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1. TEORETICKY UVOD

1.1. Anatomie prostaty, semennych vackt a chamovodu

Prostata je pridatnd Zldza muZského pohlavniho Ustroji tvaru komolého kuZele,
ulozend pod mocovym méchyrem, kterd obepind kranidlni ¢ast uretry. Definitivni velikosti
dosahuje az po puberté, kdy vazi 29-40 g. Na povrchu prostaty je tenka vazivové-
hladkosvalova vrstva tkané vytvarejici zde capsula propria. Na ni naléha plexus venosus
prostaticus, ktery oddéluje capsula propria od capsula periprostatica, coz je vnéjsi vazivové
pouzdro plynule ptechdzejici na okolni orgdny. Zakladna (basis prostatae) naléha k mo¢ovému
méchyfi, hrot (apex prostatae) sméruje dopredu doll a dosahuje k diaphragma urogenitale.
Zadni plocha prostaty (facies posterior) je konvexniho tvaru a podélnd plocha brazda zde
nelplné rozdéluje ZIazu na dva laloky (lobus dexter a lobus sinister). Uvnitt probihd prostaticka
Cast uretry, kterd z anatomického pohledu rozdéluje prostatu na ¢ast preuretrdini a retro-
uretralni. Preuretrdini ¢ast prostaty se nazyva isthmus prostatae. Ve zlaze dale rozeznavame
lobus medius, coz je oznaceni pro Usek zanoreny za uretrou do hloubky, mezi pribéhem obou
ductus ejaculatorii, které do prostaty vstupuji na bazi, prostupuji retrouretrdlni ¢asti prostaty
a usti do zadni stény pars prostatica urethrae na colliculus seminalis, kde mezi obéma Ustimi
ductus ejaculatorii se nékdy naléza slepy kanalek délky pfiblizné 8-10 mm — utriculus
prostaticus, ktery je zbytkem Millerova vyvodu. Funkénim zakladem je 30-50
tubuloalveolarnich zlazek vystlanych dvoufadym kubickym aZ cylindrickym epitelem. Zlazky
vétSinou usti na colliculus seminalis nebo v jeho okoli. Periuretralni zlazky mohou ve stari
hypertrofovat a byt pficinou zbytnéni prostaty a Utlaku prostatické ¢asti uretry. Mezi zlazkami
je ulozena hladka svalovina a vazivova tkan (Borovansky a kol. dil 1., 1976; Cihdk, Grim dil 2.,

2002).

McNeal a kolektiv prokazali, Ze lidska prostata je orgdnem slozenym, skladajicim se ze
tfi glanduldrnich zén a jedné zény bez Zladzek. Ze zén glandularnich rozeznava periferni,
pfechodnou a centrdini (McNeal, 1984; McNeal et al., 1988). Tyto zény jsou patrné na
koronarnich fezech prostatou v riizném rozsahu v zavislosti na lokalizaci daného fezu a maji
velky vyznam v souvislosti se vznikem nékterych patologickych lézi v riznych zénach tkané

prostaty.



Semenné vacky jsou dutym parovym organem délky priblizné 4-5 cm. Jsou uloZeny
lateralné od ductus deferens mezi zadni sténou mocového méchyre a rektem. Jsou vyplnény
sekretem. Sténu semennych vacka tvofi sliznice, hladka svalovina a adventicie. Epitel sliznice

je jednovrstevny, misty m(iZze byt dvourady.

Chamovod (ductus deferens) saha od cauda epididymis do prostatické Casti uretry a je
dlouhy pfiblizné 40 cm. Za mocovym méchyfem je uloZzen medidlné od semennych vackd, zde
vytvari zdureni (ampulla ductus deferentis). Spojenim s vyvodem semennych vacka vytvari
ductus ejaculatorius, ktery prochazi bazi prostaty a Usti v pars prostatica urethrae na colliculus
seminalis. Jeho sténa se sklada ze sliznice kryté dvouradym epitelem s nepohyblivymi

fasinkami, dale pak ze svaloviny a adventicie (Borovansky a kol. dil 1., 1976).

1.2. Patologie prostaty

1.2.1. Benigni hyperplazie prostaty

Benigni hyperplazie prostaty (BPH) je jednou z nej¢astéjsich chorob postihujicich muze
po 40. roce a jeji incidence s vékem narUsta. V 7. deceniu byva postizeno az 69 % muzl
(Powysil, Steiner a kol., 2007). Pro onemocnéni je typické uzlovité rozsifeni zlazy zptsobené
hyperplazii glanduldrni i stromalni slozky, které je lokalizované v okoli uretry (Rosai, 2004).
V etiologii vzniku tohoto onemocnéni hraje velky vyznam dysbalance androgend,
metabolit dihydrotestosteron, ktery stimuluje rust Zlazové i stromalni komponenty svym
plsobenim a vazbou pfes androgenovy receptor v jadfe bunék (Povysil, Steiner a kol., 2007).
Klinické priznaky pacientll s hyperplazii prostaty zahrnuji zejména obstrukci doprovadzenou
¢astym mocenim malého mnozstvi moci a zvySenou kontrakci stény mocového méchyre, kterd
se makroskopicky projevi hypertrofii jeji svaloviny. Stagnujici reziduum moci v méchyri plsobi

na sliznici iritacné a mlze byt Zivnou pldou pro pfipadnou infekci méchyre (Humphrey, 2003).

Histologicky rozlisujeme nékolik typl hyperplazie. Nejcastéji se setkavame s hyper-
plazii béznou, kterou Ize ddle rozdélit na hyperplazii stromalni, difuzni stromalni a glandularni
(tabulka ¢. 1). V histologické praxi je hyperplazie patrna nejcastéji v podobé fibro-
adenomatdznich uzll, kde dominuje zmnoZeni hladkych svalovych vidken s malou pfimési
vldken elastickych a zmnoZeni ¢asto mirné az cysticky dilatovanych prostatickych Zlazek,
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v jejichz lumen ¢asto nachdzime zahustény sekret, nékdy i corpora amylacea, ktera mohou
kalcifikovat. Vystelka téchto Zlazek je tvofena dvourfadym epitelem s vnitfnimi cylindrickymi
burikami s uniformnimi okrouhlymi, centralné lokalizovanymi jadry a se svétlou cytoplazmou
a zevnimi kubickymi ¢i plochymi burikami nasedajicimi na bazalni membranu (Rosai, 2004). Ve
Zlazkach jsou casto patrné papilarni proliferace vystelky. Dalsi variantou vyskytujici se s mensi
frekvenci nez bézna hyperplazie je hyperplazie bazalnich bunék a jeji incidence je pfiblizné
3-15 %. Byva patrna v periferni zéné prostaty a ¢asto v souvislosti se zanétem, ale mize byt
také zménou reaktivni, souvisejici slé¢bou prostaty. Histologicky ji mizeme rozdélit na
prostou a atypickou. BéZnd hyperplazie je tvorena dvéma a vice vrstvami bazalnich bunék
cytologicky benigniho vzhledu s ovoidnimi ¢i mirné elongovanymi burikami. Pro atypickou BPH
jsou charakteristicka jadra s prominujicimi jadérky. Nékdy v prostaté mlizeme také zastihnout
hyperplazii mezonefickych zbytkl, jejiz incidence ve tkani ziskané transuretrdlni resekci
prostaty (TURP) je pfiblizné 0,6 %. Histologicky je charakterizovdana vagné noduldrnimi uzly,
muze ale vykazovat infiltrativni typ rdstu. Tvofi ji malé tubuly vystlané kubickym epitelem,
pfitomna byva intralumindlni sekrece eozinofilniho, koloidu podobného sekretu. Hyperplazie
Zlazek colikulus seminalis a okoli, kde Usti ductus ejaculatorii do prostatické ¢asti uretry, je
dal$im typem hyperplazie. Jde o mikroacinarni proliferaci tésné nakupenych zZlazek vystlanych
burikami benigniho vzhledu se svétlou cytoplazmou, vyskytujici se s incidenci pfiblizné 14 %.
Nesmime také opomenout atypickou adenomatézni hyperplazii (adendzu), proliferaci
malych Zlazek, které mohou byt zaménény s karcinomem. Histologicky byva dobre
ohranicend, tvorena husté nakupenymi drobnymi Zlazkami, nékdy mohou byt Zlazky vétsi Ci
cysticky dilatované. Jsou vystlané bunkami se svétlou cytoplazmou. Imunohistochemické
barveni vysokomolekularnimi cytokeratiny (HMWCK) k prikazu bazalnich bunék je alespon

loziskové pozitivni (Humphrey, 2003).



Hyperplazie prostaty

B&Zna nodularni hyperplazie Stromalni Fibrozni a fibrovaskularni noduly

Fibromuskuldrni noduly

Muskularni noduly (leiomyom)

Difuzni stromalni

hyperplazie
Glandularni Fibroadenomatdzni noduly
Fibromyoepitelidlni noduly
Hyperplazie bazalnich bunék Bézna
Atypicka

Hyperplazie mezonefrickych zbytki

Hyperlazie Zlazek kolikulus seminalis

Atypickd adenomatdzni hyperplazie

Tabulka €. 1: Hyperplazie prostaty. Vytvoreno dle Humphrey, Prostate Pathology, 2003

1.2.2. Prostaticka intraepitelova neoplazie (PIN)

Prostatickd intraepitelovd neoplazie je atypicka proliferace bunék vystelky prosta-
tickych Zlazek. Je prekancerdzou, tedy zménou spadajici do kategorie dysplazii epitelu, ktera
je ddna abnormalitami ve fenotypu i genotypu bunék, které jsou na hranici mezi benignim
a malignim. Jeji incidence se pohybuje v rozmezi 4-16 % (Bostwick, Liang, 2012). Casto se
vyskytuje multifokalné a to az v 72 % pripadl radikalnich prostatektomii (Qian et al., 1997).
Jeji jedinou diagnostickou metodou je biopsie. V minulosti udavané klinické zmény v podobé
zvySeného prostatického specifického antigenu (PSA) nebyly potvrzeny, PSA vSak muize byt
zvysen, pokud jsou dysplastické zmény doprovazeny zménami zanétlivymi. Histologicky byly
rozeznavany a hodnoceny tfi stupné dysplastickych zmén, lehka, stfedni a tézka. V soucasné
dobé jsou hodnoceny pouze stupné dva, a to lehka dysplazie (low-grade PIN) a tézka dysplazie

(high-grade PIN), ktera zahrnuje dfive rozliSovany grade 2 a 3 (tabulka €. 2), (Rosai, 2004).

Dysplazie lehk3, grade 1 PIN 1 Low-grade PIN
Dysplazie stfedni, grade 2 PIN 2 High-grade PIN
Dysplazie tézka, grade 3 PIN 3

Tabulka €. 2: Prostaticka intraepitelova neoplazie. Pfevzato z Humphrey, Prostate Pathology,
2003




Histologicky vzhled jednotlivych typl prostatické intraepitelové neoplazie se lisi.
Charakteristicka pro vSechny je abnormalni proliferace epitelii vystylajicich prostatické Zlazky,
které proliferuji smérem lumindlnim. Mohou vytvaret rizné histologické obrazy od fokalniho
zesileni vystelky po utvary mikropapilarni, kribriformni ¢i ploché. Dalsi, ale velmi raritni
variantou obrazu PIN mUze byt vzhled mucindzni, mikrovakuoldrni, invertovany ,,hobnail“, PIN
se skvamodzni diferenciaci, PIN s prstencovymi burikami a PIN s malymi burikami neuro-
endokrinniho vzhledu. Diagnosticka kritéria pro lehkou a tézkou dysplazii se lisi (tabulka €. 3),

(Bostwick, Liang, 2012).

Low-grade PIN

High-grade PIN

Architektura

Nahloucené stratifikované
epitelie, nepravidelné rozlozené

Vice nahloucené stratifikované
buriky, ¢asto se prekryvajici,
Casto vytvareni mikropapilarni,
kribriformni formace

Jadra Zvétsena s patrnou mirnou Zvétsena s vyraznou pleomorfii
pleomorfii

Chromatin jader Normalni vzhled Hyperchromni

Jadérka Vzacné Prominuijici

Vrstva bazalnich bunék Intaktni MuUZe byt pfitomna disrupce

Bazalni membrana Intaktni Intaktni

Tabulka €. 3: Diagnosticka kritéria PIN. Pfevzato z Bostwick, Liang, 2012

Kromé morfologického vzhledu muizeme v diagnostice PIN vyuzit také imunohisto-
chemického barveni, zejména HMWCK ¢i p63. Obé tyto protilatky se vyuZivaji k prikazu

bazdalnich bunék, které jsou u PIN, na rozdil od karcinomu, pfitomny.

Z molekuldrnébiologického hlediska nachazime u prostatické intraepitelové neoplazie
zmény velmi podobné tém, které jsou nachazeny u karcinomu prostaty. Jde o zmény stojici na
hranici mezi benignim a malignim a indikujici zhorsujici se diferenciaci bunék a zmény
v kontrole regulacnich genu, které vedou ke vzniku karcinomu (Henrique et al., 2006). Zjisténa
byla progresivni ztrata nékterych markert, jako jsou PSA a PAP, nékterych cytoskeletalnich
proteinll a annexinu | (Kang et al., 2002). Dalsi studované markery naopak vykazovaly
progresivni zvySeni exprese. Jde napfiklad o onkoproteiny, jako jsou cerb-B-2 (Her-2/neu),

cerb-B-3, nebo Bcl-2 (Nakashiro et al., 2003). Déale byla také popsana hypermetylace
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promotorové oblasti GSTP1 (Meiers et al.,, 2007). Béiné byva také zjistovan fuzni gen

TMPRSS2-ERG, stejné jako u karcinomu (Tomlins et al., 2008).

V patologické a klinické praxi je velmi dllezita diagnostika PIN jako prekancerdzy, da-

lezité je téZ vzit v Uvahu pfitomnost PIN v okoli nddorovych struktur. Z tohoto divodu je pfi

diagndze PIN v punkéni biopsii prostaty doporucovana rebiopsie, a to dle schématu v tabulce

¢. 4.

Biopticky nalez

Diagnosticky postup

Izolovany nebo monofokalni PIN (jedno loZisko)

Opakovat biopsii do 1 roku

PIN multifokalné

Co nejdtive opakovat biopsii

PIN + ASAP

Co nejdfive opakovat biopsii

Tabulka €. 4: Doporuceny postup pfi dg. PIN. (Bostwick, Liang, 2012)

1.2.3. NA&dory prostaty a jejich klasifikace

Nadory prostaty detailné popisuje a rozdéluje klasifikace Svétové zdravotnické

organizace z roku 2016, ktera je rozdéluje do nékolika hlavnich skupin (tabulka €. 5), (Moch et

al., 2016).
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Typ nadoru

Epitelové nadory
glandularni neoplazie

urotelidlni nadory
skvamdzni nadory

adenokarcinom (acinarni)
- atroficky
- pseudohyperplasticky
- mikrocysticky
- pénovity (foamy)
- mucindzni (koloidni)
- z prstencovych bunék
- pleomorfni z obrovskych bunék
- sarkomatoidni
- lymphoepitelioma-like

prostaticka intraepitelova neoplazie (PIN)

prostatickd intraepitelova neoplazie grade IlI
(PIN 111)

intraduktalni karcinom

duktaini adenokarcinom
- kribriformni
- papilarni
- solidni

urotelialni karcinom

adenoskvamodzni karcinom

spinocelularni karcinom

bazocelularni karcinom

Neuroendokrinni nadory

adenokarcinom s neuroendokrinni diferenciaci

dobre diferencovany neuroendokrinni tumor

malobunécny neuroendokrinni karcinom

velkobunécny neuroendokrinni karcinom

Mezenchymové nadory

stromalni tumor nejistého maligniho potencidlu

stromalni sarkom

leiomyosarkom

rabdomyosarkom

leiomyom

angiosarkom

synovialni sarkom

zanétlivy myofibroblasticky tumor

osteosarkom

nediferencovany pleomorfni sarkom

solitarni fibrézni tumor

solitarni fibrézni tumor, maligni

hemangiom

tumor z granularnich bunék

Hematolymfoidni nadory

difazni velkobunécny B lymfom

chronicka lymfocytarni leukémie / malobunéény
lymfocytarni lymfom

folikularni lymfom

lymfom z pldstovych bunék

akutni myeloidni leukémie

B-lymfoblasticka leukémie/lymfom

SmiSené nadory

cystadenom

nefroblastom

rabdoidni tumor

nadory ze zarodecnych bunék

svétlobunécény karcinom

melanom

paragangliom

neuroblastom

Metastatické nadory
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Typ nadoru

Nadory semennych vacku

Epitelové nadory adenokarcinom
spinocelularni karcinom
SmiSené epitelové a cystadenom
stromalni nadory
Mezenchymové nadory leiomyom
schwannom

mammary -type myofibroblastom
gastrointestinalni stromalni tumor (NOS)
leiomyosarkom

angiosarkom

liposarkom

solitarni fibrézni tumor
hemangiopericytom

Smisené nadory choriokarcinom

seminom

dobre diferencovany neuroendokrinni tumor
lymfomy

Ewinglv sarkom

Metastatické nadory

Tabulka €. 5: WHO klasifikace nadord prostaty a semennych vackl. Prevzato a upraveno z:
Moch et al., WHO Classification of Tumours of the Urinary System and Male Genital Organs,
2016

1.2.4. Karcinom prostaty

Karcinom prostaty (PCa) je u nds nejcastéjSim nové diagnostikovanym nadorovym
onemocnénim muzd. Incidence u nas dosahla vroce 2014 66,45/100000
(http://www.svod.cz/analyse.php?modul=incmor#). Postihuje prevainé starsi muze ve véku
65 let a vice, ale mlzZe se vyskytnout i v mladsim véku a vyjimecné i u adolescentl a déti (Eble
et al., 2004). Etiologie jeho vzniku je kromé rasovych vlivi a véku davdna do souvislosti
s hladinou testosteronu v krevnim séru, coZz doklada fakt, Ze se nevyskytuje u jedincl
kastrovanych pred pubertou a u pacient( s jaterni cirhdzou, ktefi maji vyssi hladinu estrogenu
v krvi. Karcinom prostaty ve vétSiné pripad( postihuje periferni partie prostaty, zejména
dorzalné ¢i dorzolateralné. Velmi ¢asto vznika multifokalné, a to aZz ve vice nez 85 % pripadu
(Eble et al., 2004). Pro urologickou praxi a diagnostiku tohoto nadoru, zejména v ¢asnych
stadiich onemocnéni, je dulezité vysSetieni per rektum, sonografické vysetfeni a samoziejmé
také hladina PSA v krevnim séru. Drive byly povaZovany hodnoty PSA nizsi nez 4 ng/ml za
normalni, u mladsich pacientl je tato hranice vyrazné nizsi a jsou znamy pripady agresivnich
karcinomu i pti nizsich PSA (Grepl et al., 2010; Thompson et al., 2004). Hladina PSA m{ze byt

zvySend u zanétll, infarktu prostaty ¢i traumatického postizeni. Vysokych hodnot vsak
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dosahuje predevsim u nadord. Pokud ma klinik podezieni na nadorové onemocnéni, nasleduje
transrektdlni biopsie prostaty pod ultrasonografickou kontrolou. Odebiraji se tenké prouzky
tkané, a to véjifovité z obou laloku, apexu a baze v celkovém poctu 10 az 14 biopsii podle
velikosti prostaty, které jsou ndsledné histologicky vysetfeny. Pro diagnostiku metastdz PCa je

dllezité vysetreni magnetickou rezonanci, CT a PET (Eble et al., 2004; Rosai, 2004).

1.2.4.1. Makroskopicky vzhled karcinomu prostaty
V nativni nefixované tkdni prostaty ziskané radikalni prostatektomii vytvari PCa
vétsinou solidni, ¢asto lobularné utvarend loziska zluté ¢i okrové zZluté barvy. Ve tkani fixované
formaldehydem je PCa makroskopicky ¢asto velmi tézko odlisitelny od hyperplastickych zmén

v prostatické tkani. Nekrézy a hemoragie nejsou v tumoru ¢asté (Rosai, 2004).

1.2.4.2. Sifeni a staging karcinomu prostaty

Podle mista, kde PCa vznikd, mlZeme rozliSovat tzv. periferni karcinom a karcinom
prechodné zény. Karcinom periferni velmi Casto prorlstd pres tzv. kapsulu prostaty do
okolnich mékkych tkdni. Typicky se Siti podél perifernich nervd. Vétsi tumory mohou pfimo
prorlstat do mocového méchyre, semennych vackd, velmi vzacné je prorlstani do rekta. PCa
metastazuje nejc¢astéji do regionalnich lymfatickych uzlin a kostni dfené obratl( a také do kosti
panve a osového skeletu. U pokrocilého onemocnéni PCa mohou byt pfitomné metastazy také
v plicich, jatrech, mozku a jinych orgdnech (Eble et al., 2004; Rosai, 2004). Pro hodnoceni
stadia onemocnéni PCa se v praxi uzivda TNM klasifikace zhoubnych novotvart z roku 2009

(Sobin et al., 2009). Pravidla této klasifikace se vztahuji pouze na adenokarcinomy prostaty.
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T- Primarni nador

X
TO
T1
Tla
Tib
Tlc
T2
T2a
T2b
T2c
T3
T3a

T3b
T4

primarni nador nelze hodnotit

bez znamek primdarniho nadoru

klinicky nezjistitelny nador, ani palpacné, ani zobrazovacimi vySetfovacimi metodami
nador zjistén nahodné histologicky v 5 % (nebo méné) resekované tkané

nador zjistén nahodné histologicky ve vice nez 5 % resekované tkané

nador zastizen pfi punkéni biopsii

nador omezen na prostatu

nador postihuje polovinu jednoho laloku nebo méné

nador postihuje vice nez jednu polovinu jednoho laloku, ne vSak oba laloky
nador postihuje oba laloky

nador se Sifi pres pouzdro prostaty

extrakapsuldrni Siteni (jednostranné nebo oboustranné) véetné mikroskopického
postizeni hrdla mocového méchyre

nador infiltruje semenny vacek (vacky)

nador je fixovan nebo postihuje okolni struktury jiné nez semenné vacky: zevni

sfinkter, rektum, musculi levatores a/nebo sténu panve

N- Regionalni mizni uzliny

NX
NO
N1

regionalni mizni uzliny nelze hodnotit
regionalni mizni uzliny bez metastaz

metastazy v regionalnich miznich uzlinach

M- Vzdalené metastazy

MX
MO
M1
M1la
M1b
M1lc

vzdalené metastazy nelze hodnotit
bez vzdalenych metastaz

vzdalené metastazy

jind nez regiondlni mizni uzlina (uzliny)
kost(i)

jina (jiné) lokalizace

Je-li pfitomna vice neZ jedna metastaticka lokalizace, pouziva se kategorie nejpokrocilejsi

(pM1c).
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Kategorie pTNM patologické klasifikace pT a pN odpovidaji kategoriim T a N. Kategorie pT1
neni zavedena, protozZe ke stanoveni této kategorie pT neni dostatecni mnozZstvi tkané (Sobin

et al., 2009).

1.2.4.3. Histologicky vzhled karcinomu prostaty

Obraz karcinomu prostaty v mikroskopickém vysSetfeni mlze byt rlznorody a WHO
klasifikace popisuje nékolik histologickych typl tohoto karcinomu (tabulka ¢. 5). Ve vétsiné
pripadl se vSak jednd o acinarni adenokarcinom, pro ktery je typickd pritomnost pouze jedné
vrstvy bunék a chybéni bunék bazdlnich. Nadorové buriky mohou byt, zejména u dobre
diferencovaného karcinomu, pomérné uniformni a jsou velmi tézko rozlisiteIné od benignich
zlazek. Nékdy vykazuji nddorové bunky mirnou jadernou pleomorfii, pfitomna mohou byt
jadra hyperchromni, nékdy ale také vezikularni s ndpadnymi jadérky. Casto byvaji také patrna
vétsi jadra, nékdy se zretelnymi nukleoly, v nékterych pfipadech muiZe byt patrné
,odkapavani“ cytoplazmy pfipominajici apokrinni sekreci (Eble et al., 2004; Rosai, 2004).
Adenokarcinom se vyskytuje v nékolika histologickych formach. Pfi mikroskopickém vysetreni
tkané prostaty se mizZeme setkat s formou atrofickou, pseudohyperplastickou, pénovou
,foamy gland carcinoma®, koloidni a formou tvofenou prstencovymi burikami, onkocytdrni,

»lympho-epithelioma-like” variantou a formou sarkomatoidni (Moch et al., 2016).

1.2.4.4. Hodnoceni stupné diferenciace karcinomu prostaty

Stupen diferenciace PCa se hodnoti stanovenim Gleasonova skére. V roce 1966 Donald
F. Gleason popsal novy systém pro grading adenokarcinomu prostaty na zakladé studie 270
pacientl (Gleason, 1966). Tento systém byl zaloZen na popisu architektury, vzhledu a velikosti
nadorovych Zlazek adenokarcinomu a rozliSoval 5 obraz(i. S4m Gleason a jeho spolupracovnici
v roce 1974 systém na zakladé dalSich studii a vyzkumu upravili (Gleason et al., 1974). Dalsi
modifikaci tohoto systému proved| také Gleason spole¢né se svymi kolegy v roce 1977 (Helpap
a Egevad, 2006). V této podobé byl systém pouzivan témér 40 let a stal se nejpouzivanéjsim
pfi hodnoceni diferenciace adenokarcinomu prostaty. S rozvojem vySetfovacich metod, které
v dobé, kdy Gleason a jeho tym sestavovali tento systém, nebyly uzivany a které se postupem

Casu staly rutinnimi, jako je vySetfeni hladiny PSA a zejména punkcni biopsie a také
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imunohistochemické barveni bazalnich bunék ve Zlazkach prostaty, bylo potifeba dalSich
modifikaci tohoto hodnoticiho systému. Tyto metody umozZnily presné;jsi diagnostiku a na-
priklad velka ¢ast z obrazl dfive hodnocenych jako 1 a 2 je dnes hodnocena jako atypicka
adenomatdzni hyperplazie (adendza), kribriformni struktury zahrnuté do 3. obrazu dnes
hodnotime také daleko prisnéji (Epstein et al., 2005; Lotan a Epstein, 2010). Na mezinarodni
uropatologické konferenci ISUP 2005 v San Antoniu byl Gleasonlv systém opét modifikovan
(obrazek ¢. 1) a byl pfrijat konsenzus tykajici se prevainé spornych oblasti Gleasonova
gradingového systému. Vysledky byly prezentovany v zari téhoz roku v ¢asopise The American

Journal of Surgical Pathology (Epstein et al., 2005). Vysledkem téchto zmén z roku 2005 bylo:

Gleason 1 —ohraniceny uzel s tésné nakupenymi, ale zifetelné oddélenymi zlazkami, které jsou

uniformni, okrouhlé ¢i ovdlné a stfedni velikosti (jsou vétsi nez u obrazu 3).

Gleason 2 — jde o zfetelné ohraniceny uzel, ktery se velmi podobd Gleasonu 1, Zlazky nejsou

ale tak uniformni jako u Gleason 1.

Gleason 3 — typické jsou malé Zlazky (mensi nez u obrazu 1 a 2), se zfetelnymi variacemi ve
tvaru a velikosti, infiltrativné rostouci okolo nenddorovych Zlazek. Ddle jsou zde zahrnuty

i drobné, okrouhlé a hladce ohranicené kribriformni zlazky.

Gleason 4 — splyvajici mikroacinarni Zlazky, ¢asto nepravidelné, neuplné, misty s hlre vidi-

telnymi luminy. Patfi sem také velké kribriformni zlazky, rovnéz s nepravidelnymi okraji.

Gleason 5 — nador nevytvafi Zlazové formace, ale solidni a pruhovité, pfipadné je tvoren

jednotlivymi burikami.

Nejvétsi zmény se tykaly pfedevsim hodnoceni jehlovych biopsii prostaty a tkani ziskanych
transuretralni resekci prostaty, nebot ze zkuSenosti uropatologll vyplynulo, Ze byvaji ¢asto
podhodnocovany, coz v nékterych pripadech vede k nedostatecné lécbé pacientl s PCa.
Z konsenzu vzesla zavaznd kritéria pro hodnoceni stupné diferenciace PCa, ktera byla zahy

uvedena do praxe (Epstein et al., 2005). Na naSem Ustavu se tak stalo v roce 2006.
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Z vysledkl konference vyplynulo nékolik zavaznych zmén:

Zakladem hodnoceni biopsie prostaty, jak uz napsal Gleason a jak bylo uvedeno na konferenci
ISUP 2005, je prohlédnuti preparatu nejprve pfi nejmensim zvétseni, tj. 4x nebo 10x. Pokud
bychom poufZili vétsi zvétSeni hned v vodu, mohlo by to vést k nadhodnoceni skdre (Epstein

et al., 2005).

1. Gleasonovo skére 1+1=2 by nemélo byt diagnostikovano z punkéni biopsie ani pfi vySetreni
tkané prostaty po totdlni prostatektomii, protoze jde vétSinou o adendzu Cili atypickou
adenomatdzni hyperplazii.

2. Gleasonovo skére 3—4 — pro tuto kategorii low-grade tumor( plati, Ze takto by nemél byt
hodnocen acindrni adenokarcinom z punkéni biopsie, protoZze zde nevidime, zda je
ohraniéeny, coZ je podminkou pro obraz Gleason 1 a 2. Gleasonovo skére 2+2 muizeme
vyjimecné diagnostikovat v materialu z TURP.

3. Pro Gleasonovo skére 2+3 a vyssi se pravidla mirné lisi u hodnoceni punkcnich prouzki
tkané prostaty a tkané ziskané totdlni prostatektomii, kde vétSinou (alespori na nasem

Ustavu) vySetfujeme prostatu celou.

Pro jehlové biopsie plati:

Gleasonovo skére 1+1 a 1+2 — nediagnostikujeme

Gleasonovo skére 2+2 — nediagnostikujeme, vyjimecné mazeme diagnostikovat z TURP
Gleasonovo skére (GS) 2+3 a vyssi tvofime podle téchto pravidel:

GS — nejcastéji se vyskytujici struktura + druha nejcastéjsi struktura, nebo

GS — nejcastéji se vyskytujici struktura + nejhorsi struktura (to v pripadé ndlezu tfetiho typu

struktur)
Dale plati:

1. Pro dvé struktury: nizsi ,grade” ignorujeme, pokud je zastoupen méné nez 5 % (pfiklad —

pfevazuje Gleasonlv obraz 4 a do 5 % se vyskytuje obraz 3, pfesto napiSeme 4+4).

Naopak vyssi ,grade” musime uvadét, i kdyz je v minorité (ptiklad — prevazuje Gleason(v

obraz 3 ado 5 % je pfitomny Gleasonlv obraz 5, pak napiSeme 3+5).
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2. Protfistruktury: v pfipadé, Ze je pfitomna i tfeti struktura, plati: nej¢astéjsi obraz + obraz

nejhorsi (viz vyse).

Varianty Gleasonova obrazu:

»Foamy gland” karcinom — Gleason 3
DuktdIni adenokarcinom — Gleason 4
Mucindzni karcinom — Gleason 3
Pseudohyperplasticky karcinom — Gleason 3

Kribriformni struktury — ohrani¢ené (vétSinou ovalného nebo okrouhlého tvaru) jsou

hodnoceny jako Gleason 3, pokud splyvaji, je hodnoceni pfisnéjsi, tedy Gleason 4

Glomeruloidni struktury — Gleason 3

PROSTATIC ADENOCARCINOMA S5 29.%a
(Histologic Grades) A0 SZ0RD SOl00S0
: dog% QO%D é?oOOOQ%O

Weinzerl | Visual Madia
© 2015 Indiana University

C

Obrazek 1: Schéma konvencniho (a), modifikovaného (b) Gleasonova systému z roku 2005
a (c) modifikace z roku 2014. K nejvyznamné;jSim zméndm doslo v Gleasonové obraze 3 a 4.
(pfevzato a upraveno z Helpap, Egevad, 2006; Epstein, Egevad et al, 2016).

U materialu ziskaného radikalni prostatektomii je situace odliSna a patolog musi mit na
paméti, Ze se Gleasonovo skére tvofi podle zdsady: nejcastéjsi struktura + druhd nejcastéjsi

struktura.

19



Dale plati, Ze pro tercidrni struktury vyssiho Gleasonova obrazu (tj. 4 a 5) uvedeme
procentudlni zastoupeni. Pokud je to mozZné, je tfeba popsat nadorové uzly (centralné maji
vétsinou nizsi GS, periferné vyssi GS) a popsat dominantni uzel, (to je ten nejvétsi s nejvyssim

GS).

