
 
 

UNIVERZITA PALACKÉHO V OLOMOUCI 

LÉKAŘSKÁ FAKULTA 

 

ÚSTAV KLINICKÉ A MOLEKULÁRNÍ PATOLOGIE 

 

 

MUDr. DANIELA KURFÜRSTOVÁ 

 

VÝZNAM VYBRANÝCH PROTEINŮ V KLINICKO-PATOLOGICKÉM HODNOCENÍ 
KARCINOMU PROSTATY 

 

 

D I Z E R T A Č N Í  P R Á C E 

 

 

 

 

ŠKOLITEL: PROF. MUDr. JIŘÍ BÁRTEK, CSc. 

 

STUDIJNÍ OBOR: PATOLOGICKÁ ANATOMIE A SOUDNÍ LÉKAŘSTVÍ 

 

 

 

OLOMOUC 2016 



 
 

 

 

 

 

PROHLÁŠENÍ 

Prohlašuji, že jsem dizertační práci vypracovala samostatně a že jsem uvedla veškerou 

literaturu a jiné prameny.  

V práci jsou uvedeny výsledky, které byly získány ve spolupráci s níže uvedenými 

kolegy. Sestavení celého studovaného souboru pacientů, vypracování metodiky fixace tkáně  

a imunohistochemickou analýzu 8 protilátek (NQO1, cyklinu D1, Ki67, PTEN, p53, SMAD4, SPP1 

a pRb) jsem provedla pod vedením mého školitele prof. MUDr. Jiřího Bártka, CSc. z Ústavu 

molekulární a translační medicíny LF UP. Analýzu dalších protilátek (8-oxoguanin, γH2AX, ATM, 

Rev7, JMJD1C, 53BP1), tentokrát u části souboru s rychlou fixací, provedla MUDr. Jiřina 

Bártková, CSc. z Institute of Cancer Biology v Kodani. Optimalizaci imunohistochemických 

protilátek a jejich barvení prováděla Mgr. Eva Havlíčková Sedláková z Ústavu klinické                             

a molekulární patologie LF UP a FN Olomouc. Genotypizaci NQO1 provedl doc. RNDr. Radek 

Vrtěl, Ph.D. z Ústavu lekařské genetiky LF UP a FN Olomouc. Status TMPRSS2-ERG hodnotila 

Mgr. Alena Burdová z Laboratoře lékařské genetiky v Novém Jičíně pomocí metody FISH              

a Mgr. Alena Mičková z našeho ústavu pomocí kvantitativní PCR. Souhlasy pacientů se 

zařazením do studie a klinické informace doplnil MUDr. Milan Král, Ph.D. z Urologické kliniky 

LF UP a FN Olomouc. Koordinaci dílčích projektů a statistickou analýzu prováděl Mgr. Jan 

Bouchal, Ph.D. z Ústavu klinické a molekulární patologie LF UP.  

U práce zaměřené na studium kalikreinu 7 a 11 v karcinomech prostaty jsem se podí-

lela na sestavení souboru studovaných pacientů  i vlastní analýze. Hlavní podíl na této práci 

měla její autorka MUDr. Tamara Jamaspishvilli, Ph.D., která v té době byla postgraduální stu-

dentkou na Ústavu klinické a molekulární patologie LF UP.  

Tato práce byla podporována grantem IGA MZ ČR NS10282. 

 

V Olomouci 12. 12. 2016      MUDr. Daniela Kurfürstová 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PODĚKOVÁNÍ 

Poděkování patří mému školiteli prof. MUDr. Jiřímu Bártkovi, CSc. za jeho odborné 

vedení během postgraduálního studia, za cenné rady a konzultace při řešení grantového 

projektu a zpracování výsledků a za pomoc při zpracování dizertační práce. Velké díky patří 

také Mgr. Janu Bouchalovi, Ph.D. za skvělou koordinaci práce, dobré nápady a věcné připo-

mínky v průběhu řešení grantového projektu, za velkou pomoc při zpracování výsledků  

a za rady při zpracování dizertační práce. Poděkování patří také prof. MUDr. Zdeňku Kolářovi, 

CSc. a prof. MUDr. Jiřímu Ehrmannovi, Ph.D. za to, že mi umožnili postgraduální studium na 

našem ústavu, a za jejich podporu. Dále bych chtěla poděkovat Mgr. Evě Havlíčkové Sedlákové 

za její precizní práci při optimalizaci protilátek a imunohistochemickém barvení preparátů. 

