo ur¢eno u 13 muzd. U genu POSTN nebylo prokazano, ze
by relativni exrese genu ve stadiich T1+T2 (¥= 0,358 £ 0,190) byla signifikantné
odliSna od exprese ve stadiich T3+T4 (r= 0,380 * 0,159, p<0,357. U tohoto genu
nebyl dale prokazan signifikantni rozdil mezi zadnou porovnavanou dvojici vybéru

(porovnani relativni exprese s vékem, Gleason skére a hladinou PSA).
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Graf 6-7 Relativni exprese ge®ROSTNve stadiich T1+T2 Graf 6-8 Zavislost relativni exprese geROSTN
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Graf 6-9 Zavislost relativni exprese geROSTN
pacient s KP na sottu Gleason skére

Graf 6-10 Zavislost relativni exprese geROSTN
pacient s KP na hladiet PSA
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6.3 Gen pro hepsin

6.3.1 Relativni exprese genu HPN v nadorovych a agorovych tkanich

Pro potvrzeni spojitosti mezi zvySenou expresi genu HPN a progresi

karcinomu prostaty (Magee JA., et al., 2001, Klezovitch O., et al., 2004; Leman

ES., et Getzenberg RH., 2009) byla porovnana priimérna relativni exprese HPN

u vzorkd nadorl a kontrolni skupiny. Na hladiné vyznamnosti p=5% byl prokazan

statisticky vyznamny rozdil v expresi genu ve prospéch pacientd s nadory (oproti

kontrole). Pro vzorky s karcinomem prostaty byla naméfena prumérné relativni
exprese T= 0,075 + 0,061, u kontrolnich vzork( pak ¥= 0,016 + 0,013, p<0,5.



Graf 6-11 Relativni exprese geriiiNP u pacieni s Obrazek 6-3Vizualizace exprese gemiPN v 2%

KP a u kontroly agarézovém gelu
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6.3.2 Srovnani relativni exprese genu HPN &znych stadiich KP (TNM), korelace
relativni exprese s&kem, Gleason skére a hladinou PSA

PFi porovnani priumeérné relativni exprese genu HPN v ranych a pokrocilych
stadiich karcinomu prostaty byla na hladiné vyznamnosti p=5% prokazana
signifikantné vySsi exprese genu HPN ve stadiich T3+T4 (r= 0,124 + 0,062) ve
srovnani se stadii T1+T2 (= 0,058 + 0,052, p<0,05). Zbytek analyz neukazal
statisticky vyznamny rozdil mezi ostatnimi vybéry, resp. nezamitl nezavislost vybéra

na sobé.

Graf 6-12 Relativni exprese geridPN ve stadiich T1+T2  Graf 6-13 Zavislost relativni exprese gehiiPN
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Graf 6-14 Zavislost relativni exprese gehlPN pacient Graf 6-15 Zavislost relativni exprese gehlPN

s KP na soktu Gleason skore pacienti s KP na hladi&tPSA
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7. Diskuse

Karcinom prostaty je onemocnéni, u kterého nejsme schopni zajistit
prokazatelné uc€innou prevenci, a nemdzeme tak zabrénit jeho vzniku. Proto
nezbyva nez diagnostikovat onemocnéni v raném stadiu, kdy je nador jesté
lécitelny. Velka pozornost je proto celosvétové vénovana moznostem véasného
zachytu karcinomu prostaty, a to predevSim pomoci nadorovych biomarkerd. K
jejich hledani napomahaji analyzy exprese genu potencialné zapojenych do vzniku
a progrese karcinomu, nebot podstatou nadoroveho rustu je predevsim zésadni

zmeéna v expresi a regulaci geng.