Vroce 2014 probéhla The International Society of Urological Pathology Grading
Consensus Conference, kde byl cely, jiz tak sloZity systém znovu evaluovan (obrazek €. 1c).
Jednou ze zmén bylo rozhodnuti, Ze okrouhlé ¢i ovalné kribriformni struktury a také struktury
glomeruloidni, dfive hodnocené jako Gleason 3, se vzhledem ke svému méné pfiznivému
chovani budou hodnotit jako Gleason 4. Dalsi, pro patologa zavazujici, zménou je, Ze u kazdého
jednotlivého vzorku tkané ziskaného punkéni biopsii prostaty se musi hodnotit Gleasonovo
skdre zvlast a musi se také zhodnotit rozsah zastizené nddorové tkané v daném vzorku. Tato

modifikace zjevné vyplyva z multifokalniho vzniku PCa (Moch et al., 2016).

1.2.4.5. Diagnostické a prognostické markery karcinomu prostaty

Neustale se zvysujici incidence karcinomu prostaty a snaha diagnostikovat toto
onemocnéni v ¢asnych stadiich vede k intenzivnimu hledani specifickych znak({i umoznujicich
v€asnou diagnostiku a screening u Siroké skupiny pacient(l. Z¢asti toto spliuje PSA, proteaza,
ktera je velmi snadno hodnotitelna v krevnim séru nebo imunohistochemicky v tkanich, ¢ehoz
se vyuziva pro diagnostiku metastaz karcinomu prostaty. Za normalni hodnoty PSA v krevnim
séru se obecné povazuji koncentrace do 4 ng/ml, u mladsich pacientt je v3ak tato hranice nizsi.
Hladina PSA muzZe byt zvySend u zanétq, infarktu prostaty ¢i traumatického postizeni a prede-

vSim u karcinomu.

PSA neni specificky pouze pro karcinom prostaty, ale byl zjistén také v nddorech ovarii
a prsu, véetné karcinomu muzského prsu (Kraus et al., 2010; Alanen et al., 1996). Naopak byly
popsany i pripady agresivnich karcinomu prostaty pfi nizké hladiné PSA (Grepl et al., 2010;
Thompson et al., 2004).

Dalsi dalezZitou skupinou jsou markery imunohistochemické. Jsou vyuzivany zejména
k diagnostice karcinomu prostaty z tkané ziskané biopsii prostat, kde je karcinom zastizen
v malém rozsahu. Nejvice jsou vyuzivany specifické znaky pro bazalni buriky, jako jsou p63,

HMWCK nebo CK5/6 (Signoretti et al., 2000; Weinstein et al., 2002). Je zndamo, Ze
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v nadorovych Zlazkach nejsou bazalni burnky pfitomny. Priikaz bazalnich bunék tedy diagnézu
karcinomu vylucuje. Pro experimentalni ucely se k prliikazu bazalnich bunék mohou pouzit
P-cadherin, D2-40, CD109 ¢i Bcl2, nejsou vSak doporuceny pro bézné uziti v diagnostické praxi
(Kuroda et al., 2010; Hasegawa et al., 2007; Jarrard et al., 1997). DalSimi prevainé
experimentalné vyuzivanymi diagnostickymi znaky jsou naptiklad AMACR, GOLM1, FASN, ERG
a dalsi. Alfa-methylacyl-CoA racemdaza (AMACR) je mitochondridlni a peroxizomalni enzym
zapojeny do beta oxidace mastnych kyselin (Lloyd et al., 2008), ktery je exprimovan napfiklad
v hepatocytech, epiteliich renalnich tubuld, sliznici Zlu¢niku a také v nékterych malignich
tumorech, jako je karcinom tlustého stfeva Ci papilarni renalni karcinom (Went et al., 2006;
Dorer a Odze, 2006; Sonwalkar et al., 2010). ZvySend exprese AMACR byla predevsim
prokazana u vice jak 95 % karcinomu prostaty (Jiang et al., 2004; Herawi, Epstein, 2007).
Golgiho fosfoprotein (GOLM1) byl plivodné popsan u onemocnéni jater a u hepatocelularniho
karcinomu (Bachert et al., 2007; Kladney et al., 2000; Iftikhar et al., 2004). V nékolika studiich
byla popsdna overexprese GOLM1 mRNA u karcinomu prostaty (Luo et al., 2002; Wei et al.,
2008). FASN gen kdéduje enzym zapojeny do syntézy mastnych kyselin (Menendez a Lupu,
2007). Warburg vroce 1956 popsal zvySenou novotvorbu mastnych kyselin v disledku
zvySené aerobni glykolyzy v nadorovych bunkach (Warburg, 1956). Priblizné u 50 % karcinom{
prostaty byl zjistén fuzni gen TMPRSS2-ERG, ktery zplsobuje overexpresi zkraceného
produktu ERG genu a muize byt také pouzit k diagnostice (Park et al., 2010; Miettinen et al.,
2011). Tento fuzni gen byl také prokazan u malobunécéného karcinomu prostaty. Diagnostické
markery vyuzivané k diagnostice metastdz karcinomu prostaty jsou PSA, PSMA, androgenovy
receptor, ERG a NKX3.1. Posledné jmenovany je androgeny regulovany a, az na vyjimky, pro
prostatu specificky gen lokalizovany na 8. chromozému. Zjistén byl zejména v epiteliich
prostatickych Zlazek, a to jak benignich, tak neoplastickych (Voeller et al., 1997; He et al.,
1977). Zjistén byl také v tkani varlat a v invazivnim lobuldrnim karcinomu prsu (Gelmann et al.,
2003). Nékterymi autory byla popsdna ztrata exprese tohoto genu u nizce diferencovanych

karcinomu prostaty (Bethel et al., 2006; Bowen et al., 2000).

Prognostické znaky jsou velmi dllezité pro pacienty s nddorovym onemocnénim. Na
zakladé jejich zhodnoceni je rozhodovano, zda pacient bude ¢i nebude operovan a Iééen
radioterapii. Planovani IéCby se u téchto pacientll opird o nomogramy a prognostické modely,

které zahrnuiji klinické, serologické a histopatologické parametry (Nam et al., 2011; Shariat et
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al., 2009). Velmi dulezité a standardné provadéné je pribéziné sledovani hladiny PSA
v krevnim séru. Histologické vySetfeni z biopsie prostaty je pro pacienta zdsadni nejen pro
stanoveni vlastni diagndzy, ale samoziejmé také k urceni diferenciace nadoru, tj. jeho
Gleasonova skoére. Velmi dileZité je také stanoveni poctu punkénich prouzkd, ve kterych byla
nadorova tkan pritomna a rozsah jejich postizeni (Harnden et al., 2008; Loeb et al., 2008). Za
prognosticky marker muizZe byt povaZovan také jiz vySe zminény fazni gen TMPRSS2-ERG
(Tomlins et al., 2005). Prognostickymi markery mohou byt také r(izné epigenetické zmény,
jako je napfiklad genova metylace (Jones a Baylin, 2007). Geny, které jsou regulovany metylaci
a vyskytuji se u karcinomu prostaty, jsou napriklad PITX2, GST-pi, RARbeta2, APC a HOXD
(Jeronimo et al., 2004; Henrique et al., 2007; Liu et al., 2011). DalSimi prognostickymi znaky
vyuzivanymi zejména experimentdlné jsou malé nekddujici mikro RNA (lorio a Croce, 2009).
Z proteinovych markera, které je mozné prokazat imunohistochemicky, je nejdllezitéjsim
marker proliferace Ki67, jehoz exprese je zvySena u malignich nddor(i (Hanaban a Weinberg,

2011; Borre et al., 1998; Bubendorf et al., 1996; Laitinen et al., 2008).

1.2.5. Nenadorové léze dulezité pro diferencialni diagnostiku karcinomu prostaty

Spravna diagnostika karcinomu prostaty z punkéni biopsie je bezpochyby stézejni pro
nasledujici |é¢bu pacienta. V této kapitole proto uvadim prehled histologickych lézi morfo-
logicky pfipominajicich karcinom, se kterymi se mlze patolog ve své praxi setkat a které by
nemély byt jako karcinom diagnostikovany. U vétSiny téchto lézi si miZzeme pomoci imuno-
histochemickym barvenim bazalnich bunék, které vykazuji pozitivitu HMWCK. Ty jsou u vétsi-
ny téchto lézi pozitivni, na rozdil od karcinoma. Autofi souhrnného ¢lanku The spectrum of
morphology in non-neoplastic prostate including cancer mimics ndzorné rozdéluji tyto
struktury do tfi zakladnich velkych skupin (tabulka ¢. 6), (Montironi et al., 2012). Z |ézi
uvadénych v tabulce je velmi duilezZita zejména skupina tvorena malymi Zlazkami. Sem patfi
atrofie zahrnujici jak prostou, tak parcidlni atrofii, stejné jako postatrofickou hyperplazii. Tyto
léze vétSinou necini diagnostické potize, nebot v prfipadé pochybnosti mizZzeme u téchto lézi

prokazat inumohistochemicky pritomnost bazalnich bunék pomoci HMWCK ¢&i p63.
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Architektura zlazek Nendadorova léze Typ karcinomu prostaty, ktery
lIéze napodobuje

|éze tvorené malymi epitelové léze prostatického plvodu: | atroficky PCa

Zlazkami atrofie, parcialni atrofie, atypicka Gleason<3

adenomatozni hyperplazie,
nahloucené benigni Zlazky,
sklerozujici adendza, poradiacni
atypie v benignich zlazkach,
hyperplazie zlazek v okoli colicullus
seminalis, hyperplazie bazalnich
bunék

epitelové léze jiného pavodu:
epitelie ductus defferens,
mezinefrické zbytky

nefrogenni adenom

mucindzni metaplazie
bulbouretralni Zlazky

Zlazky tlustého streva

velké a kribriformné hyperplazie bazdlnich bunék kribriformni Gleason obraz 3,
utvarené zlazky svétlobunécna kribriformni 4,5
hyperplazie duktdlni adenokarcinom
hyperplastické zZlazky stfedni a vétsi pseudohyperplasticky
velikosti karcinom
reaktivni epitelidlni atypie
solidni vzhled nespecifickad granulomatdzni Gleason obraz 4, 5
prostatitis karcinom z pénitych bunék
malakoplakie karcinom vznikly po terapii
xantom prostaty
paraganglia

Tabulka €. 6: Spektrum morfologickych nenadorovych |ézi napodobujicich karcinom prostaty.
Prevzato z Montironi R. et al., 2012.

Vzacnéjsi a méné zndmou atrofii je jiz vySe zminéna atrofie parcialni, kterd nevykazuje
typicky obraz atrofie s bazofilni cytoplazmou bunék mensi velikosti. Jde velmi ¢asto o vcelku
dobfe ohrani¢enou oblast husté nakupenych malych Zlazek vystlanych bunkami stfedni
velikosti se svétlou cytoplazmou. Jadra bunék jsou okrouhld ¢&i ovalnad s pravidelnym
rozlozenim chromatinu a hladkou jadernou membranou, bez jadérek. | zde vyuzZivame
pozitivitu HMWCK ¢i p63 k prlikazu bazalnich bunék. Atypicka nodularni hyperplazie je
charakterizovana nodularni proliferaci tésné nahlouc¢enych, pfevazné pravidelnych drobnych
Zlazek, které jsou lemovany bunkami kubického ¢i nizkého cylindrického tvaru se svétlou i
svétle eozinofilni cytoplazmou. Velikost |éze obvykle nepfesahuje 5 mm. Tato léze mize Cinit
nékdy diagnostické potize vzhledem ktomu, Ze pfriblizné 50 % Zlazek vykazuje vimuno-

histochemickém barveni absenci bazalnich bunék. Vzacné, a to s incidenci pfiblizné 2 %, se
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muze v bioptickych vzorcich prostaty vyskytnout sklerozujici adenéza. | zde jde o benigni
proliferaci malych tésné nahloucenych Zlazek, které mohou vytvaret mikroacinarni,
kribriformni ¢i solidni formace. Mezi Zlazkami je patrné stroma s hojnymi vretenitymi
burikami. Priblizné 10 % téchto lézi byva v punkénich biopsiich prostaty Spatné
diagnostikovdno jako karcinom (Barney et al., 2007). V diagnostice ndm opét pomuze
imunohistochemické barveni HMWCK a p63, které prokaze intaktni vrstvu bazdlnich bunék.
Na tomto misté je také nutné zminit atypickou sklerozujici adendzu, kterd se od prosté
sklerozujici adendzy odliSuje burikami se zvétSenymi jadry s prominujicimi nukleoly (Montironi

et al.,, 2012).

1.3. Bunécny cyklus, senescence a apoptoza

Bunécnym cyklem se rozumi déj, kterym prochazi burika od svého vzniku aZ po
rozdéleni na dvé dcefiné bunky. Zahrnuje dvé zakladni faze, a to jednak interfazi, dale roz-
délenou na G1, G2 a S fazi, jednak fazi mitotickou, béhem které dojde k rozdéleni buriky. V G1
fazi dochazi ke zdvojeni bunécné hmoty a ristu buriky, tvofi se RNA a burika se pripravuje na
replikaci DNA. V této fazi se také nachazi hlavni kontrolni uzel. Nasleduje S faze (syntéza), kdy
dochazi k replikaci DNA na jeji dvojnasobné mnozstvi. Na konci této faze je burika tetraploidni.
V nasledujici G2 fazi dochazi ke zdvojovani organel a tvorbé mitotického vieténka potifebného
pro déleni bunky. Posledni fazi je mitdza, v niz dochazi k déleni jadra (karyokineze), které je
nasledovano rozdélenim bunky (cytokineze) na dvé buriky o stejném poctu chromozomi
(Rosypal a kol., 1987). Cely proces je kontrolovan radou regulacnich protein(i, zejména cyklin-
dependentnimi kinazami (CDK), cozZ jsou serin/threonin protein kindzové enzymy. Jsou aktivni
ve spojeni s prislusnym cyklinem a podileji se na prenosu adenosintrifosfatu (ATP) na
substratové proteiny, coz spolecné s dalsim sledem déji nakonec vede k rozdéleni bunky
(Nasmyth, 1996; Sherr, 1996). Burika, ktera se nachazi v G1 fazi bunécného cyklu, mize byt
stimulovana ristovymi faktory (mitogeny), které iniciuji vstup do S faze. Nutnosti vsak je, aby
tato stimulace byla dostatecna a burika prekrocila tzv. restrikéni bod R, ktery se nachazi v G1
fazi. V této fazi cyklu jsou pro jeho regulaci jedny z nejdllezitéjSich proteint retinoblastom
(Rb) a komplexy CDK2/cyklin E, CDK2/cyklin A, CDK4/cyklin D, CDK6/cyklin D (Sherr a Roberts,
1999), (obrazek €. 2).
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Obrazek ¢. 2: Regulace bunécného cyklu (obrazek prevzat s laskavym svolenim Mgr. Gabriely

Kofinkové, Ph.D. zdizertani prace Mechanizmy ucink( syntetickych inhibitord cyklin-
dependentnich kindz odvozenych od olomoucinu).

Po stimulaci buniky k proliferaci jsou nejdfive syntetizovany cykliny D, které aktivuji
CDK4 a CDK®6, které fosforyluji protein Rb za vzniku pRb, ¢imz dochazi k uvolnéni transkripénich
faktor( E2F, které jsou nutné pro vstup buriky do S faze. Faktory E2F zvySuji transkripci cyklinu

E, ktery spole¢né s CDK2 umozni prfechod buriky z G1 do S faze (Kolar a kol., 2003).

Kontrolni body bunééného cyklu jsou velmi dllezZité a jsou zodpovédné za bezchybné
déleni bunék. V téchto bodech je ovéfovano, zda byly dspésné dokonceny vSechny pripravné
kroky probihajici v dané fazi bunééného cyklu a zda je mozné, aby burnka mohla vstoupit do
faze nasledujici. V pfipadé poskozeni dojde k zastaveni burky v této fazi a aktivaci repa-
racnich mechanism(. Pokud ty nejsou uc¢inné, dochazi ke spusténi programované smrti burnky
(Lukas et al., 2004). Na konci G1 faze se nachazi kontrolni bod G1/S, kde se nékteré buriky
zastavuji a prechazeji do klidové GO faze bunééného cyklu. Na konci G2 faze je G2/M bod,
ktery rozhoduje o vstupu bunky do faze vlastniho déleni bunky (Kolar a kol., 2003; Sherr
a Roberts, 1999).

Jak jiz bylo zminéno, v kontrolnich bodech dochazi ke kontrole ptipadného poskozeni

DNA béhem ptipravy buriky na jeji déleni. Na jejich regulaci se podili velka fada proteind.
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Hlavnim proteinem regulujicim bod G1/S je protein p53, ktery je také nazyvan straicem
genomu. Jde o velmi dllezZity tumor supresor, jehoZ hladina v neposkozenych burkach je velmi
nizkd a vimunohistochemickém barveni dosahuje pfiblizné do 1 % pozitivnich jader studo-
vanych benignich bunék. Hlavnim transkripénim cilem proteinu p53 je protein p21, jehoZ
zvySend exprese vede k zastaveni bunécného cyklu (Sherr, 2004). Protein p53 ale mize také
regulovat proteiny podilejici se na opravach poskozené DNA ¢i navozeni apoptdzy buriky
(Stewart a Pietenpol, 2001), (obrazek ¢. 3). Kontrolni bod G2/M byva aktivovan zejména pri
poskozeni DNA, napftiklad ionizujicim ¢i UV zarenim. Hlavni roli v jeho regulaci hraji nékteré
kindzy, napriklad DNA-PK, ATR, ATM, které mohou v tomto kontrolnim bodé bunécény cyklus
zablokovat, v pfipadé poskozeni DNA, prostfednictvim drahy p53/MDM2-p21 (Lisby
a Rothstein, 2005; Lukas et al., 2004), (obrazek ¢. 4).

Senescence — replikujici se buniky maji zakddovany omezeny pocet bunéénych cykld,
které je burika schopna absolvovat. Poprvé byl tento jev pozorovdn a popsan Hayflickem
a Moorheadem u normalnich lidskych fibroblastl (Hayflick a Moorhead, 1961). V pribéhu
cyklh bunécného déleni dochazi ke zkracovani telomer, které jsou tvoreny repetetivnimi
sekvencemi bazi TTAGGG a jsou uloZeny na koncich chromozomu, které tim chrani pred jejich
pfipadnymi fuzemi. V normalnich burkach je délka telomer mezi 7 a 13 kb a v prliibéhu
jednotlivych bunécnych déleni dochazi k jejich zkracovani pfiblizné o 50-200 bp. Zkracovani
telomer souvisi s tzv. jednosmérnosti DNA polymeraz, které jsou schopny prodluzovat nové
syntezovany fetézec pouze z 3" konce. Tésné pred ukonéenim replikace nového fetézce je
odbouran RNA primer a 5" konec zlstava nedokoncen. Pfi zkraceni telomer na kritickou délku
vstupuji buriky do stadia senescence. Buriky v tomto stadiu zUstavaji stdle metabolicky aktivni
a také odolné vici proapoptotickym stimuldm (Matsumura et al., 1979; Wang et al., 1995).
V kmenovych a zdrodeénych burikach je situace odliSnd. Je u nich aktivovdn enzym telo-
meraza, ktery umi zkracovani telomer zabranit. V pribéhu senescence dochazi k riznym
biochemickym zméndm bunék, jako je napfiklad aktivace beta-galaktosidazy, ktera je také
specifickym markerem senescentnich bunék (Dimiri et al., 1995). Existuje celd fada protein(
zajistujicich zastavu bunééného déleni, mezi které patfi naptiklad p16, Rb, p53 a p21 (Schmitt,
2003). Proces senescence mUze byt spustén nejen zkracovanim telomer, ale také naptiklad
aberantni stimulaci onkogent a poskozenim DNA (viz kapitola 4.3, Odpovéd na DNA poskozeni

jako protinadorova bariéra).
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Obrazek €. 3: Regulace kontrolniho bodu G1/S (upraveny obrazek prevzat s laskavym svolenim
Mgr. Gabriely Kotinkové, Ph.D. z dizertaéni prace Mechanizmy ucinka syntetickych inhibitor(

cyklin-dependentnich kindz odvozenych od olomoucinu).
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Obrazek €. 4: Regulace kontrolniho bodu G2/M (upraveny obrazek prevzat s laskavym
svolenim Mgr. Gabriely Kofinkové, Ph.D. z dizertacni prace Mechanizmy ucinkd syntetickych
inhibitor( cyklin-dependentnich kinaz odvozenych od olomoucinu).

Apoptoéza neboli programovana bunécna smrt je sled déju vedoucich ke smrsténi
buriky, kondenzaci chromatinu, degradaci DNA, rozpadu jadra a burky s tvorbou tzv. apo-
ptotickych télisek. Apoptdzu mohou kromé fyziologickych podnétld navodit také ionizujici
zareni, toxické latky, hormony, virové infekce a imunitni pochody. NejdilezitéjSim déjem pro
apoptdzu je fragmentace DNA, za kterou jsou zodpovédné specifické endo-nukledzy (Kolar
a kol., 2003). Velmi duleZitou roli v apoptoticky zanikajicich burikdch maji kaspazy, které jsou
z velké &asti zodpovédné za tyto morfologické zmény buriky. Jsou to enzymy, které tvofi tzv.
kaspazovou kaskadu, zajistujici amplifikaci a integraci proapoptotickych signalG. V savéich
burikach je apoptdza fizena dvéma drahami. Jednou z nich je drdha receptorova, kde hlavni

iniciacni funkci ma kaspaza-8. Tato draha je pfima, je vyznamnd napriklad vimunitnim
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systému pfi odstranovani nadbytecnych aktivovanych T-lymfocytl a zasadni roli zde hraji tzv.
receptory smrti. Tyto receptory patfi do rodiny gen( pro receptor TNF (tumor necrosis factor)
a obsahuji ,doménu smrti“, kterd umoznuje aktivovat apoptézu. Mezi tyto receptory smrti
patfi napt. CD95 (neboli Fas ¢i Apol), DR4, DR5, TNRF1 a DR3 (Ashkenazi a Dixit, 1998). Druhou
drdhou fidici apoptdzu je draha mitochondrialni. Efektorovou kaspdzou této drahy je kaspaza-
9. Na pocatku aktivace této drahy stoji vétSinou faktory exogenni, Casto latky redukujici tzv.
mitochondridlni transmembranovy potencidl. Nasleduje otevieni porl ve vnéjsi mito-
chondridlni membrdné a uvolnéni faktorli zodpovédnych za aktivaci prokaspazy 9. Samy
mitochondrie mohou pfispivat k regulaci bunécné smrti tfemi zplsoby, a to prerusenim
energetického metabolismu prerusenim transportu elektron(i, uvolnénim proteini spou-
Stéjicich aktivaci kaspdz a zménami v bunéénych oxidacné-redukénich pochodech.
V mitochondriich je lokalizovan napfiklad proapoptoticky cytochrom c, ktery je béhem
apoptdzy uvolnén do cytoplazmy a spusti fadu déji vedoucich k aktivaci kaspdzy 9, kterd stoji
na zacatku mitochondridlni drahy a vede k nasledné aktivaci fady kaspaz a bunécné smrti

(Kolar a kol., 2003).

Na tomto misté je také nutné zminit autofagii. Jde o adaptacni bunéény mechanismus,
kdy organely buriky jsou opouzdieny do intracelularnich vakuol a rozlozeny lysozomalnimi
protedzami. Tento proces probihda ve vsech burkach, vystupnovan byva napfriklad pfi
hladovéni, hypoxii ¢i vlivem pUsobeni toxickych latek, jako je etopozid. Nékteré studie uvadéji,
Ze proces autofagie muUZe vyustit vapoptdzu Ci nekroptdzu jako dusledek nedostatecné
schopnosti adaptace na stresové podminky (Denton et al., 2015; Berry a Baehrecke, 2008;
Maiuri et al., 2007). Autofagie je povazovana jednak za dalsi ze zpUsob( bunécné smrti, jednak
za proces adaptace na nepfiznivé podminky (Lindqvist et al., 2014; Pattingre et al., 2005).
Naptiklad pti [é€bé nadorl mize byt mechanismus autofagie v burikdch aktivovan, pricemz
jde o jejich snahu prezit. Autofagie byva aktivovana depleci ATP ve snaze obnovit
metabolickou rovnovahu a predejit nekroptéze (Lum et al., 2005; Amaravadi et Thompson,
2007). Inhibice autofagie by mohla vést k rozvratu metabolismu a aktivaci nekroptdzy (Shimizu
et al., 2004). Podle velikosti autofagickych vezikul rozliSujeme makroautofagii a mikroautofagii
(Mizushima et al., 2010). Formovani téchto autofagozomU probiha od izolace membran pres
jejich elongaci az po fuzi s lysozomy. Zde hraji zésadni roli geny z rodiny antiapoptotickych

Bcl-2 gend. (Mizushima et al., 2008). Na tomto misté je také tfeba zminit Beclin 1, protein,
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ktery svoji interakci napfiklad s Bcl-2 hraje stézejni roli v regulaci autofagie a programované
bunécné smrti (Zong et al., 2009). Chybou by také bylo opomenout ATG proteiny (autophagy-

related proteins), které také hraji stézejni roli v regulaci autofagie (Wesselborg a Stork, 2015).

1.4. Poskozeni DNA (DNA damage)

V lidském téle je denné kaZda z vice neZ 10*3 bunék postiZzena desitkami tisic poskozeni
DNA (Lindahl a Barnes, 2000; Jackson a Bartek, 2009). Tyto chyby mohou zablokovat replikaci
Ci transkripci genomu bunék, a jestlize nejsou opraveny ¢i jsou opraveny nespravné, mohou
vést k mutacim prenasejicim se do dalsi generace bunék (Jackson a Bartek, 2009). Mecha-
nismy poskozeni DNA jsou riznorodé. K poskozeni mlze dochazet béhem samotné replikace
DNA v burikdch pftipravujicich se na déleni, mizZe byt také zplUsobeno ucinky volnych
kyslikovych radikal(i a slou¢eninami dusiku, které jsou produkovany v mistech zanétu neutro-
filnimi leukocyty ¢i makrofagy (Valko et al., 2006; Kawanishi et al. 2006; Jackson a Bartek,
2009). DNA muZe byt poSkozovana také vlivy z vnéjsiho prostredi, jako jsou chemické Iatky
kontaminujici potravu ¢i Zivotni prostfedni, UV a jiné typy zareni, kdy dochazi zejména ke
dvouretézcovym zlomim DNA (DSB), (Jackson et Bartek, 2009). PoSkozeni DNA rGznymi vlivy
je zodpovédné za vznik nador(, ale je vyuzivano také k jejich 1é¢bé ozarovanim ¢i chemo-
terapii. Latky uZivané kchemoterapii tvori velmi dualeZitou soucddst lécby ndadorovych
onemocnéni a patfi sem latky indukujici kovalentni vazby mezi bazemi DNA (napf. cisplatina,
karboplatina, mytomycin C), léky zpuUsobujici alkylaci bazi (temozolomid, metyl meta-
nesulfonat), také Iéky zplsobujici jednoretézcové zlomy DNA (SSB) ¢i DSB inhibici enzymi
topoizomerazy | i Il (kamptotecin, etopozid), (Ciccia a Elledge, 2010). PoSkozeni DNA je vsak
také zodpovédné za radu vedlejsich nezadoucich Ucink( této |éCby, napfiklad vypadavani

vlasl, supresi kostni drené ¢i gastrointestinalni toxicitu (Kastan a Bartek, 2004).

Zmény v DNA jsou detekovany riznymi bunéénymi mechanismy, které nasledné vedou
k aktivaci opravnych mechanismu souborné nazyvanych DDR (DNA damage response), které

jsou velmi rGznorodé a lisi se podle typu poskozeni DNA (Jackson a Bartek, 2009).

1.4.1. Reakce buriky na poskozeni DNA
Tak jako existuji rizné typy jejiho poskozeni, jako jsou zlomy jednoho ¢i dvou retézci

nebo ,intrastrand/interstrand crosslinks”, existuji i rGzné typy odpovédi bunky na toto
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poskozeni. To musi byt burikou zaznamenano, nez dojde k zastaveni postupu buriky bunéénym
cyklem smérem k replikaci a déleni. Po poskozeni DNA bunky dochazi k aktivaci kindaz ATM
(ataxia telangiectasia mutated) a ATR (ATM and Rad3-related), které spousti signdlni drahy
vedouci k zablokovani buné¢ného cyklu. Zda se, Zze ATM kinaza je aktivovana zejména DSB,
zatimco ATR kinaza je zasadni pro odpovéd na alterace DNA spojené s DNA replikaci. Nejspise
ale obé kinazy v rdmci reakce na poskozeni spolupracuji (Kastan a Bartek, 2004), (obrazek
¢. 5). ATM kindaza je v neposkozené burice pfitomna v podobé inaktivniho homodimeru. K jeji
aktivaci dochazi pfi reakci na DSB, a to prostfednictvim disociace homodimeru a auto-
fosforylace (Lukas et al., 2004; Kastan a Bartek, 2004). Velmi dlleZity pro celkovou aktivaci
ATM kindzy a jejich substratd je také jeji presun do mist téchto DSB, ktery je ovliviiovan pomoci
MRN komplexu a tzv. mediator(i, mezi které Ize fadit napfiklad proteiny MDC1 (mediator of
DNA damage checkpoint protein 1), BRCA 1 (breast cancer type 1 susceptibility protein)
a 53BP1 (p53 binding protein 1). (Lukas et al., 2004; Kastan a Bartek, 2004). ATR kinaza je
v burice pfitomna ve formé komplexu s ATRIP (ATR interacting protein). V burice je pfitomna
ve formé komplexu s ATR interagujicim proteinem a jeji funkénost je rozhodujici pro spravny
prabéh replikace buriky. Diky komplexu s ATRIP se vaZe na replikacni protein A, ktery je
navazan na jednoretézcovou DNA, kterd vznikla béhem replikace. Poté dochazi k fosforylaci
substratu, které se ucastni proteiny, jako je claspin, komplexy RSR (RAD17-RFC2-5) a RHR
(RAD9B-RAD1-HUS1), (Lisby a Rothstein, 2005; Zachos, 2005). Vysledkem celého tohoto
mechanismu je nakonec zablokovani bunécného cyklu, stabilizace aparatu DNA replikace
a dalsi efekty. Pro kontrolni bod G1 je nejdaleZitéjsi signalni draha ATM (ATR)/CHK2(CHK1)-
53/MDM2-p21 (obrazek ¢. 6).
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ATM activation, ATR re-localization
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Mediators, transducers, effectors

Modulation of cell fate

Cell cycle arrests, DNA repair, chromatin remodelling, apoptosis
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Obrazek €. 5: Obecné schéma odpovédi na posSkozeni DNA, zastava replikacni vidlice a vliv na
bunécénou smrt, genomovou instabilitu a vyvoj nadoru (prevzato z Cell-cycle checkpoints and
cancer Kastan a Bartek, Nature 2004).
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Obrazek €. 6: Zjednodusené schéma drah aktivovanych pfi poSkozeni DNA (zde typu DSB),
které vedou k ovlivnéni bunécného cyklu v kontrolnich bodech. Tumorsupresory jsou
oznacteny Cervené, protoonkogeny zelené (prevzato z Cell-cycle checkpoints and cancer
Kastan a Bartek, Nature 2004).
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1.4.2. Mechanismy oprav DNA v eukaryotické burice
Moznost oprav poskozené DNA je pro eukaryotickou bunku Zivotné dllezitd a mlze,
v zavislosti na typu poskozeni, probihat nékolika zpUsoby. U SSB dochazi k excizi jednotlivych
bazi (BER — base excision repair), u vétsich lézi pak k excizi nukleotidl a jejich nahradé (NER —
nucleotide excision repair), (David et al., 2007; Cleaver et al., 2009). U DSB bunky vyuZivaji
predevsim homologni rekombinace (HR) a nehomologni spojovani konc DNA (NHEJ — non-

homologous end joining), (Bernstein et al., 2002).

»,Base excision repair” zacina odstranénim poskozenych bazi z dvousroubovice a tato
poskozenad mista jsou vyplnéna nové syntetizovanou DNA (David et al., 2007). Dulezitymi
enzymy tohoto procesu jsou poly (ADP-ribosa) polymeraza 1 a 2 (PARP1 a PARP2), (Nakabeppu
et al., 2006).