Velké poděkování patří MUDr. Jiřině Bártkové, CSc. z Institute of Cancer Biology v Kodani, doc. 

RNDr. Radku Vrtělovi, Ph.D. z Ústavu lékařské genetiky LF UP a FN Olomouc, Mgr. Aleně 

Burdové z Laboratoře lékařské genetiky v Novém Jičíně, Mgr. Aleně Mičkové z našeho ústavu 

a MUDr. Milanu Královi, Ph.D. z Urologické kliniky LF UP a FN Olomouc za spolupráci při řešení 

našeho grantového projektu. Poděkovat bych chtěla také MUDr. Tamaře Jamaspishvilli, Ph.D. 

za možnost spolupráce při studiu kallikreinů 7 a 11 u karcinomu prostaty. Poděkovat chci také 

paní Lence Prokopové za její pomoc s grafickými úpravami dizertační práce. Závěrem bych 

chtěla poděkovat svému manželovi Pavlu Kurfürstovi za podporu, nadhled a trpělivost a svým 

dvěma synům za nekonečnou lásku a podporu. 



4 
 

OBSAH 
1. TEORETICKÝ ÚVOD ..................................................................................................... 6 

1.1. Anatomie prostaty, semenných váčků a chámovodu .................................................. 6 

1.2. Patologie prostaty ........................................................................................................ 7 

1.2.1. Benigní hyperplazie prostaty ................................................................................ 7 

1.2.2. Prostatická intraepitelová neoplazie (PIN) ........................................................... 9 

1.2.3. Nádory prostaty a jejich klasifikace .................................................................... 11 

1.2.4. Karcinom prostaty .............................................................................................. 13 

1.2.4.1. Makroskopický vzhled karcinomu prostaty ................................................ 14 

1.2.4.2. Šíření a staging karcinomu prostaty ............................................................ 14 

1.2.4.3. Histologický vzhled karcinomu prostaty ..................................................... 16 

1.2.4.4. Hodnocení stupně diferenciace karcinomu prostaty .................................. 16 

1.2.4.5. Diagnostické a prognostické markery karcinomu prostaty ........................ 20 

1.2.5. Nenádorové léze důležité pro diferenciální diagnostiku karcinomu prostaty ... 22 

1.3. Buněčný cyklus, senescence a apoptóza ................................................................... 24 

1.4. Poškození DNA (DNA damage) .................................................................................. 30 

1.4.1. Reakce buňky na poškození DNA ....................................................................... 30 

1.4.2. Mechanismy oprav DNA v eukaryotické buňce.................................................. 34 

1.4.3. Nestabilita DNA u nádorů a DDR ........................................................................ 35 

1.4.4. DDR a léčba nádorů ............................................................................................ 36 

1.5. Proteiny zapojené do regulace  buněčného cyklu či kontroly integrity genomu ...... 37 

1.5.1. NAD(P)H dehydrogenáza, chinon 1 (NQO1) a 8-oxoguanin ............................... 37 

1.5.2. p53 ...................................................................................................................... 38 

1.5.3. pRb ...................................................................................................................... 39 

1.5.4. Cyklin D1 ............................................................................................................. 39 

1.5.5. PTEN .................................................................................................................... 40 

1.5.6. SMAD 4 ............................................................................................................... 42 

1.5.7. SPP1 (secreted phosphoprotein 1) ..................................................................... 44 

1.5.8. Ki-67 – proliferační marker ................................................................................. 44 

1.5.9. Další studované proteiny .................................................................................... 45 

1.6. Kallikreiny a prostata ................................................................................................. 46 

2. CÍLE PRÁCE ............................................................................................................... 48 

3. MATERIÁL A METODIKA ............................................................................................ 49 



5 
 

3.1. Výběr pacientů pro imunohistochemickou analýzu .................................................. 49 

3.2. Zpracování operačního materiálu a fixace tkáně ...................................................... 49 

3.3. Imunohistochemie ..................................................................................................... 50 

3.4. Hodnocení imunohistochemických preparátů .......................................................... 52 

3.5. Genová typizace NQO1 .............................................................................................. 53 

3.6. TMPRSS2-ERG status .................................................................................................. 53 