Ackoli je skupina nadmi vybranych kandidatnich genu karcinomu prostaty
funkéné znac¢né odliSna, muZzeme v mnoha nadorovych tkanich sledovat jejich
abnormalni exprese, predevSim pak u gend POSTN a HPN (Tilman G., et al.,
2007, Miao J., et al., 2008). Exprese genu SHB byla doposud analyzovana pouze v
bunécnych liniich naddord prostaty a u mysi, a tak je pfedkladana studie vibec
prvni, kter& zkoumd& expresi tohoto genu v souboru vzork( karcinomu prostaty
u ¢lovéka. Po Uspésné izolaci mMRNA z 67 vzorku prostatickych tkani a optimalizaci
vSech krokd RT-PCR, pfedevSim pak urCeni annealingové teploty, byla stanovena
exprese kandidatnich gent kazdého ze vzorkd, jeZ byla relativizovana na expresi
genu GAD.

Shb je pleiotropnim adaptorovym proteinem, ktery reguluje nap¥. bunécnou
migraci, proliferaci, diferenciaci, ¢i apoptézu (Anneren c., et al., 2003). Jednou
z odpovédi na jeho knockout je zména endotelového fenotypu, coz je vyznamny
déj tumorové angiogeneze (Funa NS., et al., 2009). V predkladdané préci byla
relativni exprese genu SHB u pacientd s karcinomem prostaty signifikantné niZsi
nez u kontrolnich vzorkd. Tento vysledek je v souladu se studii Davoodpour P., et
al., (2007), ktera pfi zvySené expresi genu SHB pozorovala redukci rastu
prostatickych nadorovych bunék PC3, nebot protein Shb hraje roli v modulaci
proapoptickych signalt. V predkladané studii zjiSténa nizSi exprese ve tkanich
karcinomu prostaty poukazuje na zmenSenou miru apoptézy v nadorovych
bunkéch, jez vyustuje ve zvySeni nadorové proliferace. Vliv Shb na angiogenezi

neni mozné z naméfenych hodnot posoudit, nebot’ k inhibici angiogeneze vlivem
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pusobeni apoptickych ¢initeld dochézi pfi Uplné inaktivaci SHB (Funa NS., et al.,
2007). Navic doposud nebyly publikovany Zadné studie zabyvajici se souvislostmi

mezi expresi SHB a tumorovou angiogenezi u souboru pacientd.

Ackoli nebyl porovndnim genové exprese v raném (T1-T2) a pokrocilém
stadiu (T3-T4) karcinomu prostaty zaznamenan statisticky signifikantni rozdil mezi
témito dvéma skupinami, byla pozorovana nepatrné nizSi exprese ve stadiich

pokrocilych. Také Davoodpour P., et al., (2007), zaznamenala niZSi expresi SHB
v bunécnych liniich pokrocilého KP.

Prestoze je vék jednim z rizikovych faktorl, nebyla nalezena korelace mezi
nim a relativni expresi SHB. Tento fakt je zpusoben skute¢nosti, Ze ve vybrané
skupiné pacientd neni statistickd zavislost mezi stafim muZe a stadiem jeho
nemoci. Ani zbytek statistickych Setfeni (zavislost relativni exprese SHB na hladiné
PSA a zavislost relativni exprese SHB na Gleason skore) neukézal statisticky
vyznamny rozdil mezi vybranymi parametry. Vzhledem k malym poctum pacient(
s jednotlivymi soucty Gleason skoére (fadové jednotky) nemohla byt signifikace
rozdilu ani pfedpokladana. Problematicka je také zavislost mezi stadiem karcinomu
prostaty a hladinou PSA. Stamey TA., et al., (2004), srovnaval korelace PSA s
mnoha patologickymi nadorovymi daty, jez byly zaznamenavany vice nez dvacet
let, a vyhodnotil PSA spiSe jako marker BPH. Era PSA pro karcinom prostaty,
podle jeho slov, jiz skon¢ila. Hodnoty PSA v souboru pacientl predkladané studie
maji s pokrocilejSim stadiem mirné rostouci trend, nicméné statisticky vyznamna

zavislost mezi relativni expresi SHB a hladinou PSA nebyla potvrzena.