»Nucleotide excision repair” je proces, kterym jsou opravovdna rozsahlejsi
jednoretézcova poskozeni DNA, ¢asto zplUsobena ultrafialovym zarenim. Zde hraje klicovou

roli protein ERCC1 (excision repair cross-complementing protein 1), (Cleaver et al., 2009).

Homologni rekombinace probihda zejména vSa G2 fazich bunécéného cyklu. Jako
matrice pro opravu DNA je vyuZivana sesterskd chromatida. Tento mechanismus je pomérné
presny a nevznikaji pfi ném chyby. Kli¢ovymi proteiny homologni rekombinace jsou proteiny

kédované geny BRCA1, BRCA2, RAD51 a PALB2 (Moynahan a Jasin, 2010).

U mechanismu nehomologniho spojovani konci DNA je situace rozdilnd. Tento
mechanismus probiha v kterékoli fazi bunécéného cyklu a je nepresny. Jde v zdsadé o prostou
ligaci konct dvoutetézcovych zlomi. Casto pfi ném vznikaji chyby, jako je napfiklad ztrata
nékolika nukleotidi v misté opraveného zlomu (Lees-Miller et al., 2003.) Hlavni roli zde ma
DNA-PK (DNA-activated protein kinase), jejimz hlavnim ukolem je aktivovat zarovnani
protilehlych koncll dvouretezcovych zlom( a umoznit jejich spojeni DNA ligdzou IV. DNA-PK se
také podili na fosforylaci proteinu p53, ktery se poté akumuluje v jadre bunky v disledku

inaktivace fosforylovaného proteinu MDM2 (Bernstein et al. 2002; Lees-Miller et al., 2003).

Dalsim typem oprav DNA je ,mismatch repair”. Jde o proces opravujici chybné
sparované bdaze, které porusuji strukturu DNA a jsou jako chyba rozezndny. To vede
k vystfizeni takto chybné zapojenych bazi a k nové syntéze DNA v tomto misté. Zasadni roli

zde hraji proteiny MSH2 a MLH1 (Jiricny, 2006). Stejné jako vSechny vySe popsané mechanismy
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také integrita telomerové DNA na koncich chromozom hraje dllezitou roli v ochrané genomu
pfed mutacemi a genomovou nestabilitou (Artadi S. E. a DePinho R. A., 2010). Velmi dulezité
je, Ze vSechny stézejni slozky mechanismu oprav poSkozené DNA interaguji s kontrolnimi body
bunécného cyklu a s procesem segregace chromozomd. Tim je zajisténo, Ze oprava poskozené
DNA probéhne pred mitézou bunky a do dcefinych bunék se dostane geneticky materidl

neposkozen (Warmerdam a Kanaar, 2010).

1.4.3. Nestabilita DNA u nadord a DDR

Jednim ze zndmych znak( vétSiny nadorovych onemocnéni je jejich genomova
nestabilita. Bohuzel u vétSiny nador( tyto zmény nejsou doposud popsany. Nékolik je jich jiz
zndmych. Prikladem muze byt kolorektalni karcinom. PFiblizné u 15 % sporadicky vzniklych
kolorektalnich karcinom( se vyskytuje abnormalni zkraceni ¢i prodlouzeni opakujicich se
sekvenci dinukleotidl, znamé jako mikrosatelitni nestabilita. Ta s nejvétsi pravdépodobnosti
vznikd pfi defektnim ,mismatch repair”. Porucha tohoto mechanismu byla popsana také
u familidrné se vyskytujiciho kolorektalniho karcinomu. Zde jde pfevdiné o mutaci genti MSH2
a MLH1, které ztraceji svoji funkci (Jiricny, 2006). U &3sti kolorektalnich karcinomd, a to jak
sporadickych, tak familidrné se wvyskytujicich, byla popsana také defektni homologni
rekombinace. Tato porucha je popsana také ptiblizné u 50 % agresivnich karcinomd ovaria.
Dalsimi priklady mohou byt familidrni forma nddord prsu ¢i nadory pankreatu, u kterych je
také popsdna ztrata funkce nékterych genl ovliviiujicich homologni rekombinaci jako

napriklad BRCA1, BRCA2, PALB2 a ATM (Cancer Genome Atlas Research Network, 2011).

DDR je biologicky mechanismus protinadorové obrany, ktery byva aktivovan v ¢asnych
stadiich tumorigeneze a je maximalni v ¢asnych, preinvazivnich stadiich nadord. V téchto
Casnych, preinvazivnich lézich aktivace DDR predchdzi vyskytu mutaci nebo epigenetickych
deregulaci faktor(l DDR, jako jsou drahy ATM-Chk2-p53 (Bartkova et al., 2005). Znamky
aktivace DDR u nadord koreluji se znaky bunécné senescence. Onkogeny indukovana

senescence vyzaduje intaktni DDR (Bartkova et al., 2006).

Endogenni aktivace DDR byla popsana u mnoha prekancerdz. Prikladem muze byt
zvySeni marker( DSB, napfiklad jaderny yH2AX u téchto Iézi (Bartkova et al., 2006; Halazonetis
et al., 2008).
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1.4.4. DDR a lécba nadorti

Chemoterapie i radioterapie vyuziva defektll v mechanismech DDR. Prikladem muze
byt 1é¢ba pokrocilych forem nddor( ovarii solemi platiny (karboplatinou ¢i cisplatinou). Tyto
soli se pouzivaji vkombinaci s paklitaxelem a zplsobuji interfetézcovd i intrafetéZzcova
kovalentni propojeni DNA, kterd jsou rozpoznavana DDR a opravovana homologni
rekombinaci ¢i NER. Tyto Iéky jsou Uc¢inné zejména proto, Ze u ¢asti pokrocilych (high-grade)
nador( ovarii vykazuji buriky defekty v homologni rekombinaci (Turner et al., 2004). Dllezité
je zde zminit téZ inhibitory topoisomerdzy (irinotekan — inhibitor topoizomerazy |, etopozid —
inhibitor topoizomerazy Il), které jsou povazovany za prvni generaci Iék( cilicich na DDR
(Pommier et al., 2010). Nasledujici generaci inhibitord DDR jsou inhibitory PARP. Jde o sku-
pinu lékl, které zajistuji inhibici enzymU poly ADP-ribdza polymerdzy 1 a 2. Tyto inhibitory
s nejvétsi pravdépodobnosti zabranuji opravam spontanné vzniklych SSB v DNA, coZ pfi
replikaci vede ke vzniku dvouretézcovych zlom( (Lord a Ashworth, 2008). Jsou to také léky,
které zvysuji ucinky tomozolomidu (Rouleau et al., 2010; Zaremba a Curtin, 2007). Inhibitory
PARP také selektivné inhibuji rist bunék s defektem v genu BRCA1 ¢i BRCA2 (Farmer et al.,
2005; Bryant et al., 2005). Homologni rekombinace pfi opravach poskozené DNA je zavisla na
funkci BRCA1 a BRCA2. Pokud jsou tyto geny defektni, jak tomu u nékterych nadora byva,
zUstavaji zejména DSB neopraveny a inhibitory PARP u téchto bunék mohou zpUsobit jejich
smrt. Na modelech in vitro byla prokdzana vysoka citlivost bunék s mutaci BRCA k inhibitor(im
PARP (Farmer et al., 2005). Zda se, Ze nadory prsu, ovarii a prostaty s mutaci BRCA budou
vysoce citlivé k inhibitordm PARP. Jednim z testovanych inhibitor(i PARP je olaparib, ktery ve
studiich vykazoval, oproti béZznym chemoterapeutikiim, malo vedlejsich ucinkl. V druhé fazi
klinickych studii byla prokdzana u pacient( s karcinomy prsu ¢i ovarii vysoka odpovéd na |écbu
timto lékem (Fong et al.,, 2009; Balmana et al.,, 2011). Vedle PARP inhibitor( se testuji
inhibitory rtznych DDR kinaz a cyklin-dependentnich kinaz, které moduluji bunécny cyklus
a procesy oprav poskozené DNA (Jackson a Bartek, 2009; Johnson et al., 2011). Studium
genomu nadorovych bunék a mozZnosti prokazat pripadné mutace v jejich genomu je
vyznamné pro cilenou |é¢bu, zejména u ndadorovych onemocnéni rezistentnich k bézné

chemoterapii ¢i aktinoterapii.
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1.5. Proteiny zapojené do regulace bunécného cyklu ci kontroly integrity
genomu

1.5.1. NAD(P)H dehydrogenaza, chinon 1 (NQO1) a 8-oxoguanin

NQOL1 je flavoprotein fungujici jako homodimer s jednim katalyzaénim mistem, ktery
je exprimovan v mnoha bunkach epitelidLnich, endotelidlnich i adipocytech a také v mnoha
rGznych nddorech (Siegel a Ross, 2000; Siegel et al., 1998). Jde pfevdiné o cytoplazmaticky
enzym, muZe byt ale také lokalizovan v malé mife v mitochondriich, endoplazmatickém
retikulu a v jadre. Pvodné byl popsan jako protinddorovy enzym (Vasiliou et al., 2006; Ross
a Siegel, 2004). NQO1 je zapojen do ochrany bunék proti mutagennimu vlivu volnych
kyslikovych radikal(l (Strange et al., 2001). Poskozeni DNA timto mechanismem je dalSim
druhem genomové nestability v nadorech, kdy u karcinomu prostaty je casto spojen
s chronickym zanétem (Sfanos a De Marzo, 2012). Tento enzym se také Ucastni stabilizace
nadorového supresoru p53 (Anwar et al., 2003; Asher et al., 2001). U NQO1 deficientnich mysi
byla patrna snizend indukce p53 a apoptézy a také vzristajici senzibilita k chemicky
indukovanym nadorim (Iskander et al., 2005; Long et al., 2000). Gen NQO1 je lokalizovan na
chromozomu 16q22 a byl u néj popsan polymorfismus jednotlivych nukleotid(, kterych mize
byt vice nez 93 (Guha et al., 2008; Siegel et al., 2012; Nebert et al., 2002). Mnoho vyzkumnych
studii je vénovano polymorfismu C609T, tranzici C za T na pozici 609 (Traver et al., 1992).
Polymorfismus NQO1 C609T je homozygotni ve 4-20 % lidské populace (Kelsey et al., 1997).
Bunky s homozygotni variantou NQO1 C609T nemaji méfitelnou aktivitu NQO1, coZ znamena
velmi nizké hladiny proteinu NQO1 P187S, ktery je velmi nestabilni vzhledem k jeho rychlému
obratu v ubiquitin proteazomové draze (Siegel et al., 2001). Tato varianta byla popsana jako
silny prognosticky a prediktivni faktor u karcinomu mlécné Zzlazy (Fagerhorlm et al., 2008).
V roce 2013 vysla metaanalyza prokazujici sklon ke vzniku karcinomu mocového méchyre
u pacientll s mutaci genu NQO1 C609T (Gong et al., 2013). Jind metaanalyza prokazala
signifikantné zvySené riziko vzniku akutni lymfoblastické leukémie v souvislosti
s polymorfismem NQO1 C609T (Cuiping a Yang, 2014). Polymorfismus NQO1 C609T vede také
ke zvysenému sklonu k onemocnéni karcinomem jicnu (Hu et al., 2013). U karcinomu prostaty
byla také publikovédna fada studii zabyvajicich se polymorfismem NQO1 C609T. Vzhledem

k nejistym vysledklm vyplyvajicim z téchto praci byla v roce 2014 provedena a publikovana
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metaanalyza, jeZ prokazala NQO1 C609T jako mozny rizikovy faktor vzniku karcinomu prostaty

u AsiatQ, ale nikoli u bélosské populace (Zhang et al., 2014).

8-oxoguanin je nejcastéjsi modifikaci bazi DNA vznikajici v disledku plsobeni volnych
radikald kysliku (Kasai a Nishimura, 1984). ProtoZe 8-oxoguanin mUzZe tvofit v DNA pary jak
s adeninem, tak cytosinem, je vysoce mutagenni (Maki, 2002). Akumulace 8-oxoguaninu jak
v nuklearni, tak v mitochondridlni DNA je povaZiovana za jednu zvyznamnych pficin
karcinogeneze (Nakabeppu et al., 2006). Mechanismem DDR je 8-oxoguanin odstrafiovan
z DNA specifickou 8-oxoguanin glykosyldzou. DalSimi enzymy podilejicimi se na opravé DNA
zamérenymi na chybnou bazi 8-oxoguanin jsou mutT homolog 1 (MTH1) a MYH (Maki
a Sekiguchi, 1992). Deficience MTH1 byla popsana v souvislosti s akumulaci 8-oxoguaninu

v DNA a se zvySenym rizikem vzniku nddorového onemocnéni u mysi (Scott et al., 2014).

1.5.2. p53

Gen p53 je zndmym nadorovym supresorem, jehoZ proteinovy produkt je trans-
kripcnim faktorem a podili se na fizeni bunécného cyklu. Za fyziologickych podminek ma velmi
kratkou Zivotnost, pfiblizné kolem 20 minut, protoZe je rychle degradovan ubiquitin-
proteazomovym mechanismem (Li et al., 2002). V pfipadé poskozené DNA bunky dojde ke
snizeni jeho degradace ¢i zvySeni stabilizace molekuly, akumuluje se v bunice a stimuluje
transkripci gen(, jejichz hlavni funkci je zdstava bunécného cyklu, zahajeni oprav DNA ¢i
navozeni apoptdzy. Blokdda bunééného cyklu v G1 fazi je zajisténa inhibitorem CDK p21, jehoz
exprese je zvySena po aktivaci p53 (Harper a Elledge, 1996). Protein p53 se také podili na
aktivaci transkripce genu GADDA45, jehoz produkt je vyznamny v procesu reparace poskozené
DNA. Pokud byla oprava DNA poskozeného genu Uspésnd, p53 aktivuje gen MDM2. Tato
ubiquitin ligdza sméruje protein p53 k proteazomové degradaci a dochazi k opétovnému
zahdjeni bunécného cyklu (Wang et al., 1995). Pfi neldspésném pokusu o opravu poskozené
DNA p53 indukuje geny spoustéjici apoptozu burnky (Miyashita a Reed, 1995; Polyak et al.,
1997). Mutace genu p53 byly identifikovany u mnoha nadoru (Prives a Hall, 1999). Nejcastéji
jde o kombinaci mutace jedné alely a ztraty druhé alely genu p53. U syndromu Li-Fraumeni
jde o vrozeny defekt genu p53, u kterého maji nositelé této mutace az 25ndsobné vyssi

pravdépodobnost vzniku maligniho nadoru v raném véku (Evans a Lozono, 1997). Mutovana
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forma p53 obvykle ztraci vlastnosti tumor supresoru a muzZze naopak podporovat rlst

a prezivani nador( (Kolar a kol., 2003; Goh et al., 2011).

1.5.3. pRb

Gen pRb je nadorovy supresor, jehoz produktem je jaderny protein s velmi dilezitou
funkci vregulaci bunééného cyklu. Fyziologicky se vyskytuje v hypofosforylované aktivni
formé, kdy vaze predevsim transkripéni faktory E2F (Weintraub et al., 1992; Trimarchi
a Jacqueline, 2002). Pokud je bunka stimulovana rlistovymi faktory, dochazi ke zvyseni
koncentrace cyklinu D a E, aktivuji se komplexy cyklin D/CDK4, cyklin D/CDK6
a cyklin E/CDK2, cozZ vede k fosforylaci pRb, ¢imZ se stava inaktivni a uvoliiuje faktory E2F. Ty
spousti transkripci cyklinG (E a A) a dalSich protein( dllezitych pro vstup bunky do S faze
bunécného cyklu (Adams a Kaelin, 1995). Rb protein zUstava fosforylovan béhem S, G2 i M
faze a je opét defosforylovan v G1 fazi. Ziskané mutace genu Rb, které vedou ke ztraté jeho
funkce, byly zjistény v glioblastomech, karcinomu mocového méchyrie, mlééné Zlazy,
malobunééném karcinomu plic i karcinomu prostaty. Vrozené mutace tohoto genu vyznamné
zvysuji riziko vzniku retinoblastomu a osteosarkomu u nositele této mutace (Aparicio et al.,

2011).

1.5.4. Cyklin D1

Rodina cyklinG D, kam patfi cykliny D1, D2 a D3, je zodpovédna za regulaci bunéc¢ného
cyklu, tedy prechodu z G1 do S faze (obrdazek €. 7). Cykliny D aktivuji cyklin-dependentni kindzy
CDK4 a CDK6 a nasleduje fosforylace proteinu Rb (Massague, 2004). Exprese cyklinu D1 je
zvysSena napfiklad genovou amplifikaci nebo stimulaci signdini drahy Ras (Filmus et al., 1994).
Hladina cyklinu D1 je v pribéhu bunééného cyklu proménliva, stoupa v pribéhu G1 faze
a klesa v S fazi spole¢né se vzrustajici hladinou GSK3pB (Yang et al., 2006). Deficience cyklinu
D1 v bunkach je spojena se zvétSenim mitochondrii. Exprese cyklinu D1 a jeho zvysena aktivita
vede k potlaceni NRF-1 (nuclear respiratory factor 1), ktery je zodpovédny za indukci exprese
mitochondridlnich gen( v jadre (Wang et al. 2006; Sakamaki et al., 2006). Cyklin D1 se také
vyznamné podili na regulaci aktivity vice jak 35 transkripénich faktor( (Fu et al., 2004). Dalsi
velmi daleZitou ulohou cyklinu D1 je jeho fidici funkce pri opravach DNA po jejim poskozeni.

Bunécné linie karcinomu mlécné Zlazy vykazuji zvySenou apoptdzu po ozafeni gamma zarenim,
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kdyz je v téchto burikdch cyklin D1 overexprimovan (Coco Martin et al., 1999; Zhou et al., 2000;
Agami a Bernards 2000).
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Obrazek ¢. 7: Schéma interakci cyklinu D1 (prevzato z Pestell, Am. J. Pathol., 2013).

1.5.5. PTEN

Gen PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten) lokalizovany
na 10. chromozomu je vyznamnym nadorovym supresorem a jednim z nejéastéji mutovanych
genll. Jeho mutace byly, stejné jako mutace p53, nalezeny u syndromu charakterizovanych
zvySenym rizikem vzniku maligniho onemocnéni, jako je napfiklad syndrom Cowdenové,
Bannayan(v-Riley-Ruvalcablv syndrom, juvenilni polypdéza v détském véku a jiné (Leslie
a Longy, 2016). Jako souhrnny termin pro tyto rizné fenotypy mutace PTEN byl pouZit termin
PTEN hamartoma tumour syndrome (Orloff a Eng, 2008). PTEN se uplatiiuje pfi regulaci
bunécného cyklu, bunécného déleni a apoptdzy (Li a Sun, 1998) a hraje vyznamnou roli
v regulaci drahy PI3-K, ktera zajistuje prenos signalu od membranovych receptord na PI3-K,
dale pak PKB/Akt a dale az k cilovym genim (Besson et al., 1999), (obrazek ¢. 8). V regulaci

buné¢ného cyklu ma PTEN funkci inhibi¢ni, predevSim diky defosforylaci PIP3
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(phosphoinositide 3,4,5-triphosphate), hlavniho lipidového mediatoru drahy PI3-K/Akt
(Carracedo et al., 2011). V roce 1998 byla publikovana studie, kde pfiblizné u 55 % nador(
prostaty byl nalezen defekt genu PTEN v oblasti q22-23 na 10. chromozomu (Pesche et al.,
1998). McMenamin a spolupracovnici v roce 1999 publikovali prdci, ve které studovali 109
archivovanych parafinovych fezl karcinomu prostaty. Popsali granularni cytoplazmatickou
pozitivitu PTEN v sekretorickych burnkach prostaty. Cytoplazmatickd pozitivita PTEN byla také
pfitomnd v benignim prostatickém epitelu stejné jako u PIN. Homogenni cytoplazmatickd
exprese PTEN byla pritomna u 16 % karcinomu prostaty, v 64 % byla tato exprese neho-
mogenni a 20 % bylo negativnich. Patrna byla korelace absence PTEN s hufe diferencovanymi
karcinomy s vy$sim Gleasonovym skoére nez 6, dale také v pokrocilych stadiich nadorového
onemocnéni (T3b a T4), (McMenamin et al., 1999). Rovnéz byla popsana zvySend angiogeneze
u lokalizovanych karcinoma prostaty v zavislosti na inaktivaci PTEN, mechanismus vsak neni
znam (Giri a Ittmann, 1999). V roce 2001 byla publikovana prace popisujici uc¢ast PTEN na
regulaci rovnovahy androgent v prostatickych burikach. Lipidova fosfatdzovda doména PTEN
zprostredkovala pokles vlivu androgen( a snizZila endogenni aktivitu androgen( pisobenim na
pfirozeny promotor androgenového receptoru. V pripadé nefunkéniho PTEN mély androgeny
vys$Si aktivitu, coz je fakt podporujici teorii, Ze vystaveni epitelii prostaty neregulovanému
mnozstvi androgenl muze vést ke vzniku karcinomu. ZvySené mnozstvi androgent potlacilo
proapoptotickou funkci PTEN, coZ muze také vést ke vzniku nadorového onemocnéni. Snizeni
exprese PTEN ¢i jeho mutace mohou zplsobovat neodpovidavost karcinomU prostaty na

Uplnou androgenovou blokadu (Li et al., 2001).
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Obrazek ¢. 8: Model funkce PTEN. Schématicky pfehled znamych cilovych gent regulovanych
PTEN prostfednictvim tyrosin-fosfatdzové aktivity nebo fosfatidylinositol-3-fosfatazové
aktivity. Upraveno podle Besson et al., 1999. Obrazek prevzat s laskavym svolenim MUDr. Alice
Hlobilkové, Ph.D. z dizertacni prace Nékteré aspekty funkce naddorového supresoru PTEN ve
vztahu k regulaci bunééného cyklu a indukci apoptdzy v nddorovych burikach).

1.5.6. SMAD 4
Tumor supresor Smad4 byl poprvé objeven u karcinomu pankreatu v roce 1996 na
chromozomu 18g21.1 a byl nazvan DPC4 (homozygously deleted in pancreatic carcinoma,
locus 4), (Harn et al.,, 1996). Proteiny Smad jsou zasadni pro signdlni drahu TGFB, ktera
negativné reguluje rist epitelovych bunék (Massague et al., 2000). V roce 1998 Howe a spo-

lupracovnici publikovali studii, kde prokazali mutace genu Smad4 u 5 z 9 pripadd familiarni
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juvenilni polypdzy a predpokladali, Ze tato mutace je stéZejni pro vznik tohoto onemocnéni
(Howe et al., 1998). V roce 2001 byla publikovana prace, ve které nebyla imunohistochemicky
pfitomna exprese Smad4 u 63 z 64 polypl u pacientl s prokdzanou mutaci Smad4. Dale pak
u rodin bez mutace Smad4 exprimovalo Smad4 37 z 38 polypu (Woodford-Richens et al.,
2001). Tato data naznaduji, Ze germindlni mutace Smad4 je doprovazena jesté dalsi,
somatickou mutaci Smad4 nepostiZzené alely (Miyaki a Kuroki, 2003). Inaktivace genu Smad4
koreluje se ztratou exprese proteinu (Wilentz et al., 2000). Exprese proteinu Smad4 souvisi
s histologickym gradem karcinomu pankreatu. Wilentz et al. ve své studii 188 karcinom
pankreatu neprokdazali imunohistochemickou expresi Smad4 ve 31 % pfipad( high-grade
karcinomu pankreatu, zatimco low-grade karcinomy Smad 4 exprimovaly (Wilentz et al.,
2000). Obdobna situace je i u kolorektalniho karcinomu (Miyaki et al., 1999). Mutace tohoto
genu byly také zaznamendny napriklad u myeloidni leukémie, karcinomu ovarii, Zaludku,
hepatoceluldrniho a cholangiogenniho karcinomu a karcinomu plic (Miyaki a Kuroki, 2003).
Vroce 2014 byla publikovana prace, ktera byla zaméfena na sledovani hladiny Smad4
medidtororé RNA (mRNA). Vysledky této prace prokazaly snizenou expresi Smad4 mRNA
u karcinomu prostaty v porovnani s nenddorovymi tkanovymi vzorky. Dale prokazaly, Ze
snizend exprese Smad4 mMRNA u karcinomu prostaty byla asociovdna s metastazami
karcinomu do lymfatickych uzlin, peroperativnim PSA a Gleason skére. Z vysledk( této prace
vyplyva, Zze Smad4 mRNA miiZe byt pouzivana jako prediktivni biomarker (Zhang et al., 2014).
Smad4 byl identifikovan jako cilovy gen mikroRNA-183. Exprese tohoto genu byla v bunkach
PCa upregulovana. Exprese mikroRNA-183 byla signifikantné vyssi také v tkanich PCa
v porovnani s normani tkani prostaty. Onkogenni mikroRNA-183 muze byt vyuzivana jaké
biomarker PCa a jeji inhibice mizZe byt vyznamna pro terapii PCa (Ueno et al., 2013). Ztrata
exprese Smad4 u PCa korelovala s promotorem metylace (Aitchison et al., 2008). Snizena
exprese BMP (bone morphogenetic protein), jaderného Smad8 a Smad4 souvisi s progresi
PCa. Casteénd ztrata BMP2 a Smad4 souvisi s progresi nadoru agresivniho fenotypu (Horvath
et al., 2004). U PTEN negativnich prostat mysi byla genetickd delece Smad4 spojena u 100 %
pripadl s agresivnim typem PCa. Medidtory tohoto biologického procesu byly identifikovany
cyklin D1 a SPP1 jako klicové. Ty spolecné s PTEN a Smad4 tvori skupinu 4 gen(, které jsou

prognostickym znakem jak progrese a metastazovani, tak rekurence PCa (Ding et al., 2011).
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1.5.7. SPP1 (secreted phosphoprotein 1)

SPP1 je glykofosfoprotein, ktery je exprimovan mnoha nadory lidského téla. Je znam
pod mnoha synonymy, napfiklad jako osteopontin (OPN) ¢i kostni sialoprotein 1 (BSP-1 (i
BNSP). Poprvé byl SPP1 popsan vroce 1979 jako protein secernovany transformovanymi
malignimi epiteliemi (Senger et al., 1979). SPP1 exprimuji rizné buriky lidského téla, napfiklad
osteoklasty, osteoblasty, epitelie mlécné Zlazy, ledvin, klZe, nervové buriky, hladka svalovina
cév a endotelie (Craig a Denhardt, 1991; Denhardt a Guo, 1993). Indukovanda exprese SPP1
byla zjisténa u T-lymfocytl, makrofagu, kostnich a epidermalnich bunék a nadorovych bunék,
které byly ovlivnény napfiklad zanétlivymi ¢i ischemickymi vlivy (Denhardt a Noda, 1998;
O’Regan a Berman, 2000; Weber, 2001). SPP1 je ligandem pro avp integrin a CD44 receptory
(Smith et al., 1996; Yokosaki et al., 1999; Liaw et al., 1994; Denda et al., 1998). SPP1 a avf
integrinovy receptor usnadnuji adhezi B-bunék, desti¢ek, osteoklastli a hladkych svalovych
bunék (O’'Regan a Berman, 2000; Liaw et al., 1994; Liaw et al., 1995). Vazba SPP1 na integriny
je zodpovédna za invazi a migraci nadorovych bunék, SPP1 rovnéz indukuje neovaskularizaci

(Furger et al., 2003; Angelucci et al., 2002; Bayless et al., 2000; Arap et al., 1998).

1.5.8. Ki-67 — prolifera¢ni marker

Lidsky protein Ki67 je vSeobecné povazovan za ukazatele proliferace. Tento protein je
imunohistochemicky detekovan v jadre v prabéhu vsech ,aktivnich” fazi bunécného cyklu G1,
S, G2 a M, tedy béhem proliferace. V priibéhu klidové faze GO detekovan nebyva (Scholzen
a Gerdes, 2000; Gerdes et al., 1984). Jeho vyznam je v klinické praxi zasadni. Exprese Ki-67,
zejména v nadorovych bunkach, je dnes jiz rutinné vyuzivdna k posuzovani proliferace nadorf
a také jako jejich prognosticky marker. Pfikladem muze byt karcinom prostaty. V ¢etnych
analyzach bylo zjisténo, Ze tzv. prolifera¢ni index Ki-67 je nezavisly signifikantni prognosticky
faktor preziti pacientd, samozrejmé spolecné s uréenim stadia a gradu onemocnéni (Aaltomaa
et al., 1997; Borre et al., 1998). U pacientt lIé¢enych radikalni prostatektomii je exprese Ki-67
vyznamnym prognostickym faktorem nadorové rekurence a progrese (Bettencourt et al.,
1996; Bai et al., 1999). Podobné vysledky byly prokazany i u pacient( 1é¢enych transuretralni
resekci prostaty (Stattin et al., 1997). Kromé toho je Ki-67 také vyznamnym faktorem
spojenym s rekurenci nddoru u pacientll IéCenych radioterapii (Scalzo et al., 1998). Biologické

funkce Ki-67 byly doneddvna nezndmé. V letoSnim roce byla popsana jedna z nich, kdy Ki-67
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svou vazbou na povrch chromozom( umoznuje jejich spravnou separaci béhem mitdzy

(Cuylen et al., 2016).

1.5.9. Dalsi studované proteiny

YH2AX — histon H2AX je subtypem histonu H2A. Jeho fosforylace na pozici Ser 139 byla
popsdana jako reakce na DSB. Fosforylovana forma se nazyvd yH2AX (Rogakou et al., 1998; Helt
et al., 2005). Na fosforylaci H2AX se podileji nékteré kindzy, jako napfiklad ATM, ATR ¢i DNA-
PK, pticemz ATM byla popsana jako hlavni mediator fosforylace H2AX v odpovédi na DSB
(Kastan a Lim, 2000; Bakkenist a Kastan, 2003). V pfipadé ATR dochazi k fosforylaci u SSB
(Ward a Chen, 2001; Ward et al., 2004). Po fosforylaci H2AX je mozné jej detekovat rlznymi
metodami, napfiklad imunofluorescenci, kdy je protein navazan na chromozom v misté zlomu
(Lownders a Toh, 2005), coz se da vyuzit jako indikator Uspésnosti radioterapie (Taneja et al.,
2004). Po fosforylaci yH2AX interaguje napftiklad s BRCA1 &i jinymi proteiny, jako jsou 53BP1
a MDC1 (Kobayashi, 2004). Poté, co je DNA opravena, dochazi k defosforylaci yH2AX, za coz je
zodpovédna fosfataza PP2A (Chowdury et al., 2005).

ATM — gen ATM kdduje protein patfici do rodiny PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase).
Kindza ATM se podili se na rozpoznani DSB. Pfimo se vaze na podjednotku NBS1 a zajisti
fosforylaci histonu H2XA na pozici Ser139 (Kastan a Lim, 2000). V dal$im sledu déj(i fosforyluje
ATM desitky aZ stovky rliznych substrati véetné dulezité kinazy CHK2 a také tumor supresor
p53. Cely proces vede opét ke snaze opravit DSB. Pokud opravy nejsou mozné, je aktivovana

apoptoéza bunky.

Rev7 — vsavéich burikdch je Rev7 zapojen do procesu oprav DNA, kdy spoleéné
s katalytickou podjednotkou Rev3 tvofi ,translesion synthesis” polymerazu zeta (Gan et al.,
2008). Rev7 blokuje také resekci DNA v oblasti DSB a podporuje tak nehomologni spojovani
konc( v pribéhu rekombinace tfid imunoglobulint a obecné pfi opravé DSB (Xu et al., 2015).
Xu a spolupracovnici dale popsali, Ze ztrata Rev7 v mysich a lidskych BRCA1 deficientnich

bunécénych liniich vede k obnoveni homologni rekombinace a rezistenci k inhibitorGm PARP.

JMID1C (jumonji domain-containing protein 1C) — jde o histon demethylasu, ktera

silné reaguje s ubiquitin ligdzou RNF8 (Greer a Shi, 2012). Jde o protein dulezity v signalizaci
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DSB, jehoz ztrata u karcinomu prsu ma vliv na odpovéd nadorovych bunék na lécbu radiaci

a inhibitory PARP (Watanabe et al., 2013).