3.7. Statistické vyhodnocení výsledků imunohistochemie ............................................... 54 

3.8. Materiál a metody analýzy tkáňové exprese kalikreinů ............................................ 54 

4. VÝSLEDKY ................................................................................................................. 55 

4.1. Vztah mezi velikostí tkáně při fixaci a výsledky imunohistochemické analýzy ......... 55 

4.2. Dynamické změny exprese vybraných proteinů v průběhu progrese karcinomu 

prostaty ................................................................................................................................. 55 

4.3. Odpověď na poškození DNA jako protinádorová bariéra .......................................... 60 

4.4. Oxidativní stres a NQO1 ............................................................................................. 63 

4.5. Poruchy DNA oprav a cílená léčba ............................................................................. 66 

4.6. Analýza exprese kallikreinů 7 a 11 v benigních a nádorových buňkách prostaty ..... 68 

5. DISKUZE ................................................................................................................... 69 

6. SOUHRN ................................................................................................................... 74 

7. SUMMARY ................................................................................................................ 76 

8. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK .................................................................................. 78 

9. LITERATURA ............................................................................................................. 80 

10. PŘEHLED PUBLIKACÍ AUTORA ................................................................................. 105 

 

  



6 
 

1. TEORETICKÝ ÚVOD 
 

1.1. Anatomie prostaty, semenných váčků a chámovodu 

Prostata je přídatná žláza mužského pohlavního ústrojí tvaru komolého kužele, 

uložená pod močovým měchýřem, která obepíná kraniální část uretry. Definitivní velikosti 

dosahuje až po pubertě, kdy váží 29-40 g. Na povrchu prostaty je tenká vazivově-

hladkosvalová vrstva tkáně vytvářející zde capsula propria. Na ni naléhá plexus venosus 

prostaticus, který odděluje capsula propria od capsula periprostatica, což je vnější vazivové 

pouzdro plynule přecházející na okolní orgány. Základna (basis prostatae) naléhá k močovému 

měchýři, hrot (apex prostatae) směřuje dopředu dolů a dosahuje k diaphragma urogenitale. 

Zadní plocha prostaty (facies posterior) je konvexního tvaru a podélná plochá brázda zde 

neúplně rozděluje žlázu na dva laloky (lobus dexter a lobus sinister). Uvnitř probíhá prostatická 

část uretry, která z anatomického pohledu rozděluje prostatu na část preuretrální a retro-

uretrální. Preuretrální část prostaty se nazývá isthmus prostatae. Ve žláze dále rozeznáváme 

lobus medius, což je označení pro úsek zanořený za uretrou do hloubky, mezi průběhem obou 

ductus ejaculatorii, které do prostaty vstupují na bázi, prostupují retrouretrální části prostaty 

a ústí do zadní stěny pars prostatica urethrae na colliculus seminalis, kde mezi oběma ústími 

ductus ejaculatorii se někdy nalézá slepý kanálek délky přibližně 8-10 mm – utriculus 

prostaticus, který je zbytkem Müllerova vývodu. Funkčním základem je 30-50 

tubuloalveolárních žlázek vystlaných dvouřadým kubickým až cylindrickým epitelem. Žlázky 

většinou ústí na colliculus seminalis nebo v jeho okolí. Periuretrální žlázky mohou ve stáří 

hypertrofovat a být příčinou zbytnění prostaty a útlaku prostatické části uretry. Mezi žlázkami 

je uložena hladká svalovina a vazivová tkáň (Borovanský a kol. díl 1., 1976; Čihák, Grim díl 2., 

2002). 

McNeal a kolektiv prokázali, že lidská prostata je orgánem složeným, skládajícím se ze 

tří glandulárních zón a jedné zóny bez žlázek. Ze zón glandulárních rozeznává periferní, 

přechodnou a centrální (McNeal, 1984; McNeal et al., 1988). Tyto zóny jsou patrné na 

koronárních řezech prostatou v různém rozsahu v závislosti na lokalizaci daného řezu a mají 

velký význam v souvislosti se vznikem některých patologických lézí v různých zónách tkáně 

prostaty.  
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Semenné váčky jsou dutým párovým orgánem délky přibližně 4-5 cm. Jsou uloženy 

laterálně od ductus deferens mezi zadní stěnou močového měchýře a rektem. Jsou vyplněny 

sekretem. Stěnu semenných váčků tvoří sliznice, hladká svalovina a adventicie. Epitel sliznice 

je jednovrstevný, místy může být dvouřadý.  