Gen POSTN kéduje protein rodiny fasciclin a bunééné adheze, ktery je
spojovan s regulaci fady bunécnych aktivit, jakymi jsou napf. adheze, proliferace,
migrace Ci diferenciace. Hladiny jeho exprese jsou vysoce variabilni v hormalnich
tkanich, ale také v nddorech. Ackoli neni zvySena exprese POSTN systematickym
jevem lidskych malignit, mnoho studii popisuje zvySenou expresi béhem nékterych
z nich. Silné zvySend exprese byla zaznamendna v mnoha epitelialnich
neoplaziich, napf. v karcinomu ovaria, ledvin, nebo tlustého stfeva (Wallace DP., et
al., 2008). V predkladané studii nebyl pfi porovnani pramérné relativni exprese
genu POSTN nadorovych a kontrolnich vzork( karcinomu prostaty prokazan
statisticky vyznamny rozdil v expresi genu ve prospéch jedné skupiny. Velka
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srovnavaci analyza exprese POSTN v normalnich a naddorovych tkénich, kterou
provedl Tilman G., et al., (2007), také neprokézala signifikantni rozdil v expresi

mezi vzorky karcinomu prostaty a kontrolou.

Rozdily v expresi POSTN mezi ¢asnymi a pokrocilymi stadii karcinomu
prostaty byly odhaleny imunohistochemickymi metodami. Tsunoda T., et al., (2009)
pro toto srovnani rozdélil stadia karcinomu prostaty v zavislosti na souctu Gleason
skore (za méné agresivni stanovil stadium s Gleason skére 6-7, za pokrocilé
stadium s Gleason skore 8 a vysSim). Po tomto rozdéleni prokazal vysSi expresi
u méné agresivnich forem nadoru. Narozdil od uvedené studie, kde byla agresivita
urCena pomoci Gleason skore - tzv. gradingem, byly v predkladané préaci
porovnany relativni exprese mezi stadii T1+T2 a T3+T4 (rozdéleni na stadia
pomoci TNM klasifikace - tzv. staging KP). Mezi dvojici T1+T2 a T3+T4 vSak nebyl
pozorovan statisticky vyznamny rozdil. Rizné vysledky mohou byt zapfi€inény
odliSnym zplsobem rozdéleni porovndvanych skupin. Po porovnani prameérné
relativni exprese POSTN mezi stadii rozdélenymi podle studie Tsunoda T., et al.,
(2009), byl také v predkladané studii zfejmy narlst exprese u méné agresivnich
forem nadoru. Vyvstava tedy otazka, které rozdéleni je relevantnéjSi. Vzhledem k
devitibodové Skale hodnot Gleason skore se nejevi byt idealnim FeSenim pouziti
pouze péti nejvyssich stupnu.

Hodnoty relativni exprese POSTN nekorelovaly s ostatnimi klinickymi
parametry karcinomu prostaty (zavislost relativni exprese POSTN na veéku,
zavislost na souctu Gleason skére jednotlivych vzorkd a zavislost na hladiné PSA).
Bylo to prfedevsim z divodl uvedenych v diskusi o expresi genu SHB.

Gen HPN, koédujici protedzu patfici do skupiny TTSP, je normalné
exprimovan béhem vyvoje a jeho snizena hladina byla zaznamenana ve zdravé
prostaté, ¢i v BPH (Singh D., et al., 2002). Jeho trvalou upregulaci je mozné
sledovat v karcinomu prostaty. Srovnani hladin exprese mezi vzorky karcinomu
prostaty a BPH vykazuje zna¢né rozdily a co vice, jeho exprese je zvySena jiz pfi
prekurzorovych lézich (PIN) a také v nadorech nezavislych na androgenech (Kelly
KA., et al., 2008). Jeho mozny markerovy potencidl zvySuje také lokalizace jim
kodovaného proteinu na buné&fném povrchu. Také v predkladané studii byl

prokazan statisticky vyznamny rozdil v expresi genu mezi nadorovymi vzorky
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a kontrolni skupinou. Exprese genu u pacientl s nadory byla signifikantné vyssi,

coZ je v souladu s naprostou vétSinou praci na toto téma.