53BP1 je pomérné velky protein tvofeny 1972 aminokyselinami. Nema vlastni enzy-
matickou aktivitu, ale umoZriuje na svém povrchu vazbu mnoha proteinl podilejicich se na
DDR pfi DSB (Adams a Carpenter, 2006). 53BP1 patfi do skupiny proteini tzv.
mediator(/adaptor(, kam také patfi napriklad MDC1, BRCA1, TOPBP1, Caspin a PTIP (Li a Zou,
2005). Jednou z jeho funkci je aktivace ATM, kterd je stimulovdna pfimou vazbou mezi
C termindlni BRCT doménou a komponentou RAD50 komplexu MRE-RAD50-NBS1(MRN). Ten
je zodpovédny za zapojeni aktivované ATM do DDR (Lee a Paull, 2007). 53BP1 je velmi
dllezitym pozitivnim regula¢nim proteinem oprav DSB prostiednictvim NHEJ. V prlibéhu NHEJ

se také podili na odstranéni ochrany telomer (Dimitrova et al., 2008).

1.6. Kallikreiny a prostata

Kallikreiny patti do skupiny serinovych protedz a maji mnoho rozliénych schopnosti
regulace fyziologickych déju, jako jsou deskvamace kuze, regulace krevniho tlaku, aktivace
zanétl a dalsi. Geny pro tkanové kallikreiny jsou umistény na q13.4 chromozomu 19 a jsou
regulovany prevazné steroidnimi hormony (Yousef a Diamandis, 2001; Diamandis et al., 2002;
Obiezu a Diamandis, 2005). Jde o peptidazy fyziologicky se vyskytujici v riznych tkanich téla,
Casto bez tkanové specifity (Obiezu a Diamandis, 2005). V tkani prostaty byla zjiSténa exprese
nékterych kallikrein(, a to KLK2, KLK3 (PSA), KLK4, KLK5, KLK7, KLK11/hippostasin, KLK14
a KLK15. Kallikreiny 7 a 11 jsou svoji strukturou velmi podobné KLK3 (PSA), a z tohoto divodu
by mohly byt vhodnymi markery pro pfipadnou diagnostiku karcinomu prostaty. KLK7 je
v tkani prostaty vyrazné exprimovan a studie jeho exprese u PCa prokazala downregulaci
mRNA a hladiny proteind s negativni asociaci s Gleasonovym skére (Kishi et al., 2004; Xuan et
al., 2008). Naopak studie z roku 2010 prokazala zvySenou regulaci KLK7 u pokrocilych PCa
a autofri predpokladaji, Zze KLK7 hraje dilezitou roli v nadorové progresi, invazi a metastazovani
PCa (Mo et al, 2010). KLK11/hippostatin (trypsin-like serine protease) je regulovan
steroidnimi hormony a vyskytuje se ve tfech izoformach, z nichZ izoforma 2 je exprimovdana
pouze v tkani prostaty, izoforma 1 se vyskytuje v mozku a také v prostaté (Nakamura et al.,
2001; Diamandis et al 2002). Exprese KLK11 byla prokazana jak v benignich, tak v nadorovych

bunikidch v prostaté, signifikantné byla vsak u karcinom( zvysend, a to u casnych stadii
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karcinomu s nizs$im Gleason skére, zatimco se opét sniZzovala s nddorovou progresi (Nakamura
et al. 20033; Bi et al., 2010). Sérové hladiny studovaného KLK7 ukazuji, Ze je moZné povazovat
jej za vhodny diagnosticky marker PCa a vzhledem k jeho snizené expresi u PCa lze lépe

rozeznat karcinom od hyperplazie v porovndni s hladinou dnes nejvice pouzivaného markeru

PSA (Nakamura et al., 2003b).
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2. CiLE PRACE

1. Prispét k pochopeni vztahl mezi jednotlivymi proteiny zapojenymi do sloZitého
mechanismu oprav posSkozeni DNA ve vyvoji a progresi karcinomu prostaty.
2. Zhodnotit vliv metodiky fixace prostatické tkané na vysledky imunohistochemického

barveni.

3. Sledovat rozdil tkanové exprese kalikrein 7 a 11 u bunék benigni hyperplazie a karcinomu

prostaty.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Vybér pacientd pro imunohistochemickou analyzu

Studovany soubor tvofi 103 nahodné vybranych pacientld s diagnézou karcinomu
prostaty, kterym byla v letech 2003-2011 ve Fakultni nemocnici Olomouc provedena radikalni
prostatektomie. U ¢asti souboru (68 pacientd z let 2003-2010) jde o material archivovanych
tkdni prostaty ve formé parafinovych blokd, fixovanych standardnimi postupy pouZivanymi
v tehdejsi dobé (viz nize). Zbyla ¢ast souboru, tj. 35 pacientd, byla do studie nasledné postupné
pfifazovana. Jde opét o tkané prostaty ndhodné vybranych pacientl po radikalni prosta-
tektomii operovanych ve FN Olomouc v letech 2010 a 2011. Od predchozi ¢asti souboru se

tento odlisuje zplsobem fixace, ktery bude popsan nize.

3.2. Zpracovani operacniho materialu a fixace tkané

Je znamo, Ze zpUsob fixace, tedy pouzity fixacni roztok a délka jejiho trvani, je pfi
zpracovani tkani velmi dilezity a maze ovlivnit vysledky vysetrovacich metod, jako je PCR ¢i
imunohistochemie (Howat a Wilson, 2014). Standardnim postupem je celou prostatu po
vyjmuti vlozit do roztoku 10% formaldehydu, kde je fixovdna 24 hodin. U prvni ¢asti souboru,
tj. 68 pacient(, byla prostata se semennymi vacky po vyjmuti z téla fixovana standardnim
zpusobem, tedy vloZzena do nddoby s roztokem 10% formaldehydu s tusi a fixovdna do druhé-
ho dne. Poté byla tkdn zmérena, popsana a po spravné stranové orientaci byly odfiznuty
semenné vacky a pripadné také ¢asti ductus defferentes. Z prostaty byla dale oddélena tkan
baze a apexu a rozdélena na dvé poloviny — pravou a levou. Tyto ¢asti byly posléze nakrajeny,
v roviné kolmé k povrchu tkané obarvenému cernou tusi, na ¢asti o tloustce maximalné
3-4 mm a vloZeny do samostatnych blockl s pfesnym oznacenim topografie tkané. Zbyla ¢ast
prostaty byla rozdélena na Ctyti kvadranty (pravy predni, pravy zadni, levy pfedni, levy zadni).
Vsechny tyto ¢asti byly poté nakrajeny na platky o maximalni tloustce 4 mm, opét kolmo
k povrchu obarvenému cernou tusi, a vloZzeny do plastovych krabi¢ek uréenych k pripravé
tkanovych blok( s pfesnym oznacenim topografie tkané.

U druhé ¢asti studovaného souboru byla metodika zpracovani tkané a fixace odlisna.
Tkan vyjmuta z téla pacienta byla vloZzena do prazdné nadoby a ihned transportovdna na

oddéleni patologie. Zde byla tkan patologem popsana, zmérena a topograficky zorientovana.
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Okraje prostaty byly obarveny c¢ernou tusi a po jejim zaschnuti (za cca 2 minuty) byly odfiznuty
semenné vacky a popfipadé ¢asti ductus defferentes. Poté byla odfiznuta ¢ast apexu a baze,
obé rozdéleny na pravou a levou polovinu, zbytek prostaty byl rozdélen na ¢tyfi kvadranty
(pravy predni, pravy zadni, levy pfedni, levy zadni). Kazda z takto oddélenych ¢asti tkané
prostaty byla vloZzena do samostatné oznacené nadoby s 10 % formaldehydem a fixovdna do
druhého dne, kdy byla rozkrajena na platky o maximalini tloustce 4 mm, které byly vloZzeny do
oznacenych plastovych krabicek pro pfipravu tkanovych blok({. Druhy den z nich byly

zhotoveny zakladni preparaty barvené hematoxylinem-eozinem.

3.3. Imunohistochemie

Po zhodnoceni zakladnich preparatl barvenych hematoxylinem-eozinem, lokalizaci
nadorového loZiska a po vSech naleZitostech tykajicich se stanoveni a popisu spravné diagndzy
byly vybrany vyhovujici blo¢ky tkané pro imunohistochemické vysetifeni. Hlavnim kritériem
byly morfologické struktury pfitomné v daném bloku. U kazdého z pacientd byly vybrany
3 blocky, a to blok s pfevahou hyperplazie, blok s PIN a blok s karcinomem prostaty. DalSimi
kritérii pro vybér byla kvalita tkané v blocku. Snahou bylo vyloudit blocky s rozsahlejsimi
nekrézami Ci zanétlivymi zménami, které by mohly ovlivnit imunohistochemické barveni.
V neposledni fadé bylo dulezité také dostatecné mnozstvi tkané v daném blocku.

Po optimalizaci jednotlivych protilatek, kterou provadéla Mgr. Eva Havlickova
Sedldkova, byly preparaty barveny bud ruéné imunoperoxiddzovou metodou, nebo
automatem Ventana BenchMark XT s pouzitim kitu i VIEW DAB Detection. Preparaty byly vidy
barveny soucasné s pozitivni i negativni kontrolou. Typy protilatek a jejich fedéni jsou uvedeny

v tabulce €. 7.
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Protilatka Druh Klon Odmaskovani antigenu Redéni Dodavatel Kohorta
NQO1 mys A180 CC1 standard (60 min, 32°C) 1:2000 Invitrogen celd
pTEN kralik D4.3 citrate buffer pH6 (MW 5 min, 120°C) 1:125 Cell Signaling cela

p53 mys DO-1 CC1 standard (60 min, 20°C) 1:10 Dr. Vojtesek celd

pRb mys 13A10 citrate buffer pH6 (MW 5 min, 120°C) 1:50 Novocastra celd

cyclin D1 mys DSC-6 EDTA ph9 (water bath 40°C) 1:200 Dako cela

Smad4 mys B-8 citrate buffer pH6 (MW 5 min, 120°C) 1:200 Santa Cruz cela

SPP1 mys AKm2A1 citrate buffer pH6 (MW 5 min, 120°C) 1:500 Santa Cruz celad

Ki67 mys MIB1 citrate buffer pH6 (MW 5 min, 120°C) 1:200 Dako cela
8-oxoguanin mys 15A3 No retrieval 1:1000 Rockland rychld fixace
NQO1 mys A180 citrate buffer pH6 (MW 15 min, 120°C) 1:500 Santa Cruz rychld fixace
p53 mys DO-1 citrate buffer pH6 (MW 15 min, 120°C) 1:4000 In-house rychla fixace
cyclin A mys NCL 6E6 citrate buffer pH6 (MW 15 min, 120°C) 1:100 Leica fast fixation
pl6 mys Jc8 citrate buffer pH6 (MW 15 min, 120°C) 1:100 Santa Cruz rychld fixace
NKX3.1 mys LS-B3435 citrate buffer pH6 (MW 15 min, 120°C) 1:500 LSBio rychld fixace
YH2AX(Ser139) mys JBW301 citrate buffer pH6 (MW 15 min, 120°C) 1:2500 Millipore rychld fixace
pATM(S1981) mys 7C10D8 citrate buffer pH6 (MW 15 min, 120°C) 1:50 Dr. Kastan rychla fixace
53BP1 kralik polyclonal citrate buffer pH6 (MW 15 min, 120°C) 1:4000 Abcam #36823  rychla fixace

JMID1C mys DCS410 citrate buffer pH6 (MW 15 min, 120°C) 1:5 In-house rychld fixace
Rev7 mys 14/MAD2B/Rev7 citrate buffer pH6 (MW 15 min, 120°C) 1:100 BD Bioscience  rychla fixace

CELA KOHORTA (N=103)

p53

pRb
NQO1
Ki67
PTEN
cyclin D1
Smad4
SPP1

Tabulka €. 7: (A) Imunohistochemie — typy protilatek a jejich fedéni; (B) Kohorta pacientt
a zpUsob fixace.

Imunoperoxidazova metoda

Po pfichyceni tkanového tezu na plusové sklo ¢i silanové podlozni sklo natfené

poly-L-lysinem nechame preparat v termostatu pfi 56°C do druhého dne. Po odparafinovani

fezll (2x10 minut xylol, 5 minut 96%, 80%, 70% alkohol, destilovand voda) nasleduje

zpracovani preparatl, které je specifické pro danou protilatku (mikrovinna trouba — citratovy
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pufr pH 6, 5 minut pfi 120°C; vodni lazen — EDTA pH 8; nebo natrdveni proteinazou K). Po
mikrovinné troubé ¢i vodni [dzni nechame preparat vychladnout 20 minut, poté oplachneme
destilovanou vodou. Nasleduje zruseni aktivity endogenni peroxidazy (50 ml destilované vody
+ 10 ml 30% peroxidu vodiku, 15 minut). Po nasledném oplachu destilovanou vodou
promyjeme 2x5 minut TRIS pufrem, 2x5 minut TRIS pufrem s Tween. Dale kapneme 100 ul
primarni protilatky, inkubujeme 60 minut ve vlhké komdarce pfi pokojové teploté. Nasleduje
2x promyti v TRIS pufru (5 minut) a 1 x v TRIS pufru + Tween. Po tomto promyti aplikujeme
sekundarni protildtku (EnVision DAKO), inkubujeme 60 minut pfi pokojové teploté ve vihké
komUrce. Opét ndsleduje oplach TRIS pufrem 2x5 minut. Poté kdpneme DAB (DAKO), opla-
chneme vodovodni vodou a dobarvime jaddra hematoxylinem. Po dalSim oplachu vodovodni
vodou ndsleduje odvodnéni prepardtu 2 minuty 96% alkoholem, 2 minuty acetonem, 2 minuty
aceton:xylenem v poméru 1:1, na zavér pak jesté 2 minuty xylenem. Takto obarveny preparat

zamontujeme do bezvodého media (Pertex).

3.4. Hodnoceni imunohistochemickych preparatt

Kazdy z preparatQ byl nejprve prohlédnut pfi malém zvétSeni (objektiv 4x) a byla
zhodnocena kvalita daného fezu. Z hodnoceni byly vyfazeny okraje preparatd, taktéz nebyla
hodnocena tkan v okoli akutnich zanétlivych zmén ¢i nekrdz, které vétSinou exprimuji proti-
l[atku silnéji. Poté byla vyhleddna studovana struktura (hyperplazie, PIN ¢i karcinom). U pre-
paratl barvenych protilatkami proti jadernym proteinim byl spocitan pocet pozitivnich jader
u cca 300 bunék studované struktury (hyperplazie, PIN, karcinom). Ddle byla zhodnocena
intenzita této exprese.

U preparatd barvenych dalSimi protildtkami bylo zhodnoceno procento pozitivity
a intenzita exprese, také ve 300 burikach.

Intenzita exprese protilatky v obou pfipadech byla stanovena takto: 0 — negativni,
1 — slabd exprese, 2 — stfedné silna exprese, 3 — silnd exprese protilatky. Histoskére bylo
pocitano jako procento bunééné/nuklearni pozitivity nasobené intenzitou barveni. Vysledné

histoskore bylo tedy v rozmezi od 0 (minimum) do 300 (maximum).
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3.5. Genova typizace NQO1

Tento postup provadél doc. RNDr. Radek Vrtél, Ph.D. z Ustavu lekaFské genetiky LF UP
a FN Olomouc u souboru 390 muz( vySetfovanych v letech 2009-2011 pro BPH nebo PCa.
Vzorky DNA byly genotypizovany pomoci metody RFLP (restriction fragment length
polymorphism). PCR amplikon (279 bp, ptfimy primer 5°- CCT GAG GCC TCC TTA TCA GA- 3/,
zpétny primer 5" - AGG CTG CTT GGA GGA AAA TA — 3’) byl navrZen tak, aby obsahoval jedno
HINFI restrikéni misto, které je specifické pro alelu C609T. Po natraveni PCR produktu
enzymem HINFI (New England BiolLabs) byly na elektroforéze v 2 % agarozovém gelu patrné
bud’ fragmenty specifické pro alelu C609T (dlouhé 125 a 127 par( bazi) nebo nestépeny PCR

produkt (252 par( bazi). Pro barveni gelu byl pouzit ethidium bromid.

3.6. TMPRSS2-ERG status

U podskupiny pacient(i (N=12, tito pacienti byli vySetfovani i pro dalsi parametry ve
studii Burdova et al., 2014) byla pomoci interfazové fluorescencni in situ hybridizace
hodnocena pfitomnost chromozomalni prestavby 21922 s pouzitim préby Repeat-Free
Poseidon (TMPRSS2-ERG Del, Break, TC Probe; Kreatech Diagnostics; hodnoceni provadéla
Mgr. Alena Burdovd, Laborator lékafské genetiky, Novy Ji¢in). Ostatni pacienti byli hodnoceni
pomoci kvantitativni PCR (Mgr. Alena Mickovd z naseho Ustavu). Vzhledem k mozinym
nezadoucim efektdm fixace u velkych kouskl tkani byla pfitomnost fuze TMPRSS2-ERG

vySetiena pomoci PCR pouze v mensi skupiné pacient( s rychlou fixaci (N=35).

RNA byla izolovana z parafinovych fezd pomoci RNeasy FFPE Mini Kit (Qiagen),
kvantifikovana pfistrojem Nanodrop, predamplifikovdna pomoci Whole Trans-criptome
Amplification Kit (Sigma-Aldrich) a podrobena kvantitativni PCR (TMPRSS2-ERG: pfimy primer
5°- CTG GAG CGC GGC AGG AA, zpétny primer 5" - GTC CAT AGT CGC TGG AGG AG, préba Cy5-
TGA GTG AGG ACC AGT CGT TG-BHQ2; POLR2A: pfimy primer 5’- CAA GTT CAA CCA AGC CAT
TG, zpétny primer 5" - CCA GCA TAG TGG AAG 11 GTATTC A, UPL préba €. 87; LightCycler480,

Roche). Pripady s nedetekovanym POLR2A byly povazovany za nehodnotitelné.

Celkem bylo v prvni fazi hodnotitelnych 28 pacientd (10 pacientd vyhodnoceno jako
TMPRSS2-ERG pozitivnich a 18 negativnich). Pro ovéreni pozorovanych asociaci (viz vysledky)
jsme doplnili imunohistochemické barveni PTEN, NQO1 a Ki67 na dalSich 16 pozitivnich

a 12 negativnich karcinomech prostaty ze studie Kolar Z. et al. (2014).
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3.7. Statistické vyhodnoceni vysledkl imunohistochemie
Statistické hodnoceni vztahli mezi analyzovanymi proteiny a klinicko-patologickymi
parametry bylo provedeno softwarem Statistica 12. Parové vzorky byly hodnoceny pomoci
Wilcoxonova testu, zatimco rozdily mezi nezdvislymi skupinami byly srovndvany pomoci
Mannova-Whitneyova nebo Kruskalova-Wallisova testu. Korelace byly vyvhodnoceny pomoci

Spearmanova testu.

3.8. Material a metody analyzy tkanové exprese kalikreind

Do studie bylo zarazeno 70 pripadl pacient( s diagnostikovym karcinomem prostaty,
ktefi byli operovéni ve FN Olomouc v letech 2003-2006. Zadny z pacient(i nepodstoupil
neoadjunavntni Ié¢bu. Klinicka diagndéza, TNM a také patologickd diagndza véetné pTNM byly
provedeny v souladu s WHO klasifikaci platnou vté dobé (Eble et al., 2004). U kazdého
pacienta byly vybrany reprezentativni vzorky tkané se strukturami PCa a BPH a tkanové rezy
z téchto oblasti byly pouzity pro naslednou imunohistochemickou (IHC) analyzu dle bézného
protokolu pro imunoperoxidazovou metodu. K IHC barveni byly pouzity polyklonalni kralici
primarni protilatky KLK7 a KLK11, které nam poskytla laborator prof. Diamandise z Toronta
(Fedéni obou protilatek 1:200). PSA (klon ER-PR8, Dako, fedéni 1:25) a PSMA (klonYPSMA-1,
Abcam, fedéni 1:1000) byly monoklonalni mysi protilatky. U obou kategorii, tedy BPH a PCa,
byla hodnocena intenzita barveni, frakce pozitivnich bunék, heterogenita barveni a bunééna
lokalizace. Pozitivita byla klasifikovdana podle procentudlniho zastoupeni vSech pozitivnich
nadorovych bunék a intenzita IHC barveni byla kategorizovana nasledovné: 0 — negativni,
0,5 — velmi nizka, 1 — stfedni, 1,5 — vysoka, 2 — silnd pozitivita. Histoskdre pro naslednou
statistickou analyzu bylo odvozeno ze vzorce: intenzita barveni x procento pozitivnich bunék.

Statisticka analyza byla provedena pomoci softwaru Statistica 8.0.
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4. VYSLEDKY

4.1. Vztah mezi velikosti tkané pri fixaci a vysledky imunohistochemické
analyzy

Je znamo, Ze délka trvani fixace tkané a fixacni roztok jsou velmi dlleZité pro kvalitu
fixované tkdné a mohou ovlivnit vysledky vysetfovacich metod jako je PCR ¢i imuno-
histochemie (Howat et Wilson, 2014). Standardni postup pfi fixaci tkané prostaty po jejim
vyjmuti je vlozit ji celou do 10% roztoku formaldehydu na 24 hodin. Poté je tkan zpracovavana
k dalSimu vysetreni. Pfi tomto postupu se Casto stava, zvlasté kdyz je prostata vétsi, ze jeji
centrdlni oblasti jsou i po 24 hodinach nefixované a podléhaji degenerativnim zménam.
Z tohoto dlvodu jsme u vzorku 35 pacientli optimalizovali postup fixace pro imunohisto-
chemické vysetieni. Cely postup je detailné popsan v kapitole 3.2. Zpracovani operacniho
materialu a fixace tkané. Imunohistochemicky byly u této skupiny pacientli vysetfeny stejné
proteiny jako u skupiny fixované standardné (tabulka €. 7, kapitola 3.3. Imunohistochemie)
a vysledky byly porovnany. Histoskére pro Rb a Ki67 bylo nizsi u tkdni se standardni fixaci ve
srovnani srychlou fixaci (pro oba p<0,01), nicméné procento pozitivnhich bunék bylo
nezménéné. Na druhou stranu jak histoskére, tak procento pozitivnich bunék bylo

u standardni fixace vyssi pro NQO1, cyklin D1 a jaderny PTEN (p=0,029, p=0,049 a p=0,001).

4.2. Dynamické zmény exprese vybranych proteini v priibéhu progrese
karcinomu prostaty

K posouzeni moziné souvislosti dynamické progrese nadorového onemocnéni
v nékolika hlavnich drahach vedoucich k patologicko-biologické a genomové nestabilité
karcinomu prostaty jsme imunohistochemicky vysetfili 17 markerd u BPH, PIN a karcinomu
prostaty u skupiny 103 pacient(, ktefi byli pro karcinom prostaty operovani ve FN Olomouc
v letech 2003-2011 (tabulka ¢. 7). Studované znaky jsme rozdélili podle jejich charakte-
ristickych vlastnosti na skupinu protein( regulujicich bunécny cyklus a proliferaci (Ki67, cyklin
A, cyclin D1, inhibitor CDK p16 a Rb tumor supresor) a proteiny regulujici genomovou integritu
(supresor p53, ATM kinaza a jeji regulator NKX3.1, yH2AX, 53BP1, Rev7 a JMJD1C). Dalsi

skupinou jsou znaky oxidativniho stresu (8-oxoguanin, NQO1, p53). Studovali jsme také fuzni

gen TMPRSS2-ERG a dalsi nadorové supresory (PTEN, Smad4 spolecné s p53, Rb a NKX3.1).
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Pozitivita barveni NQO1, 8-oxoguaninu, aktivovaného ATM, yH2AX, cyklinu D1, p53, p16,
SPP1, jaderného PTEN a jaderného Smad4 méla v priibéhu progrese nddorového onemocnéni
stoupajici tendenci, zatimco exprese Rb, Rev7, IMJD1C a 53BP1 klesala (obrazek ¢. 9, tabulka
¢. 9). Signifikantni korelace byly nalezeny u fady parametr(, coZ bude popsano v nasledujicich
odstavcich (tabulka ¢. 10). Hladiny cyklinu D1 zapojeného do Rb drahy, ktera reguluje prechod
G1/S, vzrastaly od hyperplazie pfes PIN ke karcinomu prostaty, kde jeho hodnoty byly nejvyssi,

zatimco Rb protein vykazoval trend opacny s Castou ztratou exprese u karcinomu (obrazek

(@]

.9). Tento pokles i ztrata Rb supresoru korelovala se vzristajici expresi p53 (Rs -0,35, tabulka

(@]

. 10), coz je vzorec ¢asto odrdzejici proteinovou stabilizaci kvili mutaci p53 (Iggo et al., 1990;
Bartek et al., 1990). V souladu s dfive publikovanymi studiemi byl inhibitor CDK4/6 p16 stézi
detekovatelny u benigni hyperplazie, nicméné jeho exprese byla zvySena u PIN a dosahovala
maximalnich hodnot u karcinomu (obrazek ¢. 9). Exprese cyklinu D1 vykazovala pozitivni
korelaci s prolifera¢nim znakem Ki67 (Rs 0,506), vékem pacientll (Rs 0,352) i hladinou
sérového PSA (Rs 0,369). Neni prekvapenim, Ze ve srovnani s jinymi nadory bylo u karcinom(
prostaty procentualni zastoupeni bunék vykazujicich pozitivitu Ki67 obecné nizsi (pfiblizné
kolem 10 % bunék karcinomu prostaty). Navic frakce bunék v S/G2 fazi, které byly cyklin A
pozitivni, byla rovnéz nizsi nez Ki67 a pozitivita cyklinu A se pohybovala mezi 1-5 % pozitivity
nadorovych bunék, coZ napovida, Ze vétsina Ki67 pozitivnich nadorovych bunék se nachazi
v G1 fazi. Velmi dullezité je, Ze exprese vétsiny studovanych proteinl vykazovala dynamické

zmény v pribéhu progrese onemocnéni smérem od benignich lézi k malignim.
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Charakteristické rozpéti / pocty pacientd

Vék

Sérovy PSA (ng/ml)

Gleasonovo skére

Stadium nadoru

Riziko

NQO1 genotyp

51-60
32 (5)
<4
15 (4)
<7
28 (8)
pT2a-c
80 (29)
nizké
24 (8)
CcC
9 (6)

61-70
56 (24)
4-10
59 (23)
7
51 (21)
pT3a-b
20 (5)
stfedni
41 (16)
CT
13 (5)

71-81
15 (6)
>10
29 (8)
>7
24 (6)
pT4
3(1)
vysoké
38 (11)
TT
5(4)

Stadia nador( byla rozdélena na lokalizovana (pT2) a pokrocila (pT3 and pT4).
Rizikové skupiny byly uréeny na zakladé klinickych a patologickych dat: nizké riziko (pT1-T2a, GS< 6
a PSA<10 ng/ml), stfedni (alespori jedno z nasledujicich: pT2b-c, G=7, nebo 10<PSA<20 ng/ml) a vysoké
(alespon jedno z nasledujicich: pT3-T4, GS>7, nebo PSA>20 ng/ml).

Tabulka ¢ 8.: Kohorta pacientl vysetfenych imunohistochemicky (N=103; skupina 35 pacientu,
jejichz tkan byla fixovdna optimalizovanou , rychlou fixaci“, je uvedena v kulatych zavorkach).

proménnd 1 proménna2 NQO1 D1 p53 Rb PTEN PTEN nuc SMAD4  SPP1
BPH vs. LGPIN <0,001 <0,001 <0,001 nesig. nesig. nesig. 0,003 nesig.
HGPIN <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
CaP <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 notsig. <0,001 <0,001 <0,001
LGPIN vs. HGPIN <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
CaP <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 notsig. <0,001 <0,001 <0,001

HGPIN vs. CaP nesig. <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 nesig. nesig.
proménnd 1l proménnd2 8-oxo gH2AX pATM 53BP1 JMID1C Rev7 pl6 NKX3.1
BPH vs. PIN <0,001 <0,001 <0,001 nesig. <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
CaP <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,002 0,002 <0,001 <0,001

PIN CaP nesig. 0,009 0,04 <0,001 nesig. nesig. <0,001 nesig.

Tabulka ¢. 9: Porovnani BPH, PIN a PCa pomoci Wilcoxonova signed-rank testu.
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vék  NQOl1l 8-oxo p53 Rb Smad4 D1 SPP1  PTEN Ki67 PSA plé  NKX3.1 gH2AX pATM 53BPP1 JMID1C Rev7
vék 1,000
NQO1 -0,125 1,000
8-oxo -0,280 0,527 1,000
p53 -0,094 0,301 0,189 1,000
Rb -0,052 -0,180 0,096 -0,350 1,000
Smad4 0,115 -0,187 0,028 0,018 -0,024 1,000
D1 0,352 0,08 -0,150 0,275 -0,091 0,228 1,000
SPP1 0,130 -0,330 -0,151 -0,145 0,223 -0,171 0,108 1,000
PTEN -0,145 -0,114 -0,086 0,008 0,198 0,028 -0,187 0,092 1,000
Ki67 0,126 -0,118 -0,177 -0,023 -0,176 0,330 0,506 0,004 0,023 1,000
PSA 0,560 -0,208 -0,146 0,014 0,088 -0,123 0,369 0,220 -0,041 0,211 1,000
plé 0,009 -0,009 0,027 0,165 0,126 -0,113 0,133 0,068 -0,218 0,235 0,157 1,000
NKX3.1 0,021 -0,273 -0,257 0,054 -0,078 0,208 -0,006 -0,006 -0,448 0,048 -0,080 0,259 1,000
gH2AX 0,115 0,125 -0,027 0,303 -0,022 0,146 -0,060 -0,036 -0,260 -0,150 -0,117 0,018 0,076 1,000
pATM 0,017 0,203 0,175 0,257 -0,017 0,107 -0,063 0,042 -0,281 -0,041 -0,245 0,128 0,140 0,763 1,000
53BPP1  -0,154 -0,176 -0,076 -0,078 0,108 0,224 -0,092 0,110 -0,167 -0,041 -0,081 0,253 0,553 -0,007 0,004 1,000
JMmJbD1C  -0,121 -0,256 -0,104 0,111 0,201 0,223 0,314 0,208 0,092 0,263 0,140 0,087 0,424 -0,209 -0,210 0,410 1,000
Rev7 0,017 -0,131 -0,046 -0,065 0,183 -0,135 0,140 0,293 -0,254 -0,059 0,135 0,314 0,325 -0,115 -0,058 0,221 0,360 1,000

Tabulka €. 10. Spearmanova korelace v souboru s rychlou fixaci (N=35).
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Obrazek €. 9: Exprese vybranych protein( v BPH, PIN (low-grade, high-grade) a PCa. Low-grade
PIN a high-grade PIN byly rozliSeny pro uvedné proteiny. Procento pozitivnich bunék je
ukdzano pro Rb protein. Krabicové grafy reprezentuji median, 25%-75% percentily a rozsah
hodnot. Exprese proteinl byla signifikantné rozdilnad u nador( a benignich oblasti (p<0,001;
porovndni s PIN je v tabulce €. 9).
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4.3. Odpovéd na poskozeni DNA jako protinadorova bariéra

Jednim z hlavnich cil(, kterym jsme se chtéli vénovat v této studii, byl rozsah a sled
aktivace odpovédi na DDR v priibéhu karcinogeneze (Halazonetis et al., 2008). Urover této
aktivace byla posuzovéna podle exprese yH2AX, ktery je zdsadnim znakem aktivovanych kinaz
podilejicich se na odpovédi bunék na poskozeni DNA, jako jsou ATM ¢i ATR. Protein yH2AX byl
detekovdn pouze ojedinéle v burikdch BPH (pfiblizné 2 %), narlst jeho exprese byl fokalné
pozorovan u PIN, avSak zde exprese dosahovala vyrazné variability u jednotlivych pacientt
(obrazek €. 9). U PCa v nékolika pfipadech pozitivita yH2AX dosahla 40-70 % nadorovych
bunék. Priklady imunohistochemického barveni yH2AX jsou zobrazeny v obrazku ¢. 10A.
Kromé téchto vysledk(l jsme dale zaznamenali podobny trend také u aktivované ATM
(fosforylované na serinu 1981), hlavni kindzy zodpovédné za fosforylaci histonu H2AX (obrazek
€. 9, obrdzek ¢. 10B). Ze vSech nami testovanych proteini yH2AX a pATM spolu korelovaly
nejsilnéji (Rs 0,763, tabulka ¢. 10). Dalsim aspektem aktivace DDR, zejména odpovédi na DSB,
je charakteristické formovani tzv. nuklearnich fokust, akumulace protein(i zapojenych do
oprav DNA (Lukas et al., 2011). Fokalni nuklearni pozitivita byla zjevna pro yH2AX a 53BP1
v jadrech nékterych nadorovych bunék (obrazek ¢. 10). Navzdory detekované aktivaci DDR byl
celkovy rozsah signdld jednoznacné nizsi, nez bylo pozorovano u jinych typu solidnich nadord,
a maximum aktivace bylo patrné az ve stadiu karcinomu. Jako pfiklad je uvedeno srovnani
aktivace DDR (hodnocené poctem pripadu s alespont 10 % yH2AX pozitivnich bunék) u PCa

a karcinomu mocového méchyre (obrazek ¢. 10C).