Chámovod (ductus deferens) sahá od cauda epididymis do prostatické části uretry a je 

dlouhý přibližně 40 cm. Za močovým měchýřem je uložen mediálně od semenných váčků, zde 

vytváří zduření (ampulla ductus deferentis). Spojením s vývodem semenných váčků vytváří 

ductus ejaculatorius, který prochází bází prostaty a ústí v pars prostatica urethrae na colliculus 

seminalis. Jeho stěna se skládá ze sliznice kryté dvouřadým epitelem s nepohyblivými 

řasinkami, dále pak ze svaloviny a adventicie (Borovanský a kol. díl 1., 1976). 

 

1.2. Patologie prostaty 

 

1.2.1. Benigní hyperplazie prostaty 

Benigní hyperplazie prostaty (BPH) je jednou z nejčastějších chorob postihujících muže 

po 40. roce a její incidence s věkem narůstá. V 7. deceniu bývá postiženo až 69 % mužů  

(Povýšil, Šteiner a kol., 2007). Pro onemocnění je typické uzlovité rozšíření žlázy způsobené 

hyperplazií glandulární i stromální složky, které je lokalizované v okolí uretry (Rosai, 2004). 

V etiologii vzniku tohoto onemocnění hraje velký význam dysbalance androgenů, 

androgenových receptorů a estrogenů. Nejdůležitější roli zde hraje testosteron a zejména jeho 

metabolit dihydrotestosteron, který stimuluje růst žlázové i stromální komponenty svým 

působením a vazbou přes androgenový receptor v jádře buněk (Povýšil, Šteiner a kol., 2007). 

Klinické příznaky pacientů s hyperplazií prostaty zahrnují zejména obstrukci doprovázenou 

častým močením malého množství moči a zvýšenou kontrakcí stěny močového měchýře, která 

se makroskopicky projeví hypertrofií její svaloviny. Stagnující reziduum moči v měchýři působí 

na sliznici iritačně a může být živnou půdou pro případnou infekci měchýře (Humphrey, 2003). 

Histologicky rozlišujeme několik typů hyperplazie. Nejčastěji se setkáváme s hyper-

plazií běžnou, kterou lze dále rozdělit na hyperplazii stromální, difúzní stromální a glandulární 

(tabulka č. 1). V histologické praxi je hyperplazie patrná nejčastěji v podobě fibro-

adenomatózních uzlů, kde dominuje zmnožení hladkých svalových vláken s malou příměsí 

vláken elastických a zmnožení často mírně až cysticky dilatovaných prostatických žlázek, 
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v jejichž lumen často nacházíme zahuštěný sekret, někdy i corpora amylacea, která mohou 

kalcifikovat. Výstelka těchto žlázek je tvořená dvouřadým epitelem s vnitřními cylindrickými 

buňkami s uniformními okrouhlými, centrálně lokalizovanými jádry a se světlou cytoplazmou 

a zevními kubickými či plochými buňkami nasedajícími na bazální membránu (Rosai, 2004). Ve 

žlázkách jsou často patrné papilární proliferace výstelky. Další variantou vyskytující se s menší 

frekvencí než běžná hyperplazie je hyperplazie bazálních buněk a její incidence je přibližně           

3-15 %. Bývá patrná v periferní zóně prostaty a často v souvislosti se zánětem, ale může být 

také změnou reaktivní, související s léčbou prostaty. Histologicky ji můžeme rozdělit na 

prostou a atypickou. Běžná hyperplazie je tvořena dvěma a více vrstvami bazálních buněk 

cytologicky benigního vzhledu s ovoidními či mírně elongovanými buňkami. Pro atypickou BPH 

jsou charakteristická jádra s prominujícími jadérky. Někdy v prostatě můžeme také zastihnout 

hyperplazii mezonefických zbytků, jejíž incidence ve tkáni získané transuretrální resekcí 

prostaty (TURP) je přibližně 0,6 %. Histologicky je charakterizována vágně nodulárními uzly, 

může ale vykazovat infiltrativní typ růstu. Tvoří ji malé tubuly vystlané kubickým epitelem, 

přítomna bývá intraluminální sekrece eozinofilního, koloidu podobného sekretu. Hyperplazie 

žlázek colikulus seminalis a okolí, kde ústí ductus ejaculatorii do prostatické části uretry, je 

dalším typem hyperplazie. Jde o mikroacinární proliferaci těsně nakupených žlázek vystlaných 

buňkami benigního vzhledu se světlou cytoplazmou, vyskytující se s incidencí přibližně 14 %. 