ZvySujici se exprese hepsinu koreluje s rozvojem karcinomu (Wu Q., et
Parry G., 2007). Signifikantné vysSi exprese u stadii T3+T4, ve srovnani se stadii
T1+T2, byla zaznamenana také v predkladané studii. Molekularni mechanismy
zapojeni hepsinu do procesu béhem tumorigeneze karcinomu prostaty nejsou
objasnény. Neni znamo, zda-li zvySena exprese aktivné pfispiva k nadorové
progresi, nebo reprezentuje urcity typ ochranné zpétné vazby. Protedzy se bézné
zapojuji do vyvoje nddoru, ale jsou i dukazy, Ze nékteré serinproteazy funguiji jako
negativni regulatory nadorové invaze. Srikantan V., et al.,, (2002), odhalil
protinadorovy efekt hepsinu na bufky karcinomu prostaty a spojitost mezi snizenou
expresi HPN a negativni naddorovou prognozou. Naopak Chevillet JR., et al.,
(2008), prokazal aktivacni efekt hepsinu v procesu prostatické nadorové progrese a
pfi tvorbé metastaz. Vytvofil inhibitory hepsinu, a to i ve formé oralné aplikovanych

leCiv, které by mohly byt pouZity k terapeutickym acelim.

Analyza korelace ostatnich klinickych dat na relativni expresi genu HPN
nepfinesla statisticky prokazatelny rozdil mezi porovnavanymi dvojicemi. Nebyla
tak zamitnuta nezavislost mezi relativni expresi HNP a vékem, souctem Gleason
skoére a hladinou PSA.

PFi hodnoceni postupu této prace je nutné si uvédomit, jak byla méfena
relativni exprese ve vzorcich, které byly ziskadny bioptickou cestou ze tkéni
pacientt, Ci po prostatektomii. Exprese vytipovanych genu byla stanovena ze
smésnych vzorkd nadorovych a nenadorovych bunék solidniho tumoru (KP).
Pfimés nenadorovych bunék ve smési mize zplsobit zménu genové exprese.
Bohuzel béhem prace na této studii nebyly k dispozici techniky pro oddéleni
nadorovych a nenadorovych bunék (napf. laserové disekéni zafizeni). Nevhodnym
odebranim vzorku biopsie maze byt ovlivnéno také Gleason skoére, které je tak
zatizeno chybou a ve skutecnosti poskytuje nespravné informace o realném stavu
nadoru. Tento fakt pak negativné ovliviiuje hledani korelaci mezi expresi genu a

stadiem tumoru a projevuje se zménénou hodnotou exprese.
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Pomoci zjiSténych vysledkd byl zhodnocen prognosticky vyznam
jednotlivych korelaci. NejslibnéjSim biomarkerem mezi vybranymi kandidatnimi
geny se jevi byt gen HPN. V pfedklddané praci byl zaznamenan signifikantni rozdil
jak mezi pramérnou relativni expresi genu v tkanich nadorovych a kontrolnich, tak
mezi pramérnou relativni expresi ve stadiich ranych a pokro€ilych. ZvySena
exprese v 90 % vzork( karcinomu prostaty a aZz na desetinasobek zvySend hladina
jim kodovaného proteinu béhem progrese nadoru (Chevillet JR., et al., 2008),
pfedurcuji hepsin k diagnostickému pouZziti. Detekce muZe byt usnadnéna i diky
jeho lokalizaci na povrchu zdravé i maligni prostatické buriky. Hepsin se jako
potencialni biomarker objevil jiz v dalSich publikacich (Sardana G., et al., 2008,
Leman ES. et Getzenberg RH., 2009). Prognosticky potencial m& diky signifikantné
rozdilné expresi v nddorovych a kontrolnich vzorcich také gen SHB. Jeho rozdilné
exprese je, vzhledem k absenci podobné uspofadanych analyz, tfeba potvrdit
dalSimi studiemi. V odbornych védeckych publikacich nebyl doposud kromé
stanoveni PSA doporucen zadny jiny nadorovy diagnosticky marker karcinomu
prostaty. Vyznam slibnych biomarker, mezi které mdzeme fadit SHB a HPN je

nutno ovefit v klinickych studiich na Sirokém souboru pacientu.