S ohledem na klinicko-patologické parametry, aberantni exprese p53 (pozitivita p53
v nadorech obvykle souvisi s jeho mutaci a defektnim odbouravanim pomoci proteazomu)
a pozitivita prolifera¢niho markeru Ki67 byly signifikantné vyssi v nddorech s Gleasonovym
skore 4+3 a vyssim (obrazek ¢. 10D). Kromé toho, exprese p53 byla také vyssi u pokrocilych
karcinomU v porovnani s lokalizovanym typem onemocnéni. Exprese Rev7 (viz nize) byla

v tomto srovnani naopak nizsi (obrazek ¢. 10D).

Ztrata NKX3.1 je jednim z charakteristickych znakd karcinomu prostaty, pricemz zédsad-
ni funkci tohoto tumor supresoru je pozitivni regulace aktivace ATM kinazy (Bowen et al.,
2013). Stav NKX3.1 jsme proto povazovali za moZznou soucdst mechanismu DDR. Zatimco obraz
barveni NKX3.1 byl pomérné variabilni mezi pacienty, pozorovali jsme jasny trend s maximem

detekovaného proteinu u BPH v porovnani s aberantné nizkou hladinou u PIN a PCa (obrazek
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€. 9., obrazek ¢. 10E). V neposledni fadé jsme do kontextu nasi studie zahrnuli vySetfeni tumor
supresoru pl16, schopného v obou kontrolnich bodech bunécného cyklu navodit bunécnou
senescenci. Jak bylo kratce zminéno vyse, exprese p16 méla vzristajici tendenci od BPH pres
PIN a maximalnich hodnot dosahovala u PCa (obrazek ¢. 10F). Zajimavé je, Ze exprese p16 byla
u PCa Casto heterogenni a v nékterych oblastech nddor( dokonce kompletné chybéla (obrazek

¢. 10F), pravdépodobné proto, Ze v téchto mistech doslo ke ztraté tohoto tumor supresoru.

Nasim zavérem je, Ze opravy poskozeni DNA jsou aktivovany v premalignich lézich
lidské prostaty a ndsledné silnéji v nddorovych burkdach karcinomu prostaty. Na druhé strané
je celkovy rozsah DDR méné vyrazny neZ u jinych typl nadorl a kulminuje pozdéji béhem
karcinogeneze. Toto odpovida nizsi frekvenci zvySené exprese p53, kterd mliZe indikovat jeho
mutaci. Vyznam téchto vysledkl a mechanismus oprav DNA bude zminén s ohledem na

cilenou lé¢bu detailné v diskuzi.
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Obrazek €. 10. Odpovéd na poskozeni DNA jako protinddorova bariéra u karcinomu prostaty.
VzrUstajici genotoxicky stres od BPH pres PIN aZ po PCa ilustruje YH2AX, p53 a fosfo-ATM
barveni (A a B). Silnd pozitivita p53 m(Ze indikovat mutaci p53 (A, vpravo). Jaderna pozitivia
YH2AX a 53BP1 jako markeru aktivace mechanismd odpvédi na poSkozeni DNA u PCa (B).
Celkovy rozsah signal( DDR je méné vyjadieny u PCa, neZ u jinych typ( nador( (napfiklad
karcinomu mocového méchyre) a kulminuje spiSe u malignich stadii neZ u stadii premalignich
(C). Vyssi Gleasonovo skére bylo spojeno se silnou expresi p53 (pravdépodobné mutovaného)
a vyssi proliferacni aktivitou (imunohistochemické barveni Ki67). Kromé zminéného p53 byla
patrnd také sniZujici se exprese Rev7, kterou jsme zaznamenali u pokrocilych PCa v porovnani
s lokalizovanymi karcinomy (D). Kompletni (NKX3.1) a parcialni (p16) ztrata tumor supresort
byla zastiZzena u invazivnich PCa (E a F vpravo). Méfitko reprezentuje 50 mikrometra.

4.4. Oxidativni stres a NQO1
Chronicky zadnét a oxidativni stres jsou jednémi z hlavnich zndmek PCa a pfispivaji také
ke genovémo nestabilité. Ve snaze ziskat lepsi pfehled o kinetice a rozsahu oxidativniho stresu
v procesu karcinogeneze u lidské prostaty jsme imunohistochemicky vysetfili 8-oxoguanin
a NQO1, cytoprotektivni enzym dulezity v ochrané proti oxidativnimu stresu a faktor
stabilizujici p53 (Dinkova-Kostova a Talalay P., 2010). Dale jsme stanovili geneticky status

NQO1, jeho C609T variantu, u kontrolni skupiny 390 muza (tabulka ¢. 11).

Genotyp NQO1 (rs1800566) Frekvence alel
N 609 CC 609 CT 609 TT C T
Karcinom prostaty 171 110 (64,3%) 56 (32,8%) 5(2,9%) 276 (80,7%) 66 (19,3%)
Benigni struktury 219 149 (68,1%) 64 (29,2%) 6(2,7%) 362 (82,6%) 76 (17,4%)
Souhrn 390 259 (66,4%) 120 (30,8) 11 (2,8%) 638 (81,8%) 144 (18,2%)

Tabulka ¢. 11: Frekvence genotyp( a alel NQO1.

Pozorovali jsme vzrlstajici expresi 8-oxoguaninu a také NQO1 od BPH pres PIN
s maximem u PCa (obrazek ¢. 9). U obou znakli dominovala zejména cytoplazmaticka
lokalizace, a to zejména ve skupiné PCa (obrazek ¢. 11A, B), v nékolika pripadech byla také
zachycena nukledrni pozitivita NQO1 (obrazek ¢. 11B). Zjistili jsme také pozitivni korelaci mezi
naristem NQO1 a 8-oxoguaninem (Rs 0,527, tabulka ¢. 11). Podle ocekdavani vSechny nadory
u pacientll s homozygotnim TT genotypem NQO1 v pozici 609 vykazovaly vypadek
v imunohistochemickém barveni tohoto proteinu (obrazek ¢. 11A, B). Dale jsme zaznamenali

u nékolika pacientl s heterozygotnim genotypem (CT) ¢i normalnim homozygotnim
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genotypem (CC) negativni oblasti pro tento protein (obrazek ¢. 11A, B). Zaroven byly pozitivni
cévy ve stromatu, coz ukazuje spravny pribéh imunohistochemického barveni NQO1 (obrazek
€. 11A). | kdyZ exprese dalSich protein v téchto NQO1 negativnich oblastech se obvykle
neliSila od oblasti pozitivnich, v jednom pfipadé jsme pozorovali ztratu barveni PTEN i NQO1
ve stejném misté (obrazek ¢. 11B). Soucasné a ve shodé s funkci NQO1 jako protektivniho
faktoru pred oxidativnim stresem a pred proteolyzou p53 byla u pacientl s homozygotnim TT
genotypem zaznamenana signifikantné nizsi exprese p53 v porovnani s hegerozygotnim a nor-
malnim homozygotnim NQO1 genotypem (obrazek ¢. 11C, p<0,005). Vysledky barveni
ostatnich vySetfovanych proteini byly nezavislé na genotypu NQO1. Nebyla také
zaznamenana zadna asociace mezi expresi NQO1 s klinicko-patologickymi parametry (sérova

hladina PSA, Gleasonovo skdre a rizikové skupiny).
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Obrazek ¢. 11: Oxidativni stres a NQO1 u karcinomu prostaty. Exprese obou proteinu
8-oxoguaninu a NQO1 vzrustala od BPH pres PIN k PCa (A; rozdilna barvici metoda je ukazana
v hornim panelu B). VSechny nadory od pacientd s geneticky vySetfenou homozygotni
variantou genotypu NQO1 (TT na pozici 609) ztratily detekovany protein NQO1 (A, treti
obrazek vdolnim panelu; B, pravy obrazek vhornim panelu). Zastihli jsme nékolik
rozsahlejsich NQO1 protein-negativnich oblasti u pacientl s heterozygotnim genotypem (CT),
tento jev byl zjevny v barveni imunoperoxiddzou bez dobarveni jader, krevni cévy ve stromatu
vykazovaly zfetelnou NQO1 pozitivitu, v kontrastu s okolnimi negativnimi bunkami nadoru
(A, pravy obrazek v dolnim panelu). Exprese dalSich proteint, které jsme vySetrovali v nasi
studii, tyto vypadky exprese nevykazovaly. V jednom z pfipadli oblast s vypadkem exprese
NQO1 korelovala s lokalni ztratou IHC barveni PTEN ve stejné lokalizaci (B, dva spodni obrazky
vpravo). Mimoto silnd perinukledrni exprese NQO1 byla zaznamenana u nékterych pacientt
(B, dva spodni obrazky vlevo). Méfitko predstavuje 50 mikrometrd. V souladu s funkci NQO1
v ochrané zakladnich hladin p53 pred proteolyzou nadory u pacientll s homozygotni TT
variantou genotypu NQO1 vykazovaly signifikantné nizsi expresi p53 v porovnani s pacienty
s heterozygotnim a normanim homozygotnim genotypem NQO1 (obrazek ¢. 11C, p<0,005).
Ramecky reprezentuji medidn, 25-75 % percentil a rozsah hodnot.
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Nase genetickd analyza NQO1 u 171 pacientd s PCa a u 219 zdravych muzi neprokazala
zadny vztah genotypu NQO1 k prevalenci vzniku karcinomu prostaty (tabulka ¢. 11). Tyto
vysledky nepodporuji hypotézu o pfimé korelaci nedostatecné funkce NQO1 s predispozici ke
vzniku karcinomu prostaty, alespofi ne v populaci muzii z Ceské republiky, ktefi byli v této
studii vySetfovani. Na druhé strané data o expresi NQO1 a 8-oxoguaninu ukazuji na moznou

souvislost mezi odpovédi na oxidativni stres a progresi karcinomu prostaty.

4.5. Poruchy DNA oprav a cilena lécba

Vyhodou pro |é¢bu inhibitory PARP jsou urcité abnormality v odpovédi bunky na pos-
kozeni DNA a také stav protein(, které mohou smérovat opravy dvouvlaknovych zlom@ bud
k HR, nebo k NHEJ, (Lord a Ashworth, 2012). Vysetfili jsme 5 proteinl, které maji
pravdépodobné vliv na odpovéd k inhibitoriim PARP u skupiny pacientd s pokrocilym PCa. Dva
z téchto faktor(, a to vyskyt fuzniho genu TMPRSS2-ERG a ztrata nadorového supresoru PTEN,
byly jiz studovany extenzivné, a proto jsme si tyto znaky vybrali pro porovnani s ostatnimi.
Exprese 53BP1, JIMJD1C a Rev7, jejichZ aberantni ztrata mUze zpUsobit rezistenci k inhibitordm
PARP (Bouwman et al., 2010; Watanabe et al.,, 2013; Xu et al., 2015), nebyla dosud
u karcinomu prostaty studovana. V pribéhu progrese od BPH pres PIN az po PCa jsme

pozorovali sniZujici se expresi u PTEN, 53BP1, Rev7 a JIMJD1C (obrazek €. 9).

Aberantni pokles ¢i ztrata 53BP1, Rev7 a JMIJD1C byly heterogenni, ¢asto patrné
v nadorovych burikdch pouze okrskové, ackoli u Rev7 postihovala ztrata exprese v nékterych
pfipadech rozsahlejsi oblasti nddoru (obrazek ¢. 12A, B). Zaznamenana ztrata exprese téchto
reparacnich faktorl byla vétSinou omezena pouze na jeden ztéchto proteinl (obrazek
¢. 12B), coz naznacuje, Ze absence jednotlivych proteinl byla selektivni a nereflektovala
problémy pfi fixaci tkdné nebo nekrotické zmény. Porovnanim dat ziskanych vysetifenim
téchto 5 znakl byla prokazana prevalence aberantnich pripadd u skupiny PCa. Tyto zmény
mohou mit vliv na odpovéd k Ié¢bé inhibitory PARP, které jsou povaZovany za jedny ze slibnych

moznosti |écby pokrocilého karcinomu prostaty (obrazek ¢. 12C).
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53BP1

53BP1

Candidate biomarkers of response to PARPi

Biomarker ain/loss*  %** PARPi*** Reference
TMPRSS2-ERG  gain 42 sensitivity Brenneretal, 2011
K PTEN loss 46 sensitivity Mendes-Pereira et al, 2009
é 53BP1 loss 21 resistance Bowman et al,, 2010
Rev7 loss 42 resistance Xuetal, 2015
IM|D1C loss 7 resistance Watanabe et al, 2013

*The observed loss of the protein markers was mostly only focal, heterogeneous
**Percentage of marker events in our cohort, see Methods for details
***Potential impact on response to PARP inhibition, deduced from the literature

JMJD1C

Obrazek €. 12: Potencidlni prediktivni znaky pro terapii karcinomu prostaty pomoci inhibitor(
PARP. Aberantni pokles ¢i ztrata 53BP1 a Rev7 byly heterogenni, vyraznéji patrné u ojedinélych
nadorovych bunék (A, horni panel), i kdyZ pro Rev7 mize ztrata exprese postihnout pomérné
rozsahlé oblasti nddoru (A, zcela vpravo v dolnim panelu). Pozorovand ztrata téchto
reparacnich faktord byla bézné omezena na jeden z protein( (B, paralelni sekce PCa barveni
IHC pro proteiny, kde pouze Rev7 vykazuje ztratu v nadorové oblasti oznacené Sipkou),
predpokldddme, Ze heterogenni absence téchto reparacnich proteinl byla selektivni
a nereflektovala zmény zplsobené fixaci ¢i oblasti nekréz. Souhrnnd data péti potencidlnich
markerd ukazuje prevalenci u pfipadd z nasi studie a jejich potencidlni dopad na odpovéd
[éCby inhibitory PARP (C).
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4.6. Analyza exprese kallikreinti 7 a 11 v benignich a nadorovych burikach
prostaty

Imunohistochemicka analyza exprese KLK7 a KLK11 v bunkach benignich a nadorovych
na nezavislém souboru pacientl prokazala snizenou expresi obou proteinl u PCa v porovnani
s BPH (P=0,026 a P=0,001). Zaznamenana byla pozitivni korelace KLK7 (Rs=0,74) a KLK11
(Rs=0,35) mezi jejich expresi vPCa a BPH. Byla také zaznamendana statisticky vyznamna
korelace mezi KLK7 a KLK11 (Rs=0,242) v mistech hyperplazie, ale nikoli v nadorové tkani.
Paralelné bylo provedeno barveni PSA (KLK3) a PSMA, ale nepozorovali jsme korelaci s expresi
KLK7 a KLK11. Exprese PSA byla signifikantné snizena u PCa (P<0,001) a zvySena v pfipadé
PSMA (P<0,001). Nebyly zjistény vyrazné rozdily mezi nddory s Gleasonovym skére <7 a Glea-
sonovym skoére 27 i rozdily u rGzné pokrocilych karcinom@ (tj. mezi pT2 a pT3-pT4) nebo
s ohledem na hladiny sérového PSA. Zaznamenali jsme pouze slabé zvySenou expresi KLK11
(P=0,049) a PSMA (P=0,114) u pokrocilého karcinomu prostaty v porovnani s lokalizovanym

onemochénim.
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5. DISKUZE

Jednim z cil( nasi studie bylo porovnani vysledkl imunohistochemie u tkani prostaty
fixované standardnim postupem, nebo v podobé malych kouskl (tzv. rychla fixace). U Rb
a Ki67 bylo patrné snizeni histoskore pfi standardni fixaci ve srovndni s rychlou fixaci, nicméné
procento pozitivnich bunék zistalo nezménéné. Vzhledem k pomalé penetraci folmaldehydu
(cca 1 mm za hodinu) do stfedovych partii tkdné mohly byt epitopy Rb a Ki67 béhem
Jak histoskoére, tak procento pozitivity u NQO1, cyklinu D1 a jaderného PTEN byly prekvapivé
zvySené v tkanich fixovanych standardnim postupem, coz mulzZe souviset s ischemickymi
zménami pred fixaci tkané. Znak oxidativniho poskozeni DNA 8-oxoguanin jsme analyzovali
pouze u pfipadu s rychlou fixaci, kde pozitivné koreloval s hodnotami NQO1. Poskozeni DNA,
vys$si hladiny 8-oxoguaninu a vyraznéjsi oxidace lipidQ a proteint byly popsany u chronicky
ischemické tkané prostaty kralik(l (Thurmond et al., 2015). Toto mGze byt také pficina zvysené
exprese NQO1 jako enzymu s cytoprotektivni funkci (Dinkova-Kostova a Talalay, 2010). Rovnéz
jaderny PTEN a cyklin D1 mohou byt zapojeny do odpovédi buriky na posSkozeni DNA. Jaderny
PTEN je duleZity pro udrzeni chromozomalni stability ve spolupraci s CENP-C a Rad51 (Shen et
al. 2007). Kromé své hlavni role v regulaci bunécného cyklu cyklin D1 interaguje s Rad51
a napomahd opravam DNA pomoci homologni rekombinace (Jirawatnotai et al., 2011). Tyto

vysledky podtrhuji vyznam rychlé fixace malych ¢3sti tkané.

Hlavni ¢ast dizertacni prace poskytuje nové informace o dynamice kli¢ovych faktor(
zapojenych do regulace genomové integrity véetné signalizace poskozeni DNA, mechanismi
jejich oprav, oxidativniho stresu a regulace bunééného cyklu v prlibéhu tumorigeneze
karcinomu prostaty. Pfedchozi studie ukazuji, Ze je mozné predikovat progresi PCa a odpovéd
na terapii podle alterace proteint Rb drahy (zde cyklin D1, p16, Rb), (Aparicio et al., 2011).
Podobné jsme z nasich vysledkd chtéli zdlraznit ty, které by mohly byt potencialné vyznamné
pro klinickou praxi. Patfi sem 1) aktivace odpovédi na poskozeni DNA jako biologicka bariéra
karcinogeneze PCa, 2) oxidativni stres a role NQO1 a 3) aberace v mechanismech oprav DNA,

které jsou dllezité pro moznou lécbu inhibitory PARP.

Na zakladé exprese yH2AX, pATM, fokalni exprese 53BP1 a akumulace p53 jsme dosli

k zavéru, Ze podle ocekavani dochazi v pribéhu nadorové progrese k aktivaci odpovédi na

69



posSkozeni DNA jako protinadorové bariéry. Jakkoli je zde patrnd analogie s progresi nadora
jinych somatickych typU jako napftiklad plic, mlécné Zlazy, tlustého stfeva ¢i mocového méchyre
(Bartkova et al., 2005; Gorgoulis et al., 2005; Bartkova et al., 2010; Evangelou et al., 2013), chtéli
jsme zdUraznit nékteré neobvyklé znaky této protinddorové bariéry v prostaté, rozdilné od
jinych typ malignit (obrazek ¢. 10C, srovnani s nadory moc¢ového méchyre). Mezi takové znaky
patfi napfiklad mdlo vyrazna a pozdé kulminujici DDR v priibéhu progrese od BPH pres PIN
s vrcholem u PCa. Predpokladame, Ze rozdil v tom, jak funguje DDR u prostaty, mizZe odrazet
kombinaci pficin, kterd zahrnuje vseobecné nizsi proliferaci (zde dokumentovana nizkou
jadernou expresi Ki67 a velmi nizkou expresi cyklinu A), nizkou expresi histonu H2AX (popsano
pro luminalni bunky prostaty), (Jaamaa et al., 2010) a také castou ztrdtu tumor supresoru
NKX3.1, jehoz normalni funkci je aktivace ATM kindzy (Bowen et al., 2013). Tato nizka
proliferace prostatickych nadorovych bunék je na rozdil od jinych zavainych malignit
doprovazena pomérné nizkym replikacnim stresem. Ve skutecnosti je vysoky replikacni stres
u jinych typl nadorl jednou z hlavnich pricin ¢astého endogenniho poskozeni DNA, coz aktivuje
bariéru DDR, kterd nasledné vytvali selekéni tlak na nddorové klony s mutantnim p53
(Halazonetis et al., 2008). To odpovida skutecnosti, ze frekvence mutaci p53 je obecné u PCa
nizsi nez u jinych typl karcinom(l. Recentni publikovand metaanalyza ukazala u PCa pouze 17%
frekvenci genetické mutace p53 (Williams et al., 2014). Tento vysledek je velmi blizky vysledku
nasi studie ve skupiné pripadl PCa (14 %), které vykazovaly vysoké procento p53 pozitivnich
bunék. Tento znak byl popsan v roce 1990 jako charakteristicky pro stabilizujici mutace proteinu
p53 (lggo et al., 1990; Bartek et al.,, 1990). Vzhledem kvySe uvedenym zjisténim pred-
pokladame, Ze protinddorova bariéra DDR je mnohem méné aktivni u PCa, coZ znamena, Ze tlak
je tomu u jinych nadoru. Podobné testikularni nddory ze zarodecnych bunék vykazuji minimalni
aktivaci odpovédi na poskozeni DNA a zaroven maji velmi nizkou frekvenci mutovaného p53
(Bartkova et al., 2007; Bartkova et al., 2014). V souladu s témito poznatky je i pozitivni korelace
mezi aberantni ztrdtou tumor supresoru Rb a vysokou expresi p53 (mutovaného p53) v nasi
studii (tabulka €. 10). JelikoZ ztrata Rb vede k deregulaci kontrolniho restrikéniho bodu G1/S
(Bartek et al., 1996) a zpUsobuje replikacni stres i aktivaci DDR (Tort et al.,, 2006),
predpokladame, Ze vtomto kontextu muize byt preferovan vybér nadorovych bunék

s mutantnim p53 ve snaze vyhnout se senescenci ¢i apoptéze. Hypotézu podporuje nejen
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korelace mezi ztratou Rb a aberantnim p53, ale také asociace mezi aberantnim p53 a agresivitou

PCa.

Druhym hlavnim tématem, které jsme zde zminovali, byly zmény v oxidativnim posko-
zeni DNA souvisejici s nadorovou progresi a role hlavniho antioxidacniho enzymu NQO1
v predispozici ¢i progresi PCa. Na genetické drovni jsme nezjistili zddné asociace mezi
genotypem NQOL1 a incidenci PCa, coZ je v souladu s jinymi studiemi béloSské populace (Steiner
et al., 1999; Ergen et al., 2007; Steinbrecher et al., 2010; Stoehr et al., 2012). Na Urovni znakl
studovanych imunohistochemicky jsme zjistili, Ze exprese NQO1 a detekce 8-oxoguaninu se
zvySovaly od BPH pres PIN kPCa. To svéd¢i pro zvySujici se oxidativni stres v prlbéhu
karcinogeneze a pro potencidlni pfinos NQO1 jako protektora genomové integrity. Zvysujici se
exprese 8-oxoguaninu v souvislosti s vékem a s pfitomnosti PCa byla zjisténa riznymi metodami
v tkanich, modi a krevnim séru (Malins et al., 2001; Miyake et al., 2004; Kosova et al., 2014).
Role NQO1 jako supresoru progrese PCa byla nedavno zkoumana na mysich modelech TRAMP
(Thapa et al., 2014; Bouchal et al., 2011). Experimentalni sniZzeni exprese NQO1 v burikach
karcinomu prostaty zvySovalo hladiny nuklearniho IKKalpha a NF-kB, coZ bylo spojeno s pro-
zanétlivou signalizaci a horsi odpovédi na androgen deprivacni terapii (Thapa et al., 2014;
Bouchal et al., 2011). Role NQO1 jako protektivniho faktoru udrzujiciho bazalni hladiny p53 pred
proteozomalni degradaci je dobfe popsana (Dinkova-Kostova a Talalay, 2010) a tyto poznatky
jsou konzistentni i s ndmi pozorovanou nizkou hladinou proteinu p53 u pacienti s homozygotni
variantou C609T genotypu NQO1, ktery eliminuje funkci NQO1. Neobvykla a zatim nepopsand
byla Uplna absence proteinu NQO1 v pomérné rozsahlych nadorovych partiich, kde byla ale
zfetelnd pozitivita NQO1 v endotelu krevnich cév. Toto jsme pozorovali v nékolika pfipadech
PCa a domnivame se, Ze tato tumor-selektivni ztrata NQO1 muze reflektovat tlak ke zmirnéni
protinadorové funkce NQO1, kterd zahrnuje schopnost stabilizace , wild-type” p53 jako soucast
bunécéného protinddorového mechanismu. Déale jsme zvaZovali, Ze fokalni ztrata exprese NQO1
u pokrocilych nador(i PCa podporuje teorii o funkci NQO1 jako tumor supresoru, jehoz ztrata
mUZe umoznit nadorovou progresi. Tato teorie je konzistentni s vySe uvedenym faktem, Ze
potlaceni exprese NQO1 podporilo prozanétlivou signalizaci a nadorovy rlst nezavisly na

adrogenech (Thapa et al., 2014).

Vyraznym rysem nador( prostaty je podle recentni prace chromozomalni nestabilita

a pacienti s PCa s defektnim mechanismem oprav DSB vykazovali velmi slibnou odpovéd na
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[éCbu inhibitory PARP (Mateo et al., 2015). V tomto smyslu jsou dllezité ndmi pozorované
defekty DSB reparacnich faktorll a dalSi aberace jako kandidati moznych prediktivnich
biomarkerU pro terapii inhibitory PARP. Vysoce relevantni pro karcinom prostaty je také fakt,
Ze enzymaticka aktivita PARP1 je nutnd pro transkripéni aktivitu androgenového receptoru
a nasledujici proliferaci bunék, a to jak androgen-dependentnich, tak kastracné rezistentnich
PCa (Schiewer a Knudsen, 2014). PARP1 také reguluje aktivitu ETS transkripénich faktoru
v modelech nadoru prostaty, coz je klinicky signifikantni vzhledem k vysokému procentu nadort
s fuznim genem TMPRSS2-ERG (Brenner et al., 2011). V soucéasnosti probihd klinicka studie faze
Il u pacientll s metastatickym PCa, kdy je kombinovan inhibitor PARP veliparib s abirateron
acetdtem (NCT01576172). Kromé fuzniho genu TMPRSS2-ERG byla popsdna rovnéz ztrata
tumor supresoru PTEN jako prediktor dobré odpovédi na inhibici PARP (Brenner et al., 2011;
Mendes-Pereira et al., 2009).

Dale jsme identifikovali podskupinu PCa s rlznym stupném aberantné sniZzené exprese
Ci jeji ztraty u 53BP1, JMIJD1C a Rev7, které doposud nebyly u karcinomu prostaty studovany.
U téchto proteini byly popsany defekty u lidskych ,triple-negativnich” karcinomu prsu
(Bouwman et al., 2010; Watanabe et al., 2013; Xu et al., 2015). Jejich aberantni ztrata ma vliv
na rovnovahu mezi HR a NHEJ v opravé DSB, ¢imz zpUsobuji rezistenci k inhibitorlm PARP u na-
dorl s defektni HR, které jsou jinak velmi citlivé k inhibici PARP. Prezentované vysledky nasi
prace ukazuji, Zze vSechny tyto tfi proteiny vykazuji fokalni defekty u nékterych pripadl PCa.
Uplna ztrata exprese 53BP1 a JIMJD1C nebyla zaznamendna, nicméné aberantni ztrata Rev7 byla
pozorovana v pomérné velkych oblastech naddoru u malé ¢asti pripadl PCa (obrazek ¢. 12).
Proto se domnivame, Ze aberantni redukce i ztrata téchto faktord, zvlasté Rev7, mohou
reprezentovat jednu z prekdziek nové cilené terapie PCa inhibitory PARP. Mimoto jsme
zaznamenali, Ze nadory v nasi kohorté byly primarni léze PCa, pficemzZ u nékterych pacient( se
nasledné vyskytly metastazy. Toto je stadium nejvhodnéjsi pro Ié¢bu inhibitory PARP (Mateo et
al., 2015), a to z toho davodu, Ze sekundarni PCa ¢asto vykazuji vice reparacnich defektd, které
jsou patrné jen ojedinéle u nddoru primarniho. Ddle predpokldddme, Ze zvySena exprese cyklinu
D1 a ztrata NKX3.1, které jsme zaznamenali v souboru nami vysetienych PCa, by také mohly byt
povazovany za mozné prediktory citlivosti k inhibici PARP. Vedle zakladni funkce v bunééném

cyklu mize cyklin D1 podporovat proces homologni rekombinace (Jirawatnotai et al., 2011;
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Bartek a Lukas, 2011) a NKX3.1 napomaha signalizaci ATM, kterd byla popsdna jako prediktor
odpovédi na inhibitory PARP (Bowen et al., 2013; Mateo et al., 2015; Helleday, 2016).

Zavérem lze Fici, Ze naSe studie pomdaha zmapovat genomovou nestabilitu a vliv oxida-
tivniho stresu ve vzniku a progresi PCa. Neddvno byl pro klinické pouzZiti schvalen prvniinhibitor
PARP Lynparza (olaparib), ktery vykazuje slibné vysledky i v 1é¢bé metastatickych karcinom(
prostaty rezistentnich k antiandgrogenni terapii (Kim et al., 2015; Mateo et al., 2015). Nase
vysledky mohou byt cenné pro vybér vhodnych prediktivnich znak( pro moznou cilenou Ié¢bu

inhibitory PARP.

Nase dalsi studie zamérena na hodnoceni tkariové exprese kallikreini 7 a 11 spolecné
s PSA a PSMA prokazala snizené hladiny KLK7 v bunkach karcinomu prostaty v porovnani
s benignimi epiteliemi. Toto je v souladu se studii, kterd prokazala sniZzenou expresi KLK7 a jeho
inhibitoru antileukoprotedzy a také jejich negativni asociaci s Gleasonovym skérem (Xuan et al.,
2008). Rovnéz jsme zjistili nizsi expresi KLK11 v nddorové tkani, coz odpovida hladindm KLK11
v krevnim séru (Nakamura et al.,, 2003b). Ddle jsme prokdazali snizenou expresi PSA u PCa
v porovnani s BPH. Tento trend sniZujici se exprese PSA byl ddle patrny u nizce diferencovanych
karcinomu, coz je v souladu s jiz dfive publikovanymi studiemi (Weir et al., 2000; Erbersdobler
et al., 2009). Exprese PSMA byla u PCa vyssi, coz je také v souladu s dalSimi studiemi (Mhawech-
Fauceglia et al, 2007; Perner et al., 2007). Na druhé strané jsme neprokazali Zadnou statisticky
vyznamnou korelaci mezi Gleasonovym skére, stadiem nadorového onemocnéni ¢i PSA/PSMA
expresi. Nase vysledky ukazuji na mozny diagnosticky potencial KLK7/KLK11 u ¢asnych stadii
karcinomu, nicméné studie na vétSim souboru pacientll je nutnd pro lepsi zhodnoceni

klinického vyznamu i biologické role obou proteina.
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6. SOUHRN

Hlavnim cilem dizertac¢ni prace bylo pfispét k pochopeni vztahl mezi proteiny
zapojenymi do sloZitého mechanismu oprav poskozené DNA ve vyvoji a progresi karcinomu
prostaty. Provedli jsme imunohistochemickou analyzu exprese proteinli zapojenych do
regulace bunécného cyklu a proliferace (Ki67, cyklin A, cyklin D1, inhibitory CDK p16 a Rb
tumor supresor), proteinud regulujicich genomovou integritu (supresor p53, ATM kinaza a jeji
regulator NKX3.1, yH2AX, 53BP1, Rev7 a JMJD1C) a skupiny znak( oxidativniho stresu
(8-oxoguanin, NQO1, p53). Studovali jsme také dalsi nddorové supresory (PTEN, SMAD4
spolecné s p53, Rb a NKX3.1). Imunohistochemickou analyzu jsme provadéli u 103 pacientq,
pouzili jsme formaldehydem fixovanou tkdn prostaty zalitou do parafinovych bloka.
Pfedmétem vysSetfovani byly benigni hyperplazie prostaty, prostaticka intraepitelidlni
neoplazie a karcinom prostaty. Ddle jsme provedli genovou typizaci NQO1 pomoci RFLP
yrestriction fragment length polymorphism®. U &asti souboru byl pak vysetien status fuzniho

genu TMPRSS2-ERG pomoci interfazové fluorescencni in situ hybridizace a kvantitativni PCR.