Nesmíme také opomenout atypickou adenomatózní hyperplazii (adenózu), proliferaci 

malých žlázek, které mohou být zaměněny s karcinomem. Histologicky bývá dobře 

ohraničená, tvořená hustě nakupenými drobnými žlázkami, někdy mohou být žlázky větší či 

cysticky dilatované. Jsou vystlané buňkami se světlou cytoplazmou. Imunohistochemické 

barvení vysokomolekulárními cytokeratiny (HMWCK) k průkazu bazálních buněk je alespoň 

ložiskově pozitivní (Humphrey, 2003). 
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Hyperplazie prostaty 

Běžná nodulární hyperplazie  

 

Stromální Fibrózní a fibrovaskulární noduly 

Fibromuskulární noduly 

Muskulární noduly (leiomyom) 

Difúzní stromální 

hyperplazie 

 

Glandulární Fibroadenomatózní noduly 

 Fibromyoepiteliální noduly 

Hyperplazie bazálních buněk  Běžná  

 Atypická  

Hyperplazie mezonefrických zbytků   

Hyperlazie žlázek kolikulus seminalis   

Atypická adenomatózní hyperplazie   
 

Tabulka č. 1: Hyperplazie prostaty. Vytvořeno dle Humphrey, Prostate Pathology, 2003 

 

1.2.2. Prostatická intraepitelová neoplazie (PIN) 

Prostatická intraepitelová neoplazie je atypická proliferace buněk výstelky prosta-

tických žlázek. Je prekancerózou, tedy změnou spadající do kategorie dysplazií epitelu, která 

je dána abnormalitami ve fenotypu i genotypu buněk, které jsou na hranici mezi benigním         

a maligním. Její incidence se pohybuje v rozmezí 4-16 % (Bostwick, Liang, 2012). Často se 

vyskytuje multifokálně a to až v 72 % případů radikálních prostatektomií (Qian et al., 1997). 

Její jedinou diagnostickou metodou je biopsie. V minulosti udávané klinické změny v podobě 

zvýšeného prostatického specifického antigenu (PSA) nebyly potvrzeny, PSA však může být 

zvýšen, pokud jsou dysplastické změny doprovázeny změnami zánětlivými. Histologicky byly 

rozeznávány a hodnoceny tři stupně dysplastických změn, lehká, střední a těžká. V současné 

době jsou hodnoceny pouze stupně dva, a to lehká dysplazie (low-grade PIN) a těžká dysplazie 

(high-grade PIN), která zahrnuje dříve rozlišovaný grade 2 a 3 (tabulka č. 2), (Rosai, 2004).  

 

Dysplazie lehká, grade 1 PIN 1 Low-grade PIN 

Dysplazie střední, grade 2 PIN 2 High-grade PIN 

Dysplazie těžká, grade 3 PIN 3 

Tabulka č. 2: Prostatická intraepitelová neoplazie. Převzato z Humphrey, Prostate Pathology, 
2003 
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Histologický vzhled jednotlivých typů prostatické intraepitelové neoplazie se liší. 

Charakteristická pro všechny je abnormální proliferace epitelií vystýlajících prostatické žlázky, 

které proliferují směrem luminálním. Mohou vytvářet různé histologické obrazy od fokálního 

zesílení výstelky po útvary mikropapilární, kribriformní či ploché. Další, ale velmi raritní 

variantou obrazu PIN může být vzhled mucinózní, mikrovakuolární, invertovaný „hobnail“, PIN 

se skvamózní diferenciací, PIN s prstencovými buňkami a PIN s malými buňkami neuro-

endokrinního vzhledu. Diagnostická kritéria pro lehkou a těžkou dysplazii se liší (tabulka č. 3), 

(Bostwick, Liang, 2012). 