Casto se pristupuje také ke srovnavani exprese genud, zapojenych do
karcinogeneze s dobou preZivani pacientu (Kaplan-Meierovy kfivky). V pfipadé
karcinomu prostaty neni vybér parametru doZiti idealni, nebot doba preziti
nemocnych s touto chorobou je viceméné shodna s normélni délkou Zivota.
Desetileté preziti nemocnych 1é€enych pro lokalizovany karcinom prostaty radikalni
prostatektomii je udavano v intervalu 75-93 %, u pacientd léCenych zevni
radioterapii pak 55-74 %. Hormonalni l|écba diseminovaného onemocnéni
umoZiiuje pacientovi prezit zpravidla 18-30 meésicd (internetovy zdroj:
http://www.andrologie.cz, stazeno 2010). Mnohem vyznamnégjSim prognostickym
parametrem karcinomu prostaty by bylo srovnéni relativni exprese vybranych gent
s biochemickou rekurenci PSA. Ukazatelem uspésnosti terapie karcinomu prostaty
je nedetekovatelnost PSA. Jeho opétovné zvySend hladina (a to i po
prostatektomii) je znadmkou opétovného vyskytu nemoci, casto s niZSi

pravdépodobnosti preziti.
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8. Zawer

1) V predkladané studii byl sebran soubor nadorovych tkani a kontrolnich
vzorkd od pacientd se suspektnim karcinomem prostaty, nebo benigni hyperplazii

prostaty
2) Z tohoto souboru byla izolovana mRNA.

3) Po UspésSné optimalizaci jednotlivych kroki RT-PCR byla zméfena
exprese vybranych kandidatnich gent, SHB, POSTN, HPN, prostatického nadoru.

4) Jejich relativni exprese byla, za u¢elem nalezeni korelaci, porovnavana s

molekularné biologickymi daty karcinomu prostaty a dalSim pribéhem onemocnéni.

5) Pomoci zjisténych zavislosti byly geny SHB a HPN vyhodnoceny jako

potencialni biomarkery pro diagnostiku a sledovani vyvoje karcinomu prostaty.

Vysledky predkladané prace byly soucasti odborné prfednasky a posteru,
prezentovanych na védecké konferenci 2.lékafské fakulty Univerzity Karlovy v
Praze konané ve dnech 7- 8.4.2010 (viz pfiloha).
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10. Seznam zkratek

AAH
AMACR

AR

BPH

CAM

cDNA
doména EMI
doména PR
doména SH2
doména SH3
DRV

EGF

EGFR
EphB2
ERG

ETS

ETV1

FGF

FISH

GAD

GS

HGF
HG-PIN
HPN

HT

kindza c-Abl
kinaza Akt
kindza FAK
KLK

KP

LAD
LG-PIN
OSF-2

PC3

PCA3
PDGF

PIN

POSTN
PSA

PSMA
PTEN
RAPE

Rb

RT
RT-PCR

SAM

SNP
TMPRSS2
TTSP
vzis
VEGF
ww
Big-H3

pTC-1

atypickad adenomatdzni hyperplazie
a-methyl-CoA-racemaza

androgenni receptor

benigni hyperplazie prostaty

molekuly buréné adheze
komplementarni DNA

doména fitomn4 v proteinech rodiny emitin
prolinem bohata doména

Src homologni 2 doména

Src homologni 3 doména

digitalni rektalni vyseeni
epidermalniitstovy faktor

receptor epidermalnihd@stového faktoru
ephrinovy receptor B2

geny rodiny ETS

traskrigini faktory rodiny E-twenty six
translok&ni varianta 1 ETS
fibroblastovy fistovy faktor
fluorescekini in situ hybridizace
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza
Gleason skoére

hepatocytarnitrstovy faktor

PIN vysokého stuph

hepsin

hormonalni terapie

nereceptorova tyrosinkinaza
serin/treonin-specificka proteinkinaza
fokalni adheze

kalikreiny

karcinom prostaty

lymfadenektomie

PIN nizkého stuph

osteoblasticky specificky faktor 2

linie lidskych nadorovych prostatickych bikn
prostaticky nadorovy antigen 3

rastovy faktor krevnich desgk
prostaticka intraepitelialni neoplazie
periostin

prostaticky specificky antigen
prostaticky specificky membranovy antigen
homolog fosfatazy a tensinu