Pozitivita barveni NQO1, 8-oxoguaninu, aktivovaného ATM, yH2AX, cyklinu D1, p53,
pl6, SPP1, jaderného PTEN a jaderného SMAD4 méla v prabéhu progrese nadorového
onemocnéni stoupajici tendenci, zatimco exprese Rb, Rev7, JIMJD1C a 53BP1 klesala. Exprese
cyklinu D1 vykazovala pozitivni korelaci s proliferaénim znakem Ki67, vékem pacientt i hla-
dinou sérového PSA. Rozsah aktivace odpovédi na poskozeni DNA byl posuzovan podle
exprese yH2AX. Tento znak byl pouze ojedinéle detekovan v burikdch BPH, narust jeho exprese
byl loZiskové pozorovan u PIN, u PCa jeho pozitivita v nékterych pfipadech dosahla 40-70 %
nadorovych bunék. Podobné trendy jsme zaznamenali také u aktivované ATM. Studovany
protein NKX3.1 jsme povaZovali za moZnou soucast mechanismu DDR. Pozorovali jsme u néj
trend s maximem exprese u BPH v porovnani s nizkou hladinou u PIN a PCa. Z nasich vysledku
vyplyva, Ze mechanismy signalizace poskozeni a opravy DNA jsou aktivovany v premalignich

|ézich prostaty a nasledné silnéji v nadorovych burikach karcinomu prostaty.

Dale jsme se zaméfili na oxidativni stres v procesu karcinogenenze a vysetfili jsme
8-oxoguanin a NQO1 protein, u kterého jsme také stanovili geneticky status, tedy jeho
variantu C609T variantu. Exprese 8-oxoguaninu a NQO1 vzrlstala od BPH pres PIN s maximem

u PCa. VSechny nddory u pacientl s homozygotnim TT genotypem NQO1 v pozici 609
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vykazovaly vypadek v imunohistochemickém barveni tohoto proteinu. U pacientl s homo-
zygotnim TT genotypem byla signifikantné nizsi exprese p53 v porovndni s heterozygotnim
a normalnim homozygotnim genotypem NQO1. Vysledky barveni ostatnich vySetfovanych
proteinl byly nezavislé na genotypu NQO1. Genetickd analyza neprokdzala Zadny vztah

genotypu NQO1 k prevalenci vzniku karcinomu prostaty.

DalSim cilem prace bylo zhodnotit vliv fixace na kvalitu a vysledky imunohisto-
chemického barveni. Nékteré vzorky z celkového poctu 103 byly fixovany roztokem 10%
formaldehydu standardnim postupem, nékteré jsme fixovali tzv. rychlou fixaci. U obou skupin
byla zhodnocena a porovndna exprese stejnych proteinl. Z vysledkd bylo zajimavé, Ze
histoskdre Rb a Ki67 bylo nizsi u tkani se standardni fixaci ve srovnani s fixaci rychlou, ale
procento pozitivnich bunék bylo nezménéné. Toto mohlo byt zpisobeno pomalou penetraci
formaldehydu do centralnich partii prostaty. U NQOZ1, cyklinu D1 a jaderného PTEN bylo jak
histoskére, tak procento pozitivnich bunék u standardni fixace vyssi. To mlZe souviset
s ischemickymi zménami pred fixaci tkané. Znak poSkozeni DNA 8-oxoguanin jsme analyzovali

pouze u pripadl s rychlou fixaci, kde pozitivné koreloval s hodnotami NQO1.

Dal$im z cil(i prace byla analyza kallikrein( 7 a 11 v benignich a nddorovych burikach
prostaty. U souboru 70 pacientl s diagnostikovanym karcinomem prostaty byla provedena
imunohistochemickd analyza, kterd prokazala snizenou expresi obou téchto proteind u PCa
v porovnani s BPH. Pozitivni korelace byla zaznamenana mezi KLK7 a KLK11, mezi jejich expresi
v PCa a BPH. Statisticky vyznamna korelace mezi KLK7 a KLK11 byla u hyperplazie, nikoli
v nadorové tkani. Paralelné bylo provedeno barveni PSA (KLK3) a PSMA, ale nepozorovali jsme

korelaci s expresi KLK7 a KLK11.

75



7. SUMMARY

The main objective of the dissertation was to contribute to the understanding of
relationships between proteins involved in the complex mechanism of DNA damage repair in
the development and progression of prostate cancer. We performed an immuno-
histochemical analysis of expression of proteins involved in cell cycle control and proliferation
(Ki67, cyclin A, cyclin D1, CDK inhibitor p16 and Rb tumor suppressor), proteins controlling
genome integrity (p53 suppressor, ATM kinase and its regulator NKX3.1, yH2AX, 53BP1, Rev7
and JMJD1C) and a group of oxidative stress markers (8-oxoguanine, NQO1 and p53). Other
tumor suppressors (PTEN, SMAD4 together with p53, Rb and NKX3.1) were also studied. The
immunohistochemical analysis was carried out in 103 patients using formaldehyde-fixed,
paraffin-embedded prostate tissue. The analysis focused on benign prostatic hyperplasia
(BPH), prostatic intraepithelial neoplasia (PIN) and prostate cancer. Furthermore, genotyping
of NQO1 was performed by restriction fragment length polymorphism. In some subjects, the
TMPRSS2-ERG fusion gene status was evaluated using fluorescence in situ hybridization and

quantitative PCR.

Whereas the positivity of staining of NQO1, 8-oxoguanine, activated ATM, yH2AX,
cyclin D1, p53, p16, SPP1, nuclear PTEN and nuclear SMAD4 tended to increase during the
progression of cancer, the expression of Rb, Rev7, IMID1C and 53BP1 decreased. Cyclin D1
expression was found to positively correlate with the proliferation marker Ki67, patient age
and serum PSA levels. The extent of activation of DNA damage response (DDR) was assessed
by expression of yH2AX. While this marker was only rarely detected in BPH cells, yH2AX foci
were elevated in PIN. In prostate cancer, 40-70% of tumor cells were positive in some cases.
Similar trends were noted for activated ATM. The studied protein NKX3.1 was considered
a potential part of the DDR mechanism. It tended to show maximum expression in BPH as
compared with low levels in PIN and prostate cancer. The results suggest that DNA damage
response pathways are activated in premalignant lesions of the prostate and, subsequently,

more strongly activated in prostate cancer tumor cells.

Additionally, we focused on oxidative stress in the process of carcinogenesis and
studied 8-oxoguanine and the NQO1 protein in which the genetic status was also determined,

that is, the protein-destabilizing C609T variant. The expression of 8-oxoguanine and NQO1
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was found to increase from BPH to PIN and to maximum levels in prostate cancer. All tumors
in patients with the homozygous variant TT genotype of NQO1 at position 609 lacked
immunohistochemical staining for this protein and significantly lower p53 expression. Patients
with the homozygous TT genotype showed significantly lower p53 expression compared to
the heterozygous and normal homozygous genotype of NQO1. Genetic analysis failed to show

an association between the NQO1 genotype and prevalence of prostate cancer development.

Another objective was to determine the effect of fixation on the quality and results of
immunohistochemical staining. Some of the 103 samples were fixed with 10% formaldehyde
solution using the standard procedure; in the others, the so-called rapid fixation was used. In
both groups, expression of the same proteins was assessed and compared. Interestingly, the
histoscores for Rb and Ki67 were lower in traditionally fixed tissues as compared with rapid
fixation but the percentages of positive cells were unchanged. This may be explained by slow
penetration of formaldehyde into the central parts of the prostate. In NQO1, cyclin D1 and
nuclear PTEN, both the histoscores and positive cell percentages were higher with standard
fixation. This may be due to ischemic changes prior to tissue fixation. The marker of DNA
damage 8-oxoguanine was analyzed only in cases with rapid fixation where it was positively

correlated with NQO1 levels.

Finally, the dissertation aimed at analyzing kallikreins 7 (KLK7) and 11 (KLK11) in benign
and tumor prostate cells. In 70 patients diagnosed with prostate cancer, an immuno-
histochemical analysis was performed that showed lower expression of the two proteins in
prostate cancer than in BPH. Positive correlations were noted between KLK 7 and KLK 11 and
their expression in prostate cancer and BPH. There was a statistically significant correlation
between KLK7 and KLK 11 in hyperplasia but not in tumor tissue. At the same time, staining
for PSA (KLK3) and PSMA was performed but no correlation with expression of KLK7 and KLK11

was observed.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AMACR

ASAP

ATM
ATP
ATR
ATRIP
BPH
BCH

Bcl2

BRCA1
CDK
CENP-C
DDR
DNA-PK
DSB
FASN
GOLM1
HMWCK
HR

IHC
IKKalpha

MDC1

alfa-metylacyl-CoA racemaza

atypicka proliferace malych Zlazek (atypical small acinar proliferation

suspicious for but not diagnostic of malignancy)
ataxia telangiectasia mutated kinase
adenosintrifosfat

ataxia telangiectasia and Rad3-related kinase
ATR interagujici protein

benigni hyperplazie prostaty

hyperplazie bazalnich bunék

genova rodina, nazev odvozen od ,B-cell lymphoma“ u jehoz bunék byly

poprvé popsany

gen/protein (BReast CAncer 1), lidsky tumor-supresovovy gen
cyklin-dependentni kindza

centromere protein C

DNA demage response (odpovéd bunky na poskozeni)

DNA protein kinaza

double strand break (dvouzetézcovy zlom DNA)

fatty acid synthase

Golgiho fosfoprotein

vysokomolekularni cytokeratiny, imunohistochemické barveni (34BE12)
homologni rekombinace

imunohistochemie

kindza z rodiny IKK

mediator of DNA demage checkpoint protein 1
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mMRNA
MYH
NER
NF-kb
NHEJ
PAP
PARP1
PARP2
PCa
PI3-K
PIN
PKB/Akt
pRb
PSA
PSMA
PTIP
RAD50
RAD51

RFLP

SSB
TNF
TOPBP1

TURP

mediatorova RNA

(MUTYH) glykosilaza zapojena do oxidativni DNA demage repair
nucleotide excision repair

nukledrni faktor kappa B

nehomologni spojovani koncd DNA (non-homologous end joining)
prostatickd kysela fosfataza

poly (ADP-ribose) polymeraza |

poly (ADP-ribose) polymeraza Il

karcinom prostaty (prostate carcinoma)
fosfatidyl-inositol-3-kinaza

prostatickd intraepitelovd neoplazie

protein kinaza B/Akt

retinoblastomovy protein

prostaticky specificky antigen

prostaticky specificky membranovy antigen

pax transcription activation domain interacting protein

DNA repair protein podilejici se na opravach dvouretézcovych zlom( DNA
DNA repair protein podilejici se na opravach dvouretézcovych zlomd DNA
restriction fragment length polymorphism

single strand break (jednoretézcovy zlom DNA)

tumor necrosis factor

DNA topoizomeraza 2-binding protein 1

transuretralni resekce prostaty
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ABSTRACT

The DNA damage checkpoints provide an anti-cancer barrier in diverse tumour types, how-
ever this concept has remained unexplored in prostate cancer (CaP). Furthermore, target-
ing DNA repair defects by PARP1 inhibitors (PARPi) as a cancer treatment strategy is
emerging yet requires suitable predictive biomarkers. To address these issues, we per-
formed immunohistochemical analysis of multiple markers of DNA damage signalling,
oxidative stress, DNA repair and cell cycle control pathways during progression of human
prostate disease from benign hyperplasia, through intraepithelial neoplasia to CaP, com-
plemented by genetic analyses of TMPRSS2-ERG rearrangement and NQOI1, an anti-
oxidant factor and p53 protector. The DNA damage checkpoint barrier (YH2AX, pATM,
p53) mechanism was activated during CaP tumorigenesis, albeit less and with delayed
culmination compared to other cancers, possibly reflecting lower replication stress (slow
proliferation despite cases of Rb loss and cyclin D1 overexpression) and progressive loss
of ATM activator NKX3.1. Oxidative stress (8-oxoguanine lesions) and NQO1 increased dur-
ing disease progression. NQO1 genotypes of 390 men did not indicate predisposition to CaP,
yet loss of NQO1 in CaP suggested potential progression-opposing tumour suppressor role.
TMPRSS2-ERG rearrangement and PTEN loss, events sensitizing to PARPi, occurred
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frequently along with heterogeneous loss of DNA repair factors 53BP1, JMJD1C and Rev7 (all
studied here for the first time in CaP) whose defects may cause resistance to PARPi. Overall,

our results reveal an unorthodox DNA damage checkpoint barrier scenario in CaP tumor-

igenesis, and provide novel insights into oxidative stress and DNA repair, with implications

for biomarker guidance of future targeted therapy of CaP.
© 2016 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights

reserved.

1. Introduction

Prostate cancer (CaP) is the most frequently diagnosed malig-
nancy in men and one of the major causes of cancer-related
death in developed countries (Siegel et al., 2014). There is
currently some uncertainty about the value of systematic
screening for prostate-specific antigen (PSA), reflecting an
ongoing debate on potential CaP overdiagnosis and over-
treatment with no major benefits in terms of overall patient
survival (Andriole et al., 2012; Schroder et al., 2014). Prostate
cancer develops as androgen-dependent and initially re-
sponds to androgen deprivation therapies, however, ulti-
mately the disease progresses into a hormone-independent
and largely incurable stage with metastases to the bones,
lung, brain or liver. Therefore, there is a pressing need for
better understanding of molecular mechanisms underlying
CaP progression to inspire discoveries and validation of
new treatment strategies. Among the key factors implicated
in CaP pathogenesis are genomic alterations such as the
TMPRSS2-ERG and related fusion oncogenes, loss of tumour
suppressors such as PTEN, p53 or NKX3.1, inflammation,
enhanced DNA damage and chromosomal instability
(Felgueiras et al., 2014).

Cellular DNA damage response (DDR) represents a dy-
namic network of proteins capable of detecting DNA lesions
and signalling their presence to numerous effector pathways
including cell-cycle checkpoints, regulation of transcription,
chromatin remodelling, DNA repair and cell death mecha-
nisms (Jackson and Bartek, 2009). Proper DDR is essential
for genome maintenance, organismal development and tis-
sue homeostasis, while DDR malfunction may lead to grave
pathological consequences such as neurodegeneration, im-
munodeficiency, premature aging or cancer (Kastan and
Bartek, 2004; Jackson and Bartek, 2009). During the early
stages of cancer development, the DDR machinery becomes
activated in response to oncogene-triggered replication
stress and ensuing DNA breaks, thereby providing an induc-
ible biological barrier against malignant transformation and
tumour progression (Bartkova et al., 2005; Gorgoulis et al.,
2005; Halazonetis et al., 2008). Such DDR activation can be
documented by immunohistochemical analyses of tissue
sections from human clinical specimens, with antibodies
against activated (phosphorylated) forms of checkpoint ki-
nases ATM, Chk1 and Chk2, phosphorylated histone H2AX
(YH2AX) and p53, as well as foci formation characteristic of
response to DNA double strand breaks (DSBs), such as those
of the 53BP1 protein (Bartkova et al., 2005; Evangelou et al.,

2013). The observed DDR activation is at its maximum in
the early, pre-invasive stages of human tumours yet it also
persists, at least in subsets of lesions at their fully developed
malignant stages (Bartkova et al., 2005, 2006; Gorgoulis et al.,
2005; Di Micco et al., 2006; Bartkova et al., 2010). The observed
partial decrease of the DDR activation in advanced tumours
likely reflects the selective pressure to bypass or inactivate
p53, ATM, Chk2 or other components of the DNA damage
checkpoints in the incipient cancer cells, as the fully opera-
tional DDR would otherwise induce cellular senescence or
death and thus block further progression of the tumour
(Bartkova et al., 2005, 2006; Gorgoulis et al., 2005;
Halazonetis et al., 2008). While the DDR barrier concept has
been well documented for diverse types of major solid tu-
mours derived from somatic cells, such as carcinomas of
the colon, breast, lung, urinary bladder or brain gliomas
(Bartkova et al., 2005, 2010; Gorgoulis et al., 2005; Evangelou
et al.,, 2013), it does not seem to apply for germ-cell tumours
(Bartkova et al., 2007, 2014). Most relevant for our present
study, the question to what extent is the DDR barrier model
applicable to prostate cancer pathogenesis has remained
largely unexplored.

Apart from oncogene-induced replication stress, oxida-
tive stress (reactive oxygen species) and the ensuing DNA
damage is another source of genomic instability in cancer,
a notion particularly relevant for prostate tumours that are
commonly associated with chronic inflammation (Sfanos
and De Marzo, 2012). One of the major factors involved in
cellular protection against oxidative stress is NQO1 (Siegel
et al, 1997, 2004; Beyer et al., 1996; Dinkova-Kostova and
Talalay, 2010), an enzyme that has also been implicated in
carcinogenesis, including stabilization of the p53 (Anwar
et al., 2003; Asher et al., 2001) tumour suppressor. NQO1-
deficient mice show reduced p53 induction and apoptosis,
increased susceptibility to chemically induced tumours
(Iskander et al., 2005; Long et al., 2000), and impaired NF-kB
function (Ahn et al., 2006). NQO1 C609T is a missense variant
that is homozygous in 4—20% of human population (Kelsey
et al., 1997). Cells with the homozygous NQO1 C609T geno-
type have no measurable NQO1 activity, reflecting the very
low levels of the NQO1 P187S protein, which is inherently
very unstable due to its rapid turnover via the ubiquitin pro-
teasome pathway (Siegel et al., 2001). We previously reported
this variant as a strong prognostic and predictive factor in
breast cancer (Fagerhorlm et al., 2008). Although NQO1 status
has not been directly linked to prostate carcinogenesis
(Steiner et al., 1999) here we wished to analyse the patterns
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of NQO1 during the course of prostate tumorigenesis, along
with assessment of a spectrum of other proteins involved
in the maintenance of genome integrity (checkpoint signal-
ling and DNA repair), and 8-oxoguanine, an indicator of
oxidative DNA lesions detectable directly in archival clinical
specimens.

Another major motivation to carry out our present ana-
lyses was the emerging notion that defects in the DDR ma-
chinery, particularly those in some DNA repair pathways,
represent vulnerabilities that can be effectively targeted by
innovative cancer treatments. Possibly the best example of
such treatment strategy is the application of small molecule
inhibitors of PARP1 (Poly (ADP-Ribose) Polymerase-1), an
enzyme that participates in several functions within the
DDR network, and whose inhibition is highly toxic to cells
that are defective in homologous recombination (HR) repair,
such as cancer cells with mutant BRCA1 or BRCA2 repair
genes (Lord and Ashworth, 2012). This concept, known as
‘synthetic lethality’, reflects selective killing of cells with a
defective pathway (here HR) by inhibition of a complemen-
tary/redundant function (here PARP1 activity). Very relevant
to prostate cancer, recent studies suggested that also some
other features of cancer cells may sensitize to PARP inhibi-
tors (PARPi), including aberrant transcription due to the
androgen-driven occurrence of fusion oncogenes such as
TMPRSS2-ERG (Brenner et al., 2011), or loss of the PTEN
tumour suppressor (Mendes-Pereira et al., 2009). Despite
their promise, and recent approval of the first PARPi for clin-
ical cancer treatment, both in the USA and Europe, there are
also emerging aberrations that can cause enhanced resis-
tance to PARPi in cancers that are otherwise inherently sen-
sitive, such as those with mutant BRCA1. The latter scenario
is often referred to as ‘synthetic viability’, enhancing fitness
of cancer cells by a secondary mutation in a certain context,
here the lack of BRCA1 function. Among examples of syn-
thetic viability in BRCA1-defective tumours, several of which
have been identified in our laboratory, are loss of factors
involved in regulation of DSB repair by HR versus non-
homologous end joining (NHE]), including 53BP1 (Bouwman
et al, 2010), Rifl (Zimmermann et al, 2013), JMJD1C
(Watanabe et al., 2013) or Rev7 (Xu et al., 2015). We have
also documented that several of these factors are aberrantly
lost or their abundance decreased in subsets of human breast
carcinomas, especially those of the so-called triple-negative
type (Bouwman et al., 2010; Watanabe et al., 2013; Xu et al.,
2015) that have been regarded as promising for personalized
treatment by PARPi (Anders et al., 2010). On the other hand,
prevalence of potential aberrations of these DDR proteins re-
mains unknown in prostate cancer, a gap in our knowledge
that we wished to fill by our present study. Such analyses
are even more desirable at present, as the most recent Phase
I clinical trial showed high rate of positive responses to
PARPi among prostate cancer patients whose metastatic tu-
mours were no longer responding to standard treatments
(Mateo et al., 2015). Overall, with this work, we hoped to pro-
vide insights into both patho-biology of CaP progression (sta-
tus of DDR activation, oxidative stress, tumour suppressors),
as well as information about prevalence of candidate bio-
markers of response to PARPi treatment, both in terms of
predicted enhanced sensitivity (occurrence of TMPRSS2-

ERG fusions, defective PTEN) or resistance (decrease or loss
of 53BP1, JMJD1C or Rev7).

2. Material and methods
2.1. Patients

The immunohistochemistry cohort study included 103
randomly selected patients with prostate cancer diagnosis,
who underwent radical prostatectomy at the University Hos-
pital in Olomouc between years 2003 and 2011. One of the
two subsets of our cohort from this pathology database con-
sisting of 68 patients from the years 2003 and 2010, was in
the form of the archived material of prostate tissue stored as
paraffin blocks, and fixed by standard procedures. Samples
from 35 patients obtained between 2010 and 2011
include prostate tissue that was fixed in small pieces (see
below and Table 1). NQO1 genotype was assessed in blood
samples from 390 men (see below and Table 3). This study
was approved by the ethical committee of the Faculty of Med-
icine and Dentistry, Palacky University.

2.2. Tissue processing and immunohistochemical
staining and scoring

It is known that the method of fixation, that is, its duration
and the fixation solution used, is very important in tissue pro-
cessing and may influence results of examination methods
such as PCR or immunohistochemistry (Howat and Wilson,
2014). In the standard procedure, the entire prostate, after its
surgical removal, is immersed in 10% formaldehyde solution
for 24-h fixation. Then it is prepared for histological

Table 1 — Patient cohort whose tumours were examined by

immunohistochemistry (N = 103; distribution of the 35 samples
processed by optimized ‘fast fixation’ is indicated in parentheses).

Characteristic range/Number of patients

Age 51-60 61-70 71-81

32 (5) 56 (24) 15 (6)
Serum PSA (ng/ml) <4 4-10 >10

15 (4) 59 (23) 29 (8)
Gleason scores <7 7 >7

28 (8) 51 (21) 24 (6)
Cancer stages pT2a-c pT3a-b pT4

80 (29) 20 (5) 3 (1)
Risk groups low intermediate high

24 (8) 41 (16) 38 (11)
NQO1 Genotype cC CT TT

9 (6) 13 (5) 5 (4)

Cancer stages were evaluated as localized (pT2) and advanced (pT3
and pT4).

Risk categories were determined based on both clinical and patho-
logical data: low (pT1—T2a, GS < 6 and PSA < 10 ng/ml), intermedi-
ate (at least one of the following: pT2b-c, GS = 7, or
10 < PSA < 20 ng/ml) and high (at least one of the following:
pT3—T4, GS > 7, or PSA > 20 ng/ml).

See Table 3 for genotype details.
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1.000

0.023
—0.041
-0.218
—0.448
—0.260
—0.281
-0.167

0.028 —0.187 0.092

0.198
-0.176

0.008
—0.023

—0.086
-0.177
—0.146

-0.114
—0.118
—0.208
—0.009
-0.273

—0.145

PTEN
Ki67
PSA
pl6

1.000
0.211

0.506 0.004

0.369

0.330
—0.123
-0.113

0.126

1.000
0.157
—0.080
-0.117
—0.245
—0.081

0.220
0.068
—0.006
—0.036

0.088

0.014

0.560
0.009

1.000
0.259

0.235

0.133
—0.006
—0.060
—0.063
—0.092

0.126
—0.078
—0.022
—0.017

0.027 0.165

—0.257
—0.027

1.000
0.076

0.048
—0.150
—0.041
—0.041

0.208
0.146
0.107
0.224

0.054

0.021

NKX3.1
gH2AX
PATM

1.000
0.763
—0.007
—0.209
—0.115

0.018

0.303

0.125

0.115

1.000
0.004
-0.210
—0.058

0.140
0.553

0.128

0.042

0.257
—0.078

0.175
—0.076
—0.104
—0.046

0.203
-0.176
—0.256
—0.131

0.017
—0.154
-0.121

1.000
0.410

0.253

0.110
0.208
0.293

0.108
0.201

53BPP1

1.000
0.360

0.424

0.087

0.140
0.135

0.092 0.263
—0.059

—0.254

0.314
0.140

0.223
—0.135

0.111

—0.065

JMJD1C
Rev7

1.000

0.221

0.325

0.314

0.183

0.017

examination. It commonly happens, especially if the prostate
is large, that its central parts are poorly fixed even after 24-h
fixation period, and such areas may undergo degenerative
changes. To control for such unwanted fixation bias, a
different approach to fixation was used in subset of samples
(n = 35) to assess the effect of more optimal fixation on immu-
nohistochemistry (IHC) staining results. In the latter protocol,
the surgically removed prostate was measured and anno-
tated; the apex and base were removed and subsequently
divided into the right and left halves. The remaining tissue
was divided into the right anterior and posterior quadrants
and the left anterior and posterior quadrants. Then each pros-
tate part was put in a separate labeled container with 10%
formaldehyde and fixed until the following day. When immu-
nohistochemistry results obtained with sections from the
same prostate yet fixed in the two ways indicated above
were compared, histoscores (see below for histoscore calcula-
tion) for Rb and Ki67 (both p < 0.01), but not percentage of cell
positivity, were decreased in those tissues exposed to stan-
dard fixation as compared to the modified fixation protocol
of small tissue pieces. On the other hand, both histoscore
and percentage of cell positivity for NQO1, cyclin D1 and nu-
clear PTEN were increased in tissues with standard fixation
(p values for histoscores were p = 0.029, p = 0.049 and
p = 0.001, respectively). For consistency, data for these
affected proteins that are shown in Figures and Tables, are
calculated from the sub-cohort subjected to the small-piece
faster fixation, although similar results could be seen across
the entire cohort. In order to avoid any misinterpretation
due to delayed fixation, several proteins were analysed only
in the sub-cohort (n = 35) the tissues from which were subject
to the optimized fixation protocol in smaller tissue pieces
(Supplementary Table 1).

After evaluating the slides stained with hematoxylin-
eosin, for each patient three blocks with predominance of
benign hyperplasia (BPH), prostate intraepithelial neoplasia
(PIN), and cancer (CaP), respectively, were selected for further
study. The stage of disease progression was estimated accord-
ing to morphological criteria recommended by the World
Health Organization Classification of Tumours (Eble et al,
2004). Tissue sections of 5-um thickness were cut and sub-
jected to optimized, sensitive immunoperoxidase staining
protocols, performed either manually: using either the Vectas-
tain Elite kit and nickel enhancement procedure without nu-
clear counterstaining (Bartkova et al., 2005) or by the
Ventana Benchmark XT workstation, using a kit and DAB
Detection View (see Supplementary Table 1 for antibody list
and staining methods). Each stained tissue section was first
examined at a low magnification, and slice margins, as well
as potential areas of acute inflammation or necrosis were
excluded from the scoring. Within the areas of BPH, PIN and
CaP of each case, 3 microscope fields at the 200x magnifica-
tion (for each of the BPH, PIN and CaP stages) were randomly
chosen and carefully evaluated. In the slides stained with
the antibodies against nuclear proteins, the percentage of pos-
itive nuclei was counted from the overall 300 nuclei from each
of the structures of interest (hyperplasia, PIN and carcinoma,
respectively). For slides stained with antibodies against
largely cytosolic proteins, percentage of positive cells was
assessed by examination of at least 200—300 cells (in 2 cases,
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Table 3 — Frequencies of NQO1 genotypes and alleles.

N NQO1 genotype (rs1800566) Allele frequency
Pro187Pro Pro187Ser Ser187Ser Wild type Variant allele
609 CC 609 CT 609 TT C T
Prostate cancer 171 110 (64.3%) 56 (32.8%) 5 (2.9%) 276 (80.7%) 66 (19.3%)
Benign disease 219 149 (68.1%) 64 (29.2%) 6 (2.7%) 362 (82.6%) 76 (17.4%)
Sum 390 259 (66.4%) 120 (30.8) 11 (2.8%) 638 (81.8%) 144 (18.2%)

only some 200 cells in the BPH structures could be found,
while a minimum of 300 cells was examined in all other cases
and in all cases for the PIN and CaP stage). The staining inten-
sity for both nuclear and cytoplasmic antigens was scored as
follows: 0 — negative, 1 — weak, 2 — moderate, 3 — strong
signal. Histoscore was then calculated as percentage of cell/
nuclear positivity multiplied by staining intensity, resulting
in histoscore values ranging from 0 (minimum) to 300
(maximum). In the vast majority of cases (all but 2 specimens)
300 cells were examined for each of the stages. For 2 patients,
the specimens contained enough PIN and CaP regions to eval-
uate 300 cells but only a small region of BPH that was sufficient
for only 200 cells to be evaluated.

2.3. NQO1 genotyping

DNA samples were genotyped using a restriction fragment
length polymorphism (RFLP) assay reported earlier
(Fagerholm et al., 2008). Briefly, PCR amplicon (279 bp; forward
primer 5 — CCT GAG GCC TCC TTA TCA GA — 3/, reverse
primer 5 — AGG CTG CTT GGA GCA AAATA — 3') was designed
to contain one Hinfl restriction site specific to the C609T allele.
After digestion according to the enzyme manufacturer’s in-
structions (New England BioLabs), PCR products containing
the C609T allele are cleaved into fragments of 152 and 127
base pairs, readily distinguishable on regular 2% agarose
gels, whereas wild-type amplicons remain intact. EtBr was
used for staining the PCR products.

2.4. TMPRSS2-ERG status

In a subset of patients (N = 12, Kolar et al., 2014), presence of
the chromosomal rearrangement at 21922 was evaluated by
interphase fluorescence in situ hybridization using Poseidon
TMPRSS2-ERG (21q22) Del, Break, TC Probe (Kreatech Diagnos-
tics). Additional patients were evaluated by quantitative PCR.
With respect to the potential adverse effect of delayed fixation
in large pieces of tissue (see section 2.2 above), the TMPRSS2-
ERG status as examined by PCR was evaluated only in the
smaller cohort of patients (in 31 of the 35 samples) processed
with the optimized faster fixation protocol of smaller tissue
pieces. RNA was isolated from paraffin sections by RNeasy
FFPE Mini Kit (Qiagen), quantified by Nanodrop, preamplified
by Whole Transcriptome Amplification Kit (Sigma—Aldrich)
and subjected to qPCR with specific primers and probes
(TMPRSS2-ERG: forward CTG GAG CGC GGC AGG AA, reverse
GTC CAT AGT CGC TGG AGG AG, probe Cy5-TGA GTG AGG
ACC AGT CGT TG-BHQ2; POLR2A: forward CAA GTT CAA

CCA AGC CAT TG, reverse CCA GCA TAG TGG AAG GTA TTC
A, UPL probe No. 87; LightCycler480, Roche). Samples with un-
detectable POLR2A were considered as non-evaluable. In total,
10 patients were classified as TMPRSS2-ERG positive and 18 as
negative (8 positive and 11 negative within the fast fixation
cohort).

2.5.  Statistical analysis

Relationships among expression of the analysed proteins,
NQO1 genotype and clinicopathological parameters were sta-
tistically evaluated using Statistica 12 software. Paired sam-
ples were assessed by Wilcoxon signed rank test while
different subgroups were compared either by Mann—Whithey
or Kruskal-Wallis test. Correlations were evaluated by
Spearman correlation test.