 

 Low-grade PIN High-grade PIN 

Architektura Nahloučené stratifikované 

epitelie, nepravidelně rozložené 

Více nahloučené stratifikované 

buňky, často se překrývající, 

často vytváření mikropapilární, 

kribriformní formace  

Jádra Zvětšená s patrnou mírnou 

pleomorfií 

Zvětšená s výraznou pleomorfií 

Chromatin jader Normální vzhled Hyperchromní 

Jadérka Vzácně  Prominující 

Vrstva bazálních buněk Intaktní Může být přítomná disrupce 

Bazální membrána Intaktní  Intaktní  
 

Tabulka č. 3: Diagnostická kritéria PIN. Převzato z Bostwick, Liang, 2012 

 

Kromě morfologického vzhledu můžeme v diagnostice PIN využít také imunohisto-

chemického barvení, zejména HMWCK či p63. Obě tyto protilátky se využívají k průkazu 

bazálních buněk, které jsou u PIN, na rozdíl od karcinomu, přítomny. 

Z molekulárněbiologického hlediska nacházíme u prostatické intraepitelové neoplazie 

změny velmi podobné těm, které jsou nacházeny u karcinomu prostaty. Jde o změny stojící na 

hranici mezi benigním a maligním a indikující zhoršující se diferenciaci buněk a změny 

v kontrole regulačních genů, které vedou ke vzniku karcinomu (Henrique et al., 2006). Zjištěna 

byla progresivní ztráta některých markerů, jako jsou PSA a PAP, některých cytoskeletálních 

proteinů a annexinu I (Kang et al., 2002). Další studované markery naopak vykazovaly 

progresivní zvýšení exprese. Jde například o onkoproteiny, jako jsou cerb-B-2 (Her-2/neu), 

cerb-B-3, nebo Bcl-2 (Nakashiro et al., 2003). Dále byla také popsána hypermetylace 
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promotorové oblasti GSTP1 (Meiers et al., 2007). Běžně bývá také zjišťován fúzní gen 

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

V patologické a klinické praxi je velmi důležitá diagnostika PIN jako prekancerózy, dů-

ležité je též vzít v úvahu přítomnost PIN v okolí nádorových struktur. Z tohoto důvodu je při 

diagnóze PIN v punkční biopsii prostaty doporučována rebiopsie, a to dle schématu v tabulce 

č. 4.  

 

Bioptický nález Diagnostický postup 

Izolovaný nebo monofokální PIN (jedno ložisko) Opakovat biopsii do 1 roku 

PIN multifokálně  Co nejdříve opakovat biopsii 

PIN + ASAP Co nejdříve opakovat biopsii 
 

Tabulka č. 4: Doporučený postup při dg. PIN. (Bostwick, Liang, 2012) 

 

1.2.3. Nádory prostaty a jejich klasifikace 

Nádory prostaty detailně popisuje a rozděluje klasifikace Světové zdravotnické 

organizace z roku 2016, která je rozděluje do několika hlavních skupin (tabulka č. 5), (Moch et 

al., 2016). 
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 Typ nádoru 

Epitelové nádory 
         glandulární neoplazie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         
 
uroteliální nádory 
 skvamózní nádory 

adenokarcinom (acinární) 
    - atrofický 
    - pseudohyperplastický 
    - mikrocystický 
    - pěnovitý (foamy) 
    - mucinózní (koloidní) 
    - z prstencových buněk 
    - pleomorfní z obrovských  buněk 
    - sarkomatoidní 
    - lymphoepitelioma-like 

prostatická intraepitelová neoplazie (PIN) 

prostatická intraepitelová neoplazie grade III  
(PIN III) 

intraduktální karcinom 

duktální adenokarcinom  
   - kribriformní 
   - papilární 
   - solidní 

uroteliální karcinom 

adenoskvamózní karcinom 

spinocelulární karcinom 

bazocelulární karcinom 

Neuroendokrinní nádory adenokarcinom s neuroendokrinní diferenciací 

dobře diferencovaný neuroendokrinní tumor 

malobuněčný neuroendokrinní karcinom 

velkobuněčný neuroendokrinní karcinom 

Mezenchymové nádory stromální tumor nejistého maligního potenciálu 

stromální sarkom 

leiomyosarkom 

rabdomyosarkom 

leiomyom 

angiosarkom 

synoviální sarkom 

zánětlivý myofibroblastický tumor 

osteosarkom 

nediferencovaný pleomorfní sarkom  

solitární fibrózní tumor 

solitární fibrózní tumor, maligní 

hemangiom 

tumor z granulárních buněk 

Hematolymfoidní nádory difúzní velkobuněčný B lymfom 

chronická lymfocytární leukémie / malobuněčný 
lymfocytární lymfom 

folikulární lymfom 

lymfom z plášťových buněk 

akutní myeloidní leukémie 

B-lymfoblastická leukémie/lymfom 

Smíšené nádory cystadenom 

nefroblastom 

rabdoidní tumor 

nádory ze zárodečných buněk 

světlobuněčný karcinom 

melanom 

paragangliom 

neuroblastom 

Metastatické nádory  
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 Typ nádoru 