radikalni prostatekomie

retinoblastom

radioterapie

polymerazovéetizova reakce s reverzni
transkripci

molekuly substratové adheze

jednonukleotidovy polymorfismus
transmembranova serinproteaza typu |l
transmembranova serinproteaza typu |l
Ustav zdravotnickych informaci a statistikiR
vaskularni endotelidlniistovy faktor
peslivé sledovani

transformujicim istovym faktorem
indukovatelny gen H3

buns¢nd liniefTC-1
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atypical adenomatous hyperplasia
a-methyl-CoA racemase
androgen receptor

benign prostatic hyperplasia

cell adhesion molecules
complementary DNA

domain of emilins family
proline-rich domain

Src homology domain 2

Src homology domain 3

epidermal growth factor

epidermal growth factor receptor

ephrin receptor B2

ETS related gene

E-twenty six family of transcription factors
ETS translocation variant 1

fibroblast growth factor

fluorescence in situ hybridization
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Gleason score

hepatocyte growth factor

high grade prostatic intraepithelial neoplasia
hepsin

hormonal therapy

nonreceptor tyrosine kinase
serine/threonine-specific protein kinase
focal adhesion kinase

kallikrein

lymfadenectomy

low grade prostatic intraepithelial neoplasia
osteoblast-specific factor-2

human prostate cancer cell line
prostate cancer antigen 3
platelet-derived growth factor

prostatic intraepithelial neoplasia
periostin

prostate-specific antigen

prostate specific membrane antigen
phosphatase and tensin homolog
radical prostatectomy

retinoblastom

radiotherapy

reverse transcription polymerase chain
reaction

substrate adhesion molecules
single-nucleotide polymorphism
transmembrane serine protease 2
type Il transmembrane serine protease

vascular endothelial growth factor
waitchfull waiting
TGF-inducible gene H3
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P69. EXPRESE GENU PRO PERIOSTIN V KARCINOMU PROSTATY A JEJI
PROGNOSTICKY VYZNAM

Lunak T. (1), Mares M. (1). Cerny M. (2), Sehimidt M, (3), Mares J. (1)
1 — Ustav biologie a |ékafské genetiky, UK 2. LF, 2 - Pfirodavédecka fakulta, JCU,
3= Urologicka klinika, UK 2. LF

Pregradudini student
Skolitel: Doc. RNDr. Jaroslav Mares, CSe. (1)

Uvod: Periostin (POSTN) je proteinem rodiny fascicling a proteinem bunééné adhese.
Nedavné studie prokazaly, Ze se ugastni vzniku mnohych nadorovych onemaocnéni.
Imunohistochemickymi metadami byly zjistény rozdily jeho exprese mezi dasnymi

a pokroéilymi klinickymi stadii karcinomu prostaty.

Cil: Cilem studie bylo zméfit relativni expresi genu POSTN v nadorové tkani metadou
RT-PCR a hledal moZné korelace mezi expresi genu a klinickymi parametry karcinomu
prostaty

Material a metody: \V 31 vzorcich nadorove tkané a v 17 kontralnich vzorcich se exprese
genu POSTN uréovala semikvantitativné pomaci metody RT-PCR (One Step RT-PCR
Kit, Qiagen), Jeji hodnoceni se provadéle srovnanim s exprasi provozniho genu GAD
(glyceraldehyd-3-fosfaldehydrogenaza). Velikost éxprese se méfila denzitometricky.

Vysledky: Studie prokazala, Ze exprese genu POSTN v nadorove tkani je nizsi neZ

v kontrolni nenadorové tkani (benigni hyperplazii). Hodnaota relativni exprese POSTN viak
nekorelovala se stagingem (klinickym stadiem) a klinickymi paramelry. V soucasne dobé se
stanovuje korelace s délkou pfezivanim pacientu za filete obdobi.

Zavér: Predbézne vysledky poukazuji na mozny prognostisticky vyznam stanoveni relativl
exprese POSTN u karcinomu prostaty. Pro ziskani relevantnich vysledku shromazdujeme
dalsi biopsie, abychom rozsifill soubor pacientu.