3. Results

3.1.  Markers and general trends of dynamic alterations
during CaP progression

To assess disease progression-related dynamics of potential
alterations in several important pathways governing patho-
biology and genome (in)stability of CaP, we examined a total
of 17 distinct antibody-defined markers (Supplementary
Table 1) in benign prostate hyperplasia (BPH), PIN and CaP le-
sions from a cohort of prostate cancer patients (Table 1). The
markers studied here were selected to characterize aspects
of the lesions including cell proliferation and cell cycle control
(Ki67, cyclin A, and the key components of the RB pathway:
cyclin D1, CDK inhibitor p16 and Rb tumour suppressor),
genome integrity control (p53 tumour suppressor, ATM kinase
and its regulator NKX3.1, general DNA damage signalling
marker yH2AX, and DNA repair factors: 53BP1, Rev7 and
JMJD1C), oxidative stress parameters (8-oxoguanine lesions
and the anti-oxidant factor NQO1, along with p53), as well as
the most CaP-relevant oncogene (TMPRSS2-ERG fusion) and
tumour suppressors (PTEN and its related Smad4, along with
P53, Rb and NKX3.1). While most of the parameters will be pre-
sented and evaluated in detail in the subsequent sections of
the Results devoted to specific areas of CaP biology, here we
mention some of the general trends related to disease pro-
gression, and comment on the Rb pathway and proliferation
rate. In general, immunohistochemically assessed expression
of NQO1, 8-oxoguanine, activated ATM (phospho-ATM),
yYH2AX, cyclin D1, p53, p16, SPP1, nuclear PTEN and nuclear

10.1016/j.molonc.2016.02.005
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Figure 1 — Expression of selected proteins in benign hyperplasia (BPH), prostate intraepithelial neoplasia (PIN; LG, low-grade; HG, high-grade)
and prostate cancer (CaP). Low and high-grade PINs were distinguished for indicated proteins. Percentage of positive cells is shown for Rb
protein. Box-plots represent median, 25%—75% percentiles and range of values. Expression of all proteins were significantly different between

tumour and benign areas (p < 0.001; comparisons to PIN are available in Supplementary Table 2).
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Smad4 were mostly increasing during the disease progression,
while abundance of Rb, Rev7, JMJD1C and 53BP1 were
decreasing  (Figure 1, Supplementary Figure 1A,
Supplementary Table 2). Significant correlations were found
between some pairs or among groups of the studied markers
(Table 2) and these relationships as well as the pathogenetic
relevance will be discussed in the following paragraphs. In
the G1/S regulatory Rb pathway, levels of the oncogenic cyclin
D1 increased from benign hyperplasia through PIN to the
highest levels seen at the CaP stage, whereas Rb showed the
opposite trend with CaP stage marked by the highest fre-
quency of Rb loss (Figure 1). Consistent with previous studies,
the CDK4/6 inhibitor p16 was barely detectable in benign hy-
perplasia, elevated in the PIN lesions, and reached maximum
at the CaP stage (Figure 1). Aberrant decrease or loss of Rb
correlated with increased abundance of p53, the pattern often
reflecting protein stabilisation due to missense mutations of
p53 (Iggo et al., 1990; Bartek et al., 1990). Furthermore, cyclin
D1 expression correlated positively with Ki67 (general prolif-
eration), with patients’ age and serum PSA level (a commonly
used marker of androgen receptor signalling), the latter also
correlating with the age of the patients. Inspired by a 4-
marker signature of aggressive CaP (PTEN, Smad4, cyclin D1
and SPP1; Ding et al., 2011) we analysed also osteopontin (alias
SPP1, secreted phosphoprotein 1), an important cytokine
affecting cancer progression (Shevde and Samant, 2014).
SPP1 was increased in PIN and CaP which is in line with its
role in tumour microenvironment, however we did not
observe any correlation with other markers in our study
(data not shown).

Finally not surprisingly for a CaP cohort, yet very relevant
for the context with other markers, the overall proliferation
rate deduced from the percentage of cells positive for the
Ki67 marker was generally low (around 10% of cancer cells
at the CaP stage). In addition, the fraction of S/G2 phase cells,
as judged by cyclin A positivity, was even much lower than
Ki67, within the range of 1-5% of cancer cells (data not
shown), suggesting that most of the Ki67-positive tumour cells
are in the G1 phase.

Overall, we conclude that the proliferation rate of the le-
sions is generally very low and, more importantly, that the
expression patterns of most of the examined markers show
dynamic changes during progression of the disease from the
benign lesions towards full malignancy.

3.2. DNA damage signalling barrier

One of the key issues, we wished to address in this study, was
the extent and timing of potential DNA damage signalling
activation during CaP progression, as a sign of the endoge-
nous DNA damage response barrier against tumour progres-
sion analogous to other major solid tumours (Halazonetis
et al., 2008). The level of DNA damage signalling, judged
from the staining patterns of YH2AX as a general marker of
active DDR kinases such as ATM or ATR, was detectable in
a small fraction (around 2%) of cells at the BPH stage, usually
increased several fold at the PIN stage of the same patient,
and was highly variable, in a few cases even reaching
40—70% of positive tumour cells at the CaP stage. The graph-
ical summary of the data is presented in Figure 1, and

examples of immunohistochemical staining for YH2AX are
shown in Figure 2A, along with aberrantly enhanced abun-
dance of p53 protein, the major downstream effector of
DDR signalling. Furthermore, we observed a very similar
trend to that seen for yH2AX also for the activated,
serine1981-phosphorylated form of ATM (pATM), the major
kinase responsible for histone H2AX phosphorylation,
increasing from BPH through PIN towards the CaP stage
(Figures 1 and 2B, top images). Indeed, among all the bio-
markers tested in our present study, YH2AX and pATM corre-
lated most closely with each other (Table 2). Another aspect
of DDR activation, especially response to DNA double strand
breaks (DSBs) is the characteristic formation of so-called nu-
clear foci that mark accumulation of DDR proteins such as
53BP1 in the DSB-flanking chromatin (Lukas et al., 2011).
Indeed, focal nuclear staining was apparent at closer inspec-
tion of slides stained for YH2AX and 53BP1, at least in some
tumour cell nuclei (Figure 2B, lower images). Despite the
detectable DDR activation, however, the overall extent of
such signalling was clearly below that seen in other major
solid tumour types, and the maximum was seen later during
CaP progression. This intriguing difference can be exempli-
fied by an overall graphical comparison of the extent of
DDR signalling activation in CaP versus urinary bladder
tumour progression (Bartkova et al., 2005), depicting subsets
of cases with at least 10% of yH2AX-positive tumour cells
(Figure 2C).

Regarding clinicopathological parameters, aberrantly
enhanced expression of p53 and positivity for the proliferation
marker Ki67 were significantly higher in tumours with Glea-
son score 4 + 3 or worse (Figure 2D). Furthermore, overabun-
dant p53 (the highest levels of which likely reflect missense
mutations of the p53 gene) was also higher in the advanced
CaP tumours in comparison with the localized ones
(Figure 2D).

Given that loss of the NKX3.1 is one of the characteristic
features of CaP, and that one of the emerging functions of
this tumour suppressor is a positive regulation of ATM kinase
activation (Bowen et al.,, 2013), we regarded the status of
NKX3.1 as a potential component of the DDR barrier mecha-
nism. While the patterns of NKX3.1 were variable, there was
a clear trend of maximum protein detection at the BPH stage,
compared to generally aberrantly lower levels in both PIN and
CaP lesions. The graphical summary of these results is pre-
sented in Figure 1 (bottom right graph) and representative ex-
amples of immunohistochemical staining patterns for NKX3.1
shown are shown in Figure 2E. Last but not least, since both
the DDR checkpoint signalling and the p16 tumour suppressor
can induce cellular senescence, we also considered p16 in the
context of the potential anti-tumour barriers. As briefly
mentioned in section 3.1, abundance of p16 was increasing
from BPH, through PIN to maximal levels in CaP lesions.
Notably, this trend is overall reminiscent of the increasing
DDR signalling, and examples of pl6 staining patterns at
various stages of CaP progression are shown in Figure 2F.
What was also apparent at closer inspection, however, was
that at both the PIN and the CaP stages, p16 expression was
often heterogeneous and completely missing in some tumour
areas (Figure 2F, far right), possibly reflecting focal loss of this
tumour suppressor.

10.1016/j.molonc.2016.02.005

Please cite this article in press as: Kurfurstova, D., et al., DNA damage signalling barrier, oxidative stress and treatment-relevant
DNA repair factor alterations during progression of human prostate cancer, Molecular Oncology (2016), http://dx.doi.org/



http://dx.doi.org/10.1016/j.molonc.2016.02.005
http://dx.doi.org/10.1016/j.molonc.2016.02.005
http://dx.doi.org/10.1016/j.molonc.2016.02.005

8 MOLECULAR ONCOLOGY XXX (2016) 1-16

H2AX >

p53
|
|

@)

% yH2AX +ve cases

30
20
0 ﬂ
0

PIN CaP Ta T1-4
prostate bladder

D 180 35 180 180
160 P93 Ki67 160 p53 0 Rev7
30
140 140 o
25
120 120
% 120
100 o ©100 o
Hd 20 &
g o é g 100
2 80 7 S &0 2
Y= 15 o
® 60 o % 60 ® m
< ES = < 60
40 - 10 40
20 20 40
5
0
p =0.004 p =0.005

<3+4 2443 <3+4 2443

Figure 2 — DNA damage response as an anticancer barrier in prostate cancer. Increasing genotoxic stress from BPH to PIN and CaP is illustrated
by YH2AX, p53 and phospho-ATM staining (A and B). Strong p53 positivity may indicate p53 mutation (A, far-right image). Nuclear foci of



http://dx.doi.org/10.1016/j.molonc.2016.02.005
http://dx.doi.org/10.1016/j.molonc.2016.02.005
http://dx.doi.org/10.1016/j.molonc.2016.02.005

MOLECULAR ONCOLOGY XXX (2016) 1-16 9

O p53BPH y

s T p53LGPIN .
S a

2 B p53HGPIN 1

Z 40 B ps3car ]

™ 30 0 i

8 20 1

10! [ T 1

o F O {1 ﬁ O O a a o & i

NQO1 genotype: CC CT TT

Figure 3 — Oxidative stress and NQO1 in prostate cancer. Both 8-oxoguanine and NQO1 increase from BPH to PIN and CaP (A; different
staining method is shown in upper panel of B). All tumours from patients with the genetically confirmed NQO1 variant homozygote genotype (T'T
at position 609) lacked detectable NQO1 protein (A, the third image in the lower panel; B, far-right image in the upper panel). Notably, we found
several large NQO1 protein-negative areas in tumours from patients with the heterozygous (CT) genotype, a phenomenon that was particularly
apparent in the immunoperoxidase-stained sections without nuclear counterstaining, where the stromal blood vessels showed clear NQO1
positivity (arrows) in contrast to surrounding negative cancer cells (A, far-right image in the lower panel). Whereas expression of the other protein
markers examined in our present study remained apparently unaffected by the lack of NQO1, in one case the area-restricted lack of NQO1
correlated with the local loss of PTEN staining on parallel sections (B, the two bottom right images). Furthermore, strong perinuclear expression
of NQOL1 expression was observed in some patients (B, the two bottom left images). Scale bars represent 50 pm. Consistent with the role of NQO1
in protecting basal levels of p53 from proteolysis, tumours from patients with the homozygous TT variant of NQO1 featured significantly lower
expression of p53 in comparison with both heterozygous and normal homozygous NQO1 genotypes (Figure 3C, p < 0.005). Box-plots represent
median, 25%—75% percentiles and range of values.

H2AX and 53BP1 as markers of DNA damage response activation in CaP (B). The overall extent of DDR signalling is less pronounced in CaP
than in other somatic tumour types (e.g. bladder cancer), and it culminates at the malignant, rather than pre-malignant stage. (C). Higher Gleason
score was associated with stronger staining of p53 (probably mutated) and faster proliferation (assessed by Ki67). Enhanced p53 and, more

importantly, decreased Rev7 staining were observed in advanced CaP compared to localized ones (D). Complete (NKX3.1) and partial (p16) loss of

tumour suppressors can be observed in invasive CaP (E and F). Scale bars represent 50 pm.
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Figure 4 — Effect of TMPRSS2-ERG status. Expression of PTEN was significantly lower, while NQO1 and nuclear Smad4 had a trend towards
higher expression in tumours with positive TMPRSS2-ERG (A). Tumours with positive TMPRSS2-ERG and low PTEN (histoscore less then
160) had a trend to a higher proliferation compared to other combination of fusion status and PTEN expression (B). Box-plots represent median,

25%—75% percentiles and range of values.

We conclude that the DNA damage checkpoint signalling is
indeed activated in human prostate premalignant lesions and
even more so in subsets of CaP lesions. On the other hand, the
overall extent of DDR signalling is less pronounced than in
other somatic tumour types such as carcinomas of the urinary
bladder and colon (Bartkova et al., 2005), lung carcinomas
(Gorgoulis et al., 2005), or gliomas (Bartkova et al., 2010), and
it culminates at the malignant, rather than pre-malignant
stage, a pattern that is consistent also with the lower fre-
quency of p53 overexpression (mutation) in CaP. The potential
mechanisms and significance of these results including the
apparent presence of DSB foci that we observe, will be consid-
ered in a broader context and more details in the Discussion
section.

3.3. Oxidative stress and NQO1

Chronic inflammation and oxidative stress are among the
hallmarks of CaP, and such conditions can also contribute to
genomic instability. To gain a better insight into the kinetics
and extent of oxidative stress in the course of human prostate
tumorigenesis, we next examined 8-oxoguanine (8-oxoG, a
key oxidative DNA lesion) and the status of NQO1, a cytopro-
tective enzyme of major importance in combating oxidative
stress and a factor that stabilizes p53 (Dinkova-Kostova and
Talalay, 2010) by immunohistochemistry in our cohort of 103
prostatic lesions. In addition, we also established the genetic
status of NQO1 with respect to its protein-destabilizing poly-
morphism (C609T variant) as a candidate
predisposing or -promoting factor in the blood of a control
cohort of 390 men (Table 3).

Our immunohistochemical analysis showed that abun-
dance of 8-0xoG as well as NQO1 was increasing from BPH,
through PIN to CaP stages (see summary graphs in Figure 1).
While both markers localized mainly in the cytoplasmic
compartment of tumour cells (Figure 3A, B), nuclear positivity
was also detectable and in a few cases, NQO1 was

cancer-

predominantly perinuclear (Figure 3B and data not shown).
Consistent with their mutual functional link we also found a
positive correlation between increasing NQO1 and 8-oxoG
(Table 2). As expected, all tumours from patients with the
genetically confirmed NQO1 variant homozygote genotype
(TT at position 609) lacked detectable NQO1 protein (see exam-
ples in Figure 3A, B). Notably, however, we also found several
large NQO1 protein-negative areas in tumours from patients
with the heterozygous (CT) or wild-type homozygous (CC) ge-
notype (see Figure 3A, B for examples), a phenomenon that
was particularly apparent in the immunoperoxidase-stained
sections without nuclear counterstaining, where the stromal
blood vessels showed clear NQO1 positivity in contrast to sur-
rounding negative cancer cells (Figure 3A, far-right image).
Whereas expression of the other protein markers examined
in our present study remained apparently unaffected by the
lack of NQO1 (see Supplementary Figure 1B for an example
of parallel sections stained for NQO1 and 53BP1, respectively),
in one case the area-restricted lack of NQO1 correlated with
the local loss of PTEN staining on parallel sections
(Figure 3B, the two bottom right images). Notably, the area
was positive for the other markers examined on parallel sec-
tions, thereby excluding false negative results for NQO1 and
PTEN due to fixation problems or tissue necrosis. Further-
more, consistent with the role of NQO1 in protecting basal
levels of p53 from proteolysis, tumours from patients with
the homozygous TT variant of NQO1 featured significantly
lower expression of p53 in comparison with both heterozy-
gous and normal homozygous NQO1 genotypes (Figure 3C,
p < 0.005). Patterns of other examined proteins were unaf-
fected by the NQO1 genotype, further supporting the intimate
functional relationship between NQO1 and p53. There was no
association of NQO1 expression with clinicopathological pa-
rameters (serum PSA, Gleason score, or risk groups).

Our genetic analysis of NQO1 status in the cohort of 171
CaP patients and 219 healthy men did not reveal any increased
prevalence of the variant NQO1 genotype with prostate cancer
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(Table 3). These results do not support a role of NQO1 'insuffi-
ciency‘ in genetic predisposition to prostate cancer, at least
not in the population of men in the Czech republic studied
here. On the other hand, the NQO1 protein expression data
that we obtained suggest a potential contribution to oxidative
stress response and CaP progression (see Discussion for more
details on the potential relevance and implications of these
findings).

3.4.  Treatment-relevant aberrations in DNA repair

Treatment with PARP inhibitors takes advantage of certain
cancer-predisposing or —promoting abnormalities in the
DDR machinery, particularly status of proteins that impact
the choice of DNA repair pathway by deregulating the balance
of DSB repair through homologous recombination (HR) versus
non-homologous end joining (NHE]) mechanisms (Lord and
Ashworth, 2012). Motivated by emerging promising results
from clinical trials with PARPi in several types of malignancies
including castration-resistant CaP (Mateo et al.,, 2015), we
examined 5 markers that are likely to impact response to
PARPi in our CaP progression cohort. Two of these factors,
occurrence of the TMPRSS2-ERG fusion oncogene and loss of
the PTEN tumour suppressor have been extensively studied
and we chose these for comparison with the other markers
and due to their relevance for genome instability. On the other
hand, expression of the 3 chosen DNA repair proteins, 53BP1,
JMJD1C and Rev7, whose aberrant loss in certain genetic back-
grounds, as we recently showed for breast cancer (Bouwman
et al., 2010; Watanabe et al., 2013; Xu et al., 2015), can cause
resistance to PARPi, has not been examined in the context of
CaP so far.

Based on our genetic data for TMPRSS2-ERG, and immuno-
histochemistry analyses of PTEN and the 3 DNA repair pro-
teins, we found that fusion of TMPRSS2-ERG occurred in 42%
of tumours (Figure 5c), while expression of PTEN, 53BP1,
Rev7 and JMJD1C was decreasing during the progression
from BPH, through PIN to CaP (see Figure 1 and
Supplementary Figure 1A, for graphical overviews). The
TMPRSS2-ERG fusion was associated with lower expression
of PTEN and with a trend towards higher expression of
NQO1 and nuclear Smad4, a factor involved in PTEN-related
cellular signalling (Figure 4A). Furthermore, tumours positive
for TMPRSS2-ERG and low in PTEN expression (histoscore
below 160) showed a trend towards higher proliferation
compared to other combinations of the TMPRSS2-ERG fusion
status and PTEN expression (Figure 4B).

As to the overall patterns of the 3 repair proteins, 53BP1
and JMJD1C correlated with each other, while JMJD1C corre-
lated also with Rev7 (Table 2). Notably, the aberrant decrease
or loss of 53BP1, Rev7 and JMJD1C was heterogeneous, largely
evident in only patches of cancer cells, though for Rev7 such
apparent loss could affect very large areas of the tumour
(Figure 5A and B). The observed lack of these repair factors
was commonly restricted to only one of the proteins (see
Figure 5B for parallel sections of a CaP stained for the 3 factors,
with only Rev7 missing in the tumour area marked by the ar-
row) suggesting that such heterogeneous absence of these
repair proteins was selective and did not simply reflect some
tissue fixation problems or areas of necrosis, for example.

The summary of the data for the 5 markers, showing prev-
alence of the aberrant cases within our cohort of CaP tumours,
along with their potential impact on response to PARPi treat-
ment of cases deemed suitable for this emerging therapy, is
presented in Figure 5C. Functional ramifications and patho-
genetic as well as treatment-related relevance of these results
are discussed below.

4. Discussion

This study provides multiple insights into the dynamically
changing landscape of key factors implicated in genome
integrity control including DNA damage signalling and
repair, oxidative stress and cell cycle regulation during the
natural course of human prostate tumorigenesis. Apart
from complementing previous studies (Aparicio et al., 2011)
on CaP progression-related alterations of the Rb pathway
components (here cyclin D1, p16 and Rb), we wish to high-
light the conceptual advances and potential clinical rele-
vance of three separate yet related topics from the dataset
we present: i) DNA damage response activation as a candi-
date biological barrier against CaP progression; ii) Oxidative
stress and the role of NQO1; and iii) DNA repair-related aber-
rations in CaP relevant for the emerging treatment strategy
with PARP inhibitors.

First, based on the overall patterns of the DNA damage sig-
nalling markers yH2AX, pATM, focal pattern of 53BP1, and
accumulation of p53, we conclude that in the course of human
prostate tumour progression, the DNA damage checkpoint’
barrier’ indeed becomes activated. While this phenomenon
is conceptually broadly analogous to scenarios seen in pro-
gression of other somatic tumour types such as carcinomas
of the lung, breast, colon or urinary bladder (Bartkova et al,,
2005, 2010; Gorgoulis et al., 2005; Evangelou et al., 2013), we
would like to emphasize some unorthodox features of this
DDR barrier concept in prostate, distinct from other types of
malignancies (see e.g. the comparison with urinary bladder
tumours, Figure 2C). Such unorthodox aspects include the
overall lesser extent, and later culmination of the DDR signal-
ling during the progression from BPH and PIN, to culminate
only at the CaP stage. We propose that the biological basis
for this different DDR barrier scenario may reflect a combina-
tion of reasons, including the overall slower proliferation rate
(documented here by the low Ki67 scores and very low fraction
of S/G2 cells as revealed by cyclin A staining), possibly the low
expression of histone H2AX per se, as reported for prostate
luminal cells (Jaamaa et al., 2010), and also tumorigenic events
characteristic for CaP, such as the very frequent loss of NKX3.1
tumour suppressor whose function is normally required for
proper activation of the ATM kinase (Bowen et al., 2013). The
observed slow proliferation rate of prostate tumours is
furthermore likely to cause less replication stress compared
to other major malignancies. Indeed, replication stress is
commonly high in other types of tumours where it represents
the major source of endogenous DNA damage, thereby
inducing the DDR checkpoint barrier which consequently pro-
vides selective pressure to favour outgrowth of tumour clones
with mutant p53 (Halazonetis et al., 2008). This line of thought
appears consistent with the fact that the frequency of

10.1016/j.molonc.2016.02.005

Please cite this article in press as: Kurfurstova, D., et al., DNA damage signalling barrier, oxidative stress and treatment-relevant
DNA repair factor alterations during progression of human prostate cancer, Molecular Oncology (2016), http://dx.doi.org/



http://dx.doi.org/10.1016/j.molonc.2016.02.005
http://dx.doi.org/10.1016/j.molonc.2016.02.005
http://dx.doi.org/10.1016/j.molonc.2016.02.005

12 MOLECULAR ONCOLOGY XXX (2016) 1-16

>

53BP1

Rev7

Candidate biomarkers of response to PARPi

Biomarker gain/loss*  %** PARPi*** Reference
TMPRSS2-ERG  gain 42 sensitivity Brenneretal, 2011
ks PTEN loss 46 sensitivity Mendes-Pereira et al,, 2009
é 53BP1 loss 21 resistance Bowmanetal, 2010
Rev7 loss 42 resistance Xuetal, 2015
IMJD1C loss 7 resistance Watanabe et al., 2013

JMJD1C

*The observed loss of the protein markers was mostly only focal, heterogeneous
**Percentage of marker events in our cohort, see Methods for details
***Potential impact on response to PARP inhibition, deduced from the literature

Figure 5 — Potential predictive markers for prostate cancer therapy with PARP inhibitors. The aberrant decrease or loss of 53BP1 and Rev7 was
heterogeneous, largely evident in only patches of cancer cells (A, upper panel), though for Rev7 such apparent loss could affect very large areas of

the tumour (A, far-right image in the lower panel). The observed lack of these repair factors was commonly restricted to only one of the proteins (B,

parallel sections of a CaP stained for the indicated proteins with only Rev7 missing in the tumour area marked by the arrow) suggesting that such

heterogeneous absence of these repair proteins was selective and did not simply reflect some tissue fixation problems or areas of necrosis. The

summary of data for five potential predictive markers, showing prevalence of the aberrant cases within our cohort, along with their potential impact

on response to PARPi treatment (C).

missense mutations of the p53 gene is generally much lower
in CaP compared to most other carcinoma types. Indeed,
based on a recent meta-analysis of public cancer genetics da-
tabases the frequency of p53 mutations is only 17% in CaP
(Williams et al., 2014), and this parallels very closely the sub-
set of CaP cases (14%) which in our present study showed
high percentage of p53-positive cells, a feature that we
showed in the past was characteristic for stabilized mutant
p53 proteins (Iggo et al., 1990; Bartek et al., 1990). In this
context, we propose that the DDR checkpoint barrier is gener-
ally less active in CaP (our current results), hence causing less
pressure for checkpoint bypass, and thereby a lower ‘need’ to
select for p53 mutations than in other tumours. This overall

concept of the DDR barrier as a pressure selecting for p53 mu-
tations is further supported by testicular germ cell tumours,
which show hardly any evidence of the DDR barrier activation
and, consistent with our arguments, show an exceptionally
low p53 mutation rate (Bartkova et al., 2007, 2014). Also rele-
vant to this topic is the positive correlation between aberrant
loss of the Rb tumour suppressor and the high expression of
p53 (the ‘mutation pattern’) in our cohort (Table 2). Since
loss of Rb deregulates the G1/S controlling ‘restriction point’
(Bartek et al., 1996) and causes replication stress and DDR bar-
rier activation (Tort et al., 2006), we would predict that such
context should favour selection of p53-mutant cancer cells
in order to avoid DDR-evoked senescence or apoptosis that



http://dx.doi.org/10.1016/j.molonc.2016.02.005
http://dx.doi.org/10.1016/j.molonc.2016.02.005
http://dx.doi.org/10.1016/j.molonc.2016.02.005

MOLECULAR ONCOLOGY XXX (2016) 1-16 13

would prevent tumour growth, a notion supported by the cor-
relations between Rb loss and aberrant p53, and between
aberrant p53 and advanced/aggressive CaP stage, observed
in our present dataset.

The second major topic addressed here was the character
of progression-related changes in oxidative DNA lesions and
the role(s) of the major anti-oxidant’ enzyme NQO1 in predis-
position to, or progression, of CaP. At the genetic level, we
have not observed any association between NQO1 genotype
and CaP incidence which is in line with other studies of Cauca-
sian populations (Steiner et al., 1999; Ergen et al., 2007,
Steinbrecher et al., 2010; Stoehr et al., 2012). At the biomarker
level studied by immunohistochemistry, we found that both
NQO1 expression and 8-0xoG detection were increasing
from BPH to PIN and CaP, indicating an increase of oxidative
stress during carcinogenesis and a potential contribution of
NQO1 to genome integrity protection. Increased 8-0xoG with
age and in CaP has been found by different methods in tissues,
urine and serum (Malins et al., 2001; Miyake et al., 2004;
Kosova et al., 2014). Also, a role of NQO1 in blocking CaP pro-
gression has been recently proposed for the mouse TRAMP
CaP model (Thapa et al., 2014). Furthermore, NQO1 silencing
in CaP cells enhanced the levels of nuclear IKKalpha and NF-
kB while decreasing the levels of p53, leading to interactions
between NF-kB and p300 that reinforce cellular pro-survival
signalling (Thapa et al., 2014; Bouchal et al., 2011). The role
of NQO1 in protecting basal levels of p53 from proteasomal
degradation is well established (Dinkova-Kostova and
Talalay, 2010) and consistent with our present findings of
low p53 protein levels in patients with the homozygous
C609T variant genotype of NQO1 that basically eliminates
the function of NQO1 from such cells and tissues. What was
intriguing and not reported before was the total absence of
NQO1 protein in large tumour areas in which NQO1 was
clearly expressed in blood vessel endothelium. We observed
this scenario in several cases of CaP, and suggest that this
cancer-selective loss of NQO1 may reflect a pressure to miti-
gate the anti-tumour functions of NQO1, including its ability
to stabilize wild-type p53 as a critical component of the
cellular anti-cancer mechanism. In other words, we speculate
that such focal loss of NQO1 in advancing CaP lesions supports
the candidacy of NQO1 for a tumour suppressor whose loss
may facilitate tumour progression. This model is also consis-
tent with the fact that NQO1 attenuation fueled proinflamma-
tory signalling and promoted androgen-independent prostate
cancer cell survival (Thapa et al., 2014).

Last but not least, as prostate tumours feature extensive
chromosomal instability, and patients with CaP tumours har-
bouring defective DSB repair have recently shown promising
response to the emerging treatment with PARPi (Mateo et al.,,
2015), we wish to highlight our present results related to de-
fects in DSB repair factors and aberrations relevant for cellular
responses to PARPi, as candidate future predictive bio-
markers. Highly relevant for CaP is also the fact that PARP1
enzymatic activity is required for AR-driven gene expression
and ensuing CaP cell proliferation in the context of both hor-
mone therapy—sensitive and CRPC models of disease
(Schiewer and Knudsen, 2014). PARP1 also regulates the activ-
ity of ETS transcription factors in models of prostate cancer,

which is of clinical significance, given the high percentage of
prostate tumours that harbor fusions that put ETS expression
under the control of AR activity (as through the TMPRSS2—ERG
fusion) (Brenner et al., 2011). As such, regulation of both AR
and ETS transcription factors by PARP1 are now being
exploited in a clinical trial combining PARPi and an AR-
directed drug (abiraterone acetate) for patients with metasta-
tic CRPC (NCT01576172). Among the factors reported to sensi-
tize prostate cancer cells to PARPi is the most frequent
oncogenic TMPRSS2-ERG rearrangement and loss of the
PTEN tumour suppressor (Brenner et al, 2011; Mendes-
Pereira et al., 2009). Here, we have confirmed the occurrence
of these pathogenic events in sizeable subsets of CaP cases
in our cohort (Figure 5C), and showed that at least in terms
of PTEN loss, such aberrations may occur in a heterogeneous
manner within a given lesion, likely reflecting clonal evolution
of the advancing tumours. Notably, nuclear PTEN is important
for chromosome stability maintenance, regulation of DNA
replication and replication fork recovery (Shen et al., 2007;
He et al., 2015).

In addition, we have identified subsets of CaP cases with
various degrees of aberrantly reduced or lost expression of
DNA repair factors 53BP1, JMJD1C and Rev7, none of which
has been examined in CaP to date. The reason for analysing
these three repair proteins is that we previously found their
defects in cohorts of human triple-negative breast carcinomas
(Bouwman et al., 2010; Watanabe et al., 2013; Xu et al., 2015)
and showed that their aberrant loss impacts the balance be-
tween the HR and NHE] repair pathways, thereby causing
resistance to PARPi in HR-defective tumours which are other-
wise very sensitive to PARP inhibition. Our present work
established that all 3 proteins show some focal defects in sub-
sets of CaP cases, however a substantial loss of 53BP1 and
JMJD1C was not observed, a feature different from more pro-
nounced defects among triple negative breast cancers. This
difference is in fact hopeful for responses to treatment with
PARPi in prostate cancer patients, as the potential problem
of treatment resistance caused by extensive loss of 53BP1 or
JMJD1C is likely to be greater in breast cancer compared with
CaP. On the other hand, we did find aberrant lack of Rev7 in
large tumour areas in a small fraction of the tumours
(Figure 5). Therefore, we suggest that aberrant reduction or
loss of these factors, particularly of Rev7 might represent
one of the hurdles for the new targeted therapy of CaP with
PARP inhibitors. We furthermore note that tumours in our
cohort were primary CaP lesions and by the time metastatic
spread occurs, i.e. at the stage most relevant for PARPI treat-
ment (Mateo et al., 2015) at least some of the secondary CaP
clones may show more pronounced defects in the repair fac-
tors which show only patchy loss in the primary tumour. In
addition, we suggest that also overexpression of cyclin D1
and loss of NKX3.1, which both occurred in our cohort and
are frequent in CaP, should be considered as potential bio-
markers of response to PARPi, as cyclin D1 promotes HR
(Jirawatnotai et al., 2011; Bartek and Lukas, 2011) and NKX3.1
facilitates ATM signalling that is important for DNA repair
(Bowen et al., 2013).

Taken together, our current study helps to elucidate the
role of the genome integrity machinery and oxidative stress
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in the patho-biology of CaP. In addition, given that the first
PARPi called Lynparza (formerly olaparib) has recently been
approved for clinical use (Kim et al., 2015), and also showed
promise in treatment of a subset of castration-resistant meta-
static CaP (Mateo et al., 2015), our present findings can be of
value in future biomarker studies, especially related to tar-
geted treatment with the PARP inhibitors.
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Kallikrein-related peptidases 7 and 11 (KLK7/KLK11) share a high degree of structural similarity with PSA (KLK3) and
other KLKs. The aim of this study was to evaluate differences in KLK7/ KLK11 expression in paired cancer/benign prostate
foci and to determine possible associations with clinicopathological parameters.

Seventy archived paraffin-embedded tissue samples obtained from radical prostatectomy were stained for KLK7, KLK11,
PSA and PSMA and expression was evaluated semiquantitatively.

The results showed statistically significant differences for all studied proteins between BPH and CaP foci. Both KLK7
(P=0.026) and KLK11 (P<0.001) expressions were decreased in prostate cancer cells compared to normal/benign prostate
cells. Positive correlations were found for both KLK7 (Rs=0.74, P<0.001) and KLK11 (Rs=0.35, P=0.003) between CaP and
BPH. We found a statistically significant upregulation of KLK11 in advanced cases compared to localized ones (P=0.026).

For the first time, we report lower expression of KLK11 in CaP compared to BPH and slight upregulation of KLK11 in
advanced tumors compared to localized ones. Our observations support the diagnostic potential of KLK7/KLK11 for early
prostate cancers but further studies on larger cohorts are needed in order to validate the clinical value of these biomarkers
and clarify their biological role in prostate development and tumorigenesis.

Key words: kallikrein-related peptidases, KLK7, KLK11, prostate-specific antigen, prostate-specific membrane antigen, im-

munohistochemical analysis.

Prostate cancer (CaP) is the second most frequently
diagnosed cancer and the third most common cause of can-
cer-related deaths in men [1]. Determination of the prostate
specific antigen (PSA) also known as kallikrein-related pepti-
dase 3 (KLK3) [2] has improved the detection and awareness
of this malignancy. However, nonmalignant prostatic diseases,
especially benign prostatic hyperplasia (BPH), acute prostatitis
and prostate manipulations also cause serum PSA elevation,
resulting in high false-positive rates of detection. This compli-
cates the diagnosis of prostate cancer using PSA measurement
alone [3]. Efforts have thus been made to increase the diag-
nostic specificity of PSA using concepts such as free to total
PSA ratio (fPSA/tPSA), PSA velocity, PSA density and age
specific PSA ranges [4]. Recently, the more accurate phi test
(prostate health index) has emerged in clinical practice which
is a combination of serum tPSA, % free PSA and p2PSA ([-2]
proPSA isoform). Phi significantly increases the predictive

value and specificity for CaP detection as well as reduces the
number of negative biopsies within the tPSA range of the 2.5-
10 ng/ml, i.e. “grey zone” [5].

Kallikrein-related peptidases (KLK-genes, KLK-proteins)
represent a subgroup of the serine protease family consisting
of 15 members located at q13.4 of chromosome 19. KLKs are
tandemly arranged from centromere (KLK1, KLK15, KLK3,
KLK2) to telomere (KLK4-KLK14) and are mainly under
steroid hormone regulation [6, 7, 8]. The majority of kal-
likrein-related peptidases do not exhibit tissue specificity and
are co-expressed in various organs such as CNS, skin, breast
and almost all salivary glands, as proven in RT-PCR studies
[8]. Both centromeric and telomeric groups of KLKs are highly
expressed in the prostate suggesting their potential as novel
diagnostic/prognostic markers [9].

Human kallikrein-related peptidase 7 (KLK7) was first
found in the human stratum corneum where it plays a role
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in desquamation processes. KLK7 is differentially expressed
in ovarian and breast cancer and has been proposed as an
unfavorable prognostic marker for these malignancies [10,
11]. A single study on KLK7 expression in CaP has shown its
down-regulation at both mRNA (semiquantitative PCR) and
protein level (western blot analysis, immunohistochemistry
(IHC)) with a significant negative association to Gleason
grade [12].

Human kallikrein-related peptidase 11 (KLK11), which
was originally isolated from the human hippocampus, is
under steroid hormone regulation and has three isoforms
derived from alternative splicing: isoform 1 (brain-type),
isoform 2 (prostate-type) and isoform 3 [13, 14]. The pros-
tate-type variant is expressed only in the prostate while the
brain-type can be detected in both brain and prostate [13].
High expression of KLK1I mRNA and protein has been
demonstrated in many normal tissues, including prostate,
stomach, trachea, colon, brain, skin and salivary gland [6,
15]. KLK11 is a well-studied biomarker for ovarian cancer
yielding high serum levels in 70% of cancer patients [15,
16]. Recent studies have shown that KLK11 serum levels are
down-regulated and better discriminate CaP from BPH than
total PSA, especially KLK11:total PSA ratio in combination
with % free PSA (90% sensitivity, 51.5% specificity) (17).
Overall, KLK11 seems to be a favorable prognostic marker
for prostate cancer and could be used for discriminating
BPH from CaP.

Prostate-specific membrane antigen (PSMA) is a type II
transmembrane glycoprotein playing a role in folic acid utiliza-
tion and metabolism [18]. PSMA is highly expressed in normal
prostate tissue [19] and it is negatively regulated by androgens
(20). The expression increases in hPIN and is further enhanced
in advanced, poorly-differentiated tumors, especially in andro-
gen-independent prostate cancer [19, 20, 21].

The aim of this study was to analyze IHC expression of
KLK7/KLK11, in parallel with well-known markers PSA and
PSMA, in non-cancerous (normal/BPH) and cancerous foci
and to determine any association with clinicopathological
parameters.

Materials and methods

Patient and tissue specimen selection. Seventy cases of
prostate cancer were identified as clinically localized (T1-T2,
n=39) or locally advanced (T3-4, NO-1, M0, n=31). The study
included patients who had not received neoadjuvant treat-
ment but who had undergone radical prostatectomy (RP) as
initial treatment following positive biopsy results. The study
was approved by the ethics committee of the Medical Faculty
of Palacky University. Clinical (TNM, clinical stage, serum
total PSA) and pathologic (pT, Gleason score and grade, pN)
characteristics were defined according to the WHO classifi-
cation (Table 1). Paired CaP and BPH foci were identified in
each patient and tissue sections from these were then used for
further IHC analysis.

Table 1. Clinical and pathologic characteristics of patients

Localized tumors Advanced tumors

(n)* (n)*

Age 51-59 15 8
60-69 26 15

70-73 1

Gleason Score <7 21
=7 18 23
Clinical Stage II 39 0
III 0 25

v
Serum PSA <4 ng/ml

<8 ng/ml 14 10
>8 ng/ml 17 18

* Localized cases defined as pT1-pT2, advanced pT3-pT4

Immunohistochemistry. IHC was performed according
to our routine protocol. 70 archived paraffin-embedded tis-
sues were dewaxed and rehydrated with xylene and ethanol.
After immersion in citrate buffer (pH 6), the sections under-
went pressure cooking pretreatment for 5 minutes for optimal
antigen retrieval. The slides were immunostained for KLK7
and KLK11 by rabbit polyclonal primary antibodies (Abs)
provided by Prof. Diamandis Lab “Mount Sinai” hospital,
Toronto, Canada (dilution 1:200). PSA (clone ER-PR8, Dako,
Denmark, dilution 1:25) and PSMA (clone YPSMA-1, Ab-
cam, UK, dilution 1:1000) were stained by mouse monoclonal
Abs and the secondary antibodies were applied for 60 minutes
at room temperature. Specific binding was detected using
the peroxidase/DAB based detection kit EnVision, Dako.
Staining intensity, positive cell fraction, staining heteroge-
neity and cellular localization were determined for all four
genes in both BPH and CaP foci for each patient. Positivity
was classified according to the percentage of all positively
stained tumor cells and the intensity of the IHC staining was
categorized 0 to 2 as: 0 no staining, 0,5-very low, 1-moderate,
1,5-high and 2 strong positive staining. Staining intensity
was then divided into a 3 grade scoring system, indicating
0-0,5 as no staining, 1-low, 1.5-moderate and 2 high stain-
ing, respectively. Histoscores were also derived for further
statistical analysis (staining intensity x percentage of cells).
Intracellular localization of the staining was determined and
patterns of apical surface, cell membrane or cytoplasmic
staining were documented.

Statistical analysis. The software Statistica 8.0 version for
windows (Statsoft, CZ) was used for statistical analysis. As
the distribution of variables was non Gaussian, the analysis
of differences in protein expression between CaP and BPH
was done using the nonparametric Wilcoxon Signed Ranks
Test. Kruskal-Wallis one-way analysis of variance by ranks
was used to test the equality of population means between
low and high grade CaP (Gleason score <7 vs. > 7), in organ-
confined and advanced prostate cancers (pT2 vs. 2 pT3, pT4)
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Figure 1. Differences in expression of selected proteins between BPH
and CaP.

and in different clinical stages (II, III, IV). The correlation
between different variables was assessed by the Spearman
Rank correlation coefficient. P<0.05 was chosen as the level
of significance.

Results

Staining was always cytoplasmic for both KLK7 and KLK11.
Noteworthy was the positive staining of tumor neovasculature
and muscle cells with both anti- KLK7 and anti- KLK11 Abs in
some cases. Prostatic secretions were always strongly positive
for KLK7/11. We also observed positive staining of urothelium

and seminal vesicle epithelium for KLK7. The majority of CaP
foci showed decreased expression of both KLK7 and KLK11
against BPH per section per patient (P=0.026 and P=0.001,
respectively) (Figure 1), though expression heterogeneity
was quite common, especially for KLK7 (Figure 2). Positive
correlations were found for both KLK7 (Rs=0.74) and KLK11
(Rs=0.35) between CaP and BPH foci (Table 2). Moreover,
a statistically significant correlation was found between KLK7
and KLK11 (Rs=0.242, P=0.043) for the BPH foci. This cor-
relation did not seem to arise in the CaP foci. In addition,
there was no significant correlation or significant differences
in the staining intensity or percentage of cells stained between
a Gleason score of <7 and 27 in prostate carcinoma, between
pT2 and pT3-pT4 tumors and serum PSA values. However,
we found a slight difference in KLK11 expression between
advanced and localized cases with up-regulation in advanced
ones (P=0.049).

We observed positive staining of both non-cancerous and
cancerous foci with anti-PSA Abs which was cytoplasmic with
apical accentuation. Prostatic secretions were strongly posi-
tive in almost all cases. Staining intensity was greater in BPH
than prostate carcinoma (P<0.001) with a trend to further
decrease in less differentiated cancers (P=0.077, Figure 3). PSA
expression did not correlate significantly with other proteins
or clinicopathological data.

We also detected high PSMA expression at the luminal-api-
cal surface of glandular structures and in the neovasculature
associated with cancer. Strong positive staining was also seen in
some muscle cells and prostatic secretions. Cancer cells showed
intense, significantly higher expression than normal/BPH
glands (Figures 2 and 3), though cells lacking PSMA staining
could also be identified close to the most intensively stained
tumor cells indicating staining heterogeneity of tumor cells.

Table 2. Spearman’s correlation coefficient (Rs) for biomarker expressions in BPH and CaP

BPH CaP

KLK7 KLK11 PSA PSMA KLK11 KLK7 PSA PSMA

KLK7-BPH Rs 1.000 242 -224 125 094 738 -.082 107
p . 043 062 304 437 .000 502 378

KLK11-BPH Rs 1.000 039 -117 348 202 -126 -.080
p . 751 335 .003 093 300 512

PSA-BPH Rs 1.000 -.040 068 -.140 130 118
p 740 579 247 282 331

PSMA-BPH Rs 1.000 071 168 036 240
p 562 165 764 046

KLK11-CaP Rs 1.000 155 -.107 -.020
p 200 377 872

KLK7-CaP Rs 1.000 -226 144
p 060 235

PSA-CaP Rs 1.000 -.024
p 842

PSMA-CaP Rs 1.000
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Figure 2. Heterogeneity of KLK7/11 expression in BPH and CaP.
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Figure 3. Expression of PSA and PSMA in BPH and CaP.
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We also found a trend to increased PSMA expression in less
differentiated cancer cells in relation to Gleason score (<7 vs.
> 7; P=0.114) and pT stage (pT2 vs. pT3-pT4; P=0.083).

Discussion

Our study focused on evaluation of KLK7 and KLK11 tissue
expression along with PSA and PSMA. So far, KLK7 expression
in prostate cancer has only been evaluated in a single study
along with ALP (antileukoprotease) as a specific inhibitor
of KLK7 (12). Both KLK7 and ALP have been shown to be
down-regulated at mRNA and protein level, assessed by semi-
quantitative PCR, western blot analysis and IHC. Significant
negative association was found between Gleason grade and
both KLK7 and ALP expression. In concordance with this
study we confirmed down-regulation of KLK7 in malignant
prostate epithelial cells compared to benign/normal prostate
epithelial cells. We also observed positive staining of tumor
neovasculature, some muscle cells, urothelium and seminal
vesicle epithelium.

For the first time, we report down-regulation of KLK11
protein at tissue level. This is consistent with the serum levels
reported by Nakamura et al (17). These authors evaluated dif-
ferent patients while we confirmed KLK11 down-regulation in
the paired tissues of BPH and prostate carcinoma in the same
patients. Expression differences for CaP and BPH foci were
more significant for KLK11 than for KLK7. In other words,
more heterogeneity was found for KLK7 than for KLK11.
This could be related to their different regulation. Interest-
ingly, KLK11 mRNA expression in prostate cancer does not
correspond with its protein levels. Such discordance has also
been reported for other genes, for example in breast cancer,
indicating complex regulation of protein expression (22).
KLKI11 mRNA expression has been detected in both normal
and cancerous prostate tissue but with significant up-regula-
tion in cancer (14). Up-regulation of prostate-type KLK11 was
significantly associated with earlier stage, lower Gleason score
and lower tumor grade but expression was again lowered with
tumor progression (advanced stage, less-differentiated CaP) as
confirmed by qRT-PCR analysis (23, 24). Also noteworthy was
the inverse association between serum total PSA and KLK11
mRNA overexpression, i.e. serum total PSA concentration was
found to be lower in patients with overexpression of KLK11
(25). No correlation or significant differences in relation to
Gleason score, tumor grade, pT stage or serum PSA values
were found. We observed slight up-regulation of KLK11 in
advanced cases compared to localized cancers. However, this
needs further validation by larger studies.

We confirmed decreased PSA expression in CaP compared
to BPH. The trend to decreased PSA expression was also found
in less differentiated cancers which is also in agreement with
other THC studies (26, 27). PSMA expression in cancer was
the reverse of its PSA expression, i.e. PSMA expression was
up-regulated in CaP vs BPH, in concordance with other THC
studies (19, 21). No statistically significant correlation with

either Gleason score, tumor stage or PSA/PSMA expression
was found. However, we detected high PSMA expression in the
cancer-associated neovasculature, in some muscle cells and in
prostatic secretions as reported in other studies [18, 19].

In conclusion, we report lower IHC expression of KLK11
in CaP tissue compared to normal/benign prostate tissue and
also slight up-regulation of KLK11 in advanced tumors com-
pared to localized ones. In concordance with the literature, we
confirm both higher expression of PSMA, lower expression of
KLK7 and PSA in CaP compared to BPH. Our observations
support the diagnostic potential of KLK7/KLK11 for early
prostate cancers but further studies on larger cohorts are
needed in order to validate the clinical value of these biomar-
kers and clarify their biological role in prostate development
and tumorigenesis.
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Prehledové éldnky

Adenokarcinom prostaty a hodnoceni

stupné jeho diferenciace: zmény v hodnoceni
Gleasonova skore od jeho vzniku po soucasnost
a jeho vyznam pro praxi patologa a urologa

MUDry. Daniela Kurfiirstova', MUDr. Milan Kral, Ph.D.?
'Ustav klinické a molekularni patologie LF UP a FN Olomouc
2Urologicka klinika FN Olomouc

Karcinom prostaty je u nas nejcastéjsim nové diagnostikovanym nadorovym onemocnénim muzd. Ze strany patologt a urologti je vyvijena
maximalni snaha o co nejpresnéjsi diagnostiku a nejlepsi moznou lé¢bu pacientl postizenych timto nadorovym onemocnénim. V dusled-
ku toho byla piivodni klasifikace diferenciace acinarniho adenokarcinomu prostaty navrzena profesorem Gleasonem a jeho spolupracovniky
nékolikrat modifikovana. Vyrazné zmény v hodnoceni, zejména tkané prostaty ziskané punkéni biopsii, byly dohodnuty v roce 2005 v ramci
uropatologického kongresu v San Antoniu (ISUP 2005). V priibéhu nasledujicich let bylo publikovano nékolik recentnich praci zabyvajicich
se pfinosem téchto zmén v praxi. Jejich vysledky ukazuji vyrazné zpresnéni hodnoceni bioptickych vysetfeni prostaty a mnohem vyssi
miru shody Gleasonova skére u histologickych vysetieni punkci prostaty a Gleasonova skore u tkané ziskané radikalni prostatektomii.

Kli¢ova slova: adenokarcinom prostaty, Gleasonovo skére, biopsie prostaty, radikalni prostatektomie, konsenzus.

Prostate adenocarcinoma and assessing the degree of its differentiation: changes in Gleason score grading from
its development until now and its significance in pathology and urology practices.

Prostate cancer is the most frequent newly diagnosed cancer in males in the Czech Republic. Pathologists and urologists put maximum
effortinto as accurate diagnosis and good treatment of patients affected by this type of cancer as possible. As a result, the original system
for grading acinar adenocarcinoma of the prostate proposed by Gleason and co-workers has been modified several times. Significant
changes in evaluation of tissue samples, especially those obtained by needle biopsy, were agreed at the 2005 urological pathology
conference in San Antonio (ISUP 2005). Over the next years, several studies on the benefit of the changes for clinical practice have been
published. Their results showed significantly more accurate results of prostate needle biopsy evaluation and much higher levels of

agreement in the Gleason score in tissue samples obtained by prostate needle biopsy and radical prostatectomy.

Key words: prostate adenocarcinoma, Gleason score, prostate needle biopsy, radical prostatectomy, consensus.

Uvod

Karcinom prostaty (PC) je u nds nej¢astéjsim
nové diagnostikovanym nadorovym onemoc-
nénim muzd. Incidence u nas dosahla v roce
2010 131/100,000 a mortalita 28,38/100000 (1).
Postihuje pfevézné starsi muze ve véku 65 let
a vice, ale maze se vyskytnout i v mlad$im veé-
ku a vyjimecné i u adolescentl a déti (2, 3, 4).
Karcinom prostaty ve vétsiné pfipadd postihuje
periferni partie prostaty, zejména dorzolaterdIné.
Velmi ¢asto vznikd multifokalng, a to az ve vice
nez 85 % piipadu (2).

Pro urologickou praxi a diagnostiku tohoto
nadoru, zejména v casnych stadiich onemocné-
ni, je dllezité vysetfeni per rektum, sonografic-
ké vysetfenia na prvnim misté hladina prosta-
tického specifického antigenu (PSA) v krevnim
séru. Drive byly povazovany hodnoty PSA nizsf
nez 4 ng/ml za normalni. Vysledky praci hod-
noticich prevalenci karcinomd u pacientl s PSA
< 4 ng/ml poukézaly na fakt, ze i pfi téchto

hladindch PSA mUze byt karcinom pfitomen,
a to dokonce i nizce diferencovany. V soucasné
dobé je tak situace s PSA mnohem sloZitéjsi —
normalnfhladina PSA se lisi u rdznych vékovych
skupin (tzv. vékove specifické PSA) a u mladsich
pacientl je tedy median normy mnohem nizsi.
Napfiklad pro vékovou hranici do 49 let je to
0,7 ng/ml, u pacientd do 59 let hodnota 0,9
atd. (5, 6, 7). Hladina PSA mUZe byt zvysena
u zdnétd, infarktu prostaty ¢i traumatického
postizeni. V praxi plati, ze pokud nalezneme
i pfi opakovaném vysetfeni hladinu PSA v roz-
mezi 2,6—-4,0 ng/ml (a vy33i) nebo je suspektni
rektaini nalez pfi palpacnim vysetfeni prosta-
ty ¢i transrektdlni sonografii (TRUS), je nutné
zvazovat biopsii prostaty (8, 9, 10). Odebiraji
se tenké prouzky tkané, a to véjifovité z obou
lalokd, apexu a baze v celkovém poctu 10 az 14
prouzk( podle velikosti prostaty pod TRUS kon-
trolou. Jednak se patra po loZiscich v prostaté
a tato loZiska jsou cilené bioptovana, nebo je
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provadéna systematickd biopsie. Vzorky jsou
nasledné histologicky vysetfeny.

Makroskopicky a histologicky
vzhled PC

Makroskopicky je PC velmi tézko odlisitelny
od hyperplastickych zmén v prostatické tkani.
Nékdy je patrny zejména v perifernich oblastech
jako tuZsi, solidni biloSedé, nékdy Zluté loZisko.
Nicméné ac je tento jeho makroskopicky vzhled
popisovan v mnoha uc¢ebnicich a monogra-
fiich tykajicich se prostaty jako bézny, v praxi
nenf pravidlem a vétsinou nenf na fezu formal-
dehydem fixovanou prostatou okem rozlisitelny
od benignich zmén (2, 4). Nekrézy a hemoragie
nejsou v tumoru ¢asté.

Histologicky se jednd prevazné o acinarni
adenokarcinom, pro ktery je typickd piftomnost
pouze jedné vrstvy bunék a chybénf bunék ba-
zalnfch. Nadorové buriky mohou byt, zejména
u dobre diferencovaného karcinomu, pomérné

www.urologiepropraxi.cz | 2013; 14(4) | Urologie pro praxi



158 | Prehledové cldnky

Obrdzek 1. Schéma konvencniho (a) a modifikovaného (b) Gleasonova systému. K nejvyznamné;jsim
zménam doslo v Gleasonové obraze 3 a 4.V modifikovaném systému jsou zahrnuty kribriformni zlazky
a $patné ohranicené zlazky v Gleasonové obraze 4 (prevzato z Helpap, Egevad, 2006)

PROSTATIC ADENOCARCINOMA
(Histologic Grades)

uniformni a jsou velmi tézko rozlisitelné od be-
nignich Zlazek. Nékdy vykazuji nddorové bunky
mirnou jadernou pleomorfii, pfitomnd mohou
byt jadra hyperchromni, nékdy ale také vezikularni
s napadnymi jadérky. Casto byvajf také patra vet
jadra, nékdy se zfetelnymi nukleoly, v nékterych
pfipadech mlze byt patné ,odkapavani” cyto-
plazmy pfipominajici apokrinnf sekreci (2, 3, 11).
Adenokarcinom se vyskytuje v nékolika histologic-
kych formach. Pfi mikroskopickém vysetienf tkdné
prostaty se mizeme setkat s formou atrofickou,
pseudohyperplastickou, pénovou (foamy gland
carcinoma), koloidnf a formou tvofenou prsten-
covymi burikami, onkocytérni, lymphoepithelio-
ma-like variantou a formou sarkomatoidnf (2, 11).

Grading karcinomu

Stupen diferenciace PC se hodnoti stano-
venim Gleasonova skére. V roce 1966 Donald
F. Gleason popsal systém pro ,grading” adenokar-
cinomu prostaty na zékladé studie 270 pacien-
td. Tento systém byl zalozen na popisu archi-
tektoniky, vzhledu a velikosti nddorovych Zldzek
adenokarcinomu a rozlisoval 5 obrazd (12). Sém
Gleason a jeho spolupracovnici v roce 1974 sys-
tém na zékladé dalsich studii a vyzkumu upravili
(13). Dalsi modifikaci tohoto systému proved| také
Gleason spole¢né se svymi kolegy v roce 1977
(14). V této podobé byl systém pouzivan témér
40 let a stal se nejpouzivangjsim pfi hodnocenf
diferenciace adenokarcinomu prostaty. V dobé,
kdy Gleason a jeho tym sestavoval tento sys-

tém, nebyly v bézné praxi pouzivany vysetieni
PSA, multiplikovana biopsie prostaty nebo nap.
imunohistochemické barveni bazélnich bunék
prostaty protildtkou proti vysokomolekuldrnim
cytokeratindm. Zejména metody molekularni
patologie umoznily pfesnéjsi diagnostiku a staly
se nezbytnou soucasti vydetfovaciho algoritmu.
Napt. velkd ¢ast z obrazl dffve hodnocenych ja-
ko Gleasonlv typ 1 a 2 je dnes hodnocena jako
atypickd adenomatdzni hyperplazie (@adendza),
kribriformnf struktury zahrnuté do Gleasonova ty-
pu 3 dnes hodnotime také daleko pfisné&ji (15, 16).
V roce 2005 v San Antoniu (ISUP 2005) na mezi-
narodnf uropatologické konferenci byl Gleasonlv
systém opét modifikovan (obrazek 1) a byl pfijat
konsenzus tykajici se pfevazné spornych oblasti
Gleasonova gradingového systému. Vysledky
byly prezentovany v zafi téhoz roku v ¢asopise
The American Journal of Surgical Pathology (15).

Nejvétsi zmény se tykaly pfedevsim hod-
noceni jehlovych biopsii prostaty a tkanf zis-
kanych transuretrainf resekci prostaty, nebot
se zkusenosti viech uropatologt prokazalo,
Ze byvaiji ¢asto podhodnocovany, coz v nékte-
rych pfipadech vede k nedostatecné Ié¢bé pa-
cientd s PC. Z konsenzu vzesla zavazna kritéria
pro hodnocenf stupné diferenciace PC, ktera
byla zahy uvedena do praxe (15).

Z vysledkd konference vyplynulo nékolik
zavaznych zmén:
B Gleasonovo skoére 2 (tj. 1 + 1) by nemélo

byt diagnostikovéno z punkéni biopsie ani

Urologie pro praxi | 2013; 14(4) | www.urologiepropraxi.cz

pii vySetfeni tkané prostaty po radikalni
prostatektomii, az na velmi vyjimec¢né
pfipady, protoze jde vétsinou o adendzu
¢ili atypickou adenomatézni hyperplazii.

B Gleasonovo skére 3-4 (. 1+2a2+2) - by
nemeélo byt vysledkem hodnoceni punkénf
biopsie prostaty, nebot tato vzacna léze je
ohranicend, coZ z punkce, vzhledem k tomu,
Ze byva zastizena pouze jeji ¢ast, nelze po-
soudit. Gleasonovo skére 2 + 2 mizeme
vyjimec¢né diagnostikovat v materidlu
z transuretrdlnf resekce prostaty (TURP).

m PC diagnostikovany z biopticky ode-
branych punkénich prouzkd tkdné prostaty
by mél myt GS minimalné 6 (tj. 3 + 3).

B Gleasonovo skoére je déno souctem nej-
Castéjsiho Geasonova obrazu a nejhorsiho
obrazu PC. Timto se tvorba GS u PC u punkci
lisi od GS PC v tkani ziskané radikalnf pros-
tatektomii, kde se tvofi podle zasady:
nejcastejsi struktura + druhd nejcastéjsi
struktura. Tercidrni struktury Gleason vyssi
(tj.4 a 5) v malém procentu — uvedeme pro-
centudini zastoupen.

Dusledky ISUP 2005

Zavéry z konference v San Antoniu (ISUP
2005) nas a kolegy z Urologické kliniky FN
Olomouc vedly k myslence porovnat miru shody
Gleasonova skére mezi vzorky tkané ziskanymi
jehlovou biopsil, popfipadé transuretralni re-
sekci prostaty se vzorky definitivnimi, ziskanymi
po radikalnf prostatektomii (RP) a hodnocenymi
jak podle konven¢niho postupu doporu¢ného
WHO (tj. pred rokem 2005), tak podle nového
konsenzu. Vysledky byly publikovény v roce
2007 v Urologii pro praxi (17). Z nich bylo pa-
trné, Ze procentudlni shoda Gleasonova ské-
re karcinomu prostaty v bioptickém vysetfenf
materidlu ziskaného jehlovou biopsii, popfipa-
dé transuretralni resekci prostaty s tkani prostaty
po nasledné RP hodnocené konvencnim zpU-
sobem byla 34,6 %, zatimco u modifikovaného
systému to bylo uz 59,7 %. Podhodnoceno bylo
pomeérné mnoho pfipadd, tj. 62,2 % pii hodno-
ceni konvenc¢ni metodou, na rozdil od 28,3 %
u nové modifikace po konsenzu, kterd ale na-
opak vykazovala vy3$sf pocet nadhodnocenych
vysetfeni (11,9%) (17). V roce 2006 vysla v ¢a-
sopise Virchows Archiv prace srovnavajici také
miru shody modifikovaného Gleasonova skére
u punk¢nich biopsii a definitivnich vzorkd z ra-
dikdIni prostatektomie (14). V roce 2008 a 2009
byly publikovany dalsi prace zabyvajici se mirou
shody vysledkd histologického vysetfeni punke-
nich biopsii a vysetfenf tkdné prostaty po totalni



prostatektomii (18, 19). Zde se objevilo i srovna-
ni s mirou shody u biopsif provedenych pfed
konsenzem v roce 2005. Autofi uvedli, Ze mira
shody obou vysetfeni pred rokem 2005 byla
v rozmezi 28-68 %, coz bylo zpUsobeno pre-
vazné podhodnocovanim low-grade tumord.
Vy$3i mira shody byla u high-grade tumord.
Punkeni biopsie byly ve 24-60 % podhodno-
ceny a v 5-32 % nadhodnoceny (18, 21, 22). Dalsi
studie ukdzala, Ze mira shody punkenich biopsif
s histologickym vysetfenim prostaty po totdlnf
prostatektomii vzrostla po zavedeni konsenzu
ISUP 2005 do praxe a dosédhla rozmezf 58-76 %
(19, 22). To jsou vysledky srovnatelné s jiz zmi-
novanymi vysledky nasi prace (17). Z vysledkd
je u punkenich biopsii prostaty patrny vyrazny
posun k pfesnéjsimu hodnocenf diferenciace PC.
Nicméné nejen patologové, ale i klinici musi mit
na pameéti, ze je velmi obtizné porovnavat paci-
enty s PCv prlibéhu ¢asu vzhledem ke zméndm
v hodnoceni jednotlivych obraz PC. Napfiklad
karcinomy hodnocené jako GS 6 v soucasné
dobé jsou homogenni skupinou nadord s lepsf
progndzou nez u GS 6 pfed konsenzem v roce
2005. Mlze se tak falesné zdat, Ze se zlepsila mira
preziti pacientl. Tento jev, kdy nedoslo ke zlep-
seni miry preziti, ale ke zméné v klasifikaci, byl
nazvan Will Rogerstv fenomén (20).

Zavér

Z vysledk(d nékolika studif, které byly pu-
blikovany po roce 2005 a zabyvaly se jednak
zménami v Gleasonové skére, jednak dUsledky
v diagnostické praxi, jednoznacné vyplyva vy-
razné zpresnéni hodnoceni punkénich biopsif
prostaty. V urologické praxi to znamena redIngjsi
pohled na onemocnéni konkrétniho pacienta
a dale umoznuje presnéjsi predikci pribéhu
onemocnéni a zlepseni [é¢by. Zejména diskre-
pance mezi vysledky histologického vysetteni
punkénich prouzkd tkdné prostaty a skute¢nou
diferenciaci karcinomu u pacienta ¢ini v klinické
praxi znacné potize. Velmi ddlezité pro urologa
je, Ze vsechny vysledky histologického vysetieni
punkénich biopsii, jejichz GS je nizsi nez 6, by mé-
ly byt podezfelé z podhodnoceni (23). V téchto
pfipadech je zvykem urologt ve FN Olomouc
Zadat patologa o druhé ¢teni a pfehodnoceni GS.

ZpUsob |é¢by je zcela zavisly na vysledcich
histologického vysetieni. Standardnf Ié¢bou lo-
kalizovaného karcinomu prostaty je radikalnf
prostatektomie ¢i radioterapie. U pacient(, kteff
splnuji piisnd kritéria pro tzv. aktivni monitoring
(tj. karcinom s Gleasonovym skére méné nez
3+3, méloobjemové loZisko — maximalné dva
pozitivni vzorky, v kazdém méné nez 50% po-
stizené tkané, PSA denzita < 0,15 ng/ml/cm3),
je mozno nabidnout i tuto alternativu. Aktivni
|é¢ba je u téchto pacientl zahdjena v okamziku
zjisténi biochemické i klinické progrese karcino-
mu (vyssi PSA, zhorseni gradingu ¢i vétsi rozsah
pozitivnich vzorkd). Pravé zde je pfesné odectenf
histologie a gradingu karcinomu krucialni.

S odstupem nékolika let je prokazatelny
kladny vyznam modifikace Gleasonova skére
v roce 2005. V soucasnosti se stale vice otevirajf
diskuze tykajici se Gleasonova skére 7. Jde totiz
o heterogenni skupinu, kde je nutné odlisit
GS 3+ 4 aGS 4 + 3. Zde se nadory lisi svoji
prognoézou. Je prokdzano, ze skupina nadord
s GS 3 + 4 se vice podoba nddorliim se stred-
nim rizikem, zatimco skupina s GS 4 + 3 spada
jiz do skupiny nadorl s vysokym rizikem (24).
| z téchto vysledkl je zfejmé, Ze se podoba
Gleasonova skore nejspise bude déle vyvijet,
a Ze tento systém bude déle modifikovan na za-
kladé vysledkd vyzkumnych studif a vzhledem
k potfebam klinické praxe.
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