Podpora projektu: Studie byla podpofena VZ 21620808 a grantem GAUK 200 080.
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20. IZOLACE mRNA Z TKANE KARCINOMU PROSTATY A STANOVEN| GENOVE
EXPRESE GENU SHB A POSTN

Schmidt M. (1), Carny M. (2). Mares J. (3). Soukup J. (4), Jaralim L. (1)

1 - Urologicka klinika UK 2. LF a FN Motol, 2 — Pfirodovedecka fakulta JCU,
3 — Ustav biologie a lékarske genetiky UK 2. LF a FN Motol,

4 - Ustav klinické patologie UK 2.LF a FN Motol

Skolitel: Doc. MUDr. Ladislav Jarolim, €Sc,

Uvod: Familiarni a hereditarm| vyskyt karcinamu prostaty (CaP) vede sougasny vyzkum

k odhalovani genetickych dispozic jedince k vzniku tohoto onemocnéni. Adaptorovy

protein SHB je regulstorem apoptézy. Pii jeho zvySend expresi je prokazana redukce

rustu prostatickych nadorovych bunék PC3 a jeho exprese byva nizsl v tkani pokrogileho
CaP. Periostin (POSTN) patfi mezi 3DC-asociované geny a jeho produkt je proteinem
bunééné adheze. Hraje uréitou roll v tumorigenezi CaP. Exprese POSTN byva vy$si u méné
agresivnich forem,

Cil: Cilem prace byla izolace mRNA z tkang CaP a stanoveni genove exprese SHE
a POSTN, kierd byla korelovana s molekularné biologickymi viastnostmi karcinemu.

Material a metody: Do studie bylo dosud zarazeno 31 nemocnych s CaP, u klerych byla

v letech 2008-2009 provedena izolace mRNA z tkané nadoru, ziskaneho transrektaini
biopsii nebo odbérem ¢asti nadoru z preparatu po radikalni prostatektomii. Pritomnost CaP
a jeho molekularné biclegicka specifikace byly zhednoceny histolagickym vyaetfenim casti
vzorku. Ze ziskanych vzorku byla izolovana mRNA a pomoci RT-PCR byla semikvaniitativné
stanovena genova exprese SHB a POSTN. Jeji hodnocen! bylo provedeno korelaci s expresi
provezniho genu GAD. Vysledky byly porovnany s patologicke-anatomickym stadiem

a gradingem karcinamu. Jako kontrolni skupina byl pouzit soubar 17 pacientd

s benigni hyperplazil prostaty.

Vysledky: Z dosazenych vysledku je zfejma nizsi genova exprese SHEB ve tkani CaP ngZ
ve tkéni benigni hyperplazie (0,329 vs. 0,480), Pfi porovnan) skupiny lokaing pokrogilyeh

a lokalizovanych karcinomu byla detekovana nizsi relativni exprese SHB u vyssiho stagingu
(T3.7T4) (0,313 vs. 0.336), Relativni exprese POSTN byla v nadorove tkani nizai nez v tkanj
hyperplastické prostaty (prumérna relativni exprese 0,342 vs, 0,375). U karcinomu

bez vyskylu GG 4 a 5 byla vy38i nez u skupiny s pfitomnosti této agresivni formy nadoru
{0,350 vs. 0,329)

Zaver: SHB | POSTN jsou potencialnimi biomarkery v predikei palologického gradingu,
stagingu a prognoze dalsiho pribéhu enemocnéni. Relativnl exprese SHB klesa pfi
pritemnosti karcinomu a pfi jeho lokéing pokrocilé formé. Pritomnost agresivni formy

(GG 4 resp. 5) nema signifikatni vliv na genovou expresi. Relativni exprese POSTN byva nizsi
v pfipadé karcinomu a klesé pfi pfitomném GG 4 resp. 5. Role SHB a POSTN jako prediktory
dalsihe prub&hu onemocnéni musl byt vyjasnéna a zhodnocena na vétsim souboru pacientit
s deli dobou sledovan|.

Podpora projektu: GA UK 200090 a VZ 21620808
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