Nádory semenných váčků  

Epitelové nádory adenokarcinom 

spinocelulární karcinom 

Smíšené epitelové a 
stromální nádory 

cystadenom 

Mezenchymové nádory leiomyom 

schwannom 

mammary -type myofibroblastom 

gastrointestinální stromální tumor (NOS) 

leiomyosarkom 

angiosarkom 

liposarkom 

solitární fibrózní tumor 

hemangiopericytom 

Smíšené nádory choriokarcinom 

seminom 

dobře diferencovaný neuroendokrinní tumor 

lymfomy 

Ewingův sarkom  

Metastatické nádory  

 

Tabulka č. 5: WHO klasifikace nádorů prostaty a semenných váčků. Převzato 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 nás nejčastějším nově diagnostikovaným nádorovým 

onemocněním mužů. Incidence u nás dosáhla v roce 2014 66,45/100000 

(http://www.svod.cz/analyse.php?modul=incmor#). Postihuje převážně starší muže ve věku 

65 let a více, ale může se vyskytnout i v mladším věku a výjimečně i u adolescentů a dětí (Eble 

et al., 2004). Etiologie jeho vzniku je kromě rasových vlivů a věku dávána do souvislosti 

s hladinou testosteronu v krevním séru, což dokládá fakt, že se nevyskytuje u jedinců 

kastrovaných před pubertou a u pacientů s jaterní cirhózou, kteří mají vyšší hladinu estrogenu 

v krvi. Karcinom prostaty ve většině případů postihuje periferní partie prostaty, zejména 

dorzálně či dorzolaterálně. Velmi často vzniká multifokálně, a to až ve více než 85 % případů 

(Eble et al., 2004). Pro urologickou praxi a diagnostiku tohoto nádoru, zejména v časných 

stadiích onemocnění, je důležité vyšetření per rektum, sonografické vyšetření a samozřejmě 

také hladina PSA v krevním séru. Dříve byly považovány hodnoty PSA nižší než 4 ng/ml za 

normální, u mladších pacientů je tato hranice výrazně nižší a jsou známy případy agresivních 

karcinomů i při nižších PSA (Grepl et al., 2010; Thompson et al., 2004). Hladina PSA může být 

zvýšená u zánětů, infarktu prostaty či traumatického postižení. Vysokých hodnot však 
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dosahuje především u nádorů. Pokud má klinik podezření na nádorové onemocnění, následuje 

transrektální biopsie prostaty pod ultrasonografickou kontrolou. Odebírají se tenké proužky 

tkáně, a to vějířovitě z obou laloků, apexu a báze v celkovém počtu 10 až 14 biopsií podle 

velikosti prostaty, které jsou následně histologicky vyšetřeny. Pro diagnostiku metastáz PCa je 

důležité vyšetření magnetickou rezonancí, CT a PET (Eble et al., 2004; Rosai, 2004).  

 

1.2.4.1. Makroskopický vzhled karcinomu prostaty 

V nativní nefixované tkáni prostaty získané radikální prostatektomií vytváří PCa 

většinou solidní, často lobulárně utvářená ložiska žluté či okrově žluté barvy. Ve tkáni fixované 

formaldehydem je PCa makroskopicky často velmi těžko odlišitelný od hyperplastických změn 

v prostatické tkáni. Nekrózy a hemoragie nejsou v tumoru časté (Rosai, 2004). 

 

1.2.4.2. Šíření a staging karcinomu prostaty 

Podle místa, kde PCa vzniká, můžeme rozlišovat tzv. periferní karcinom a karcinom 

přechodné zóny. Karcinom periferní velmi často prorůstá přes tzv. kapsulu prostaty do 

okolních měkkých tkání. Typicky se šíří podél periferních nervů. Větší tumory mohou přímo 

prorůstat do močového měchýře, semenných váčků, velmi vzácné je prorůstání do rekta. PCa 

metastazuje nejčastěji do regionálních lymfatických uzlin a kostní dřeně obratlů a také do kostí 

pánve a osového skeletu. U pokročilého onemocnění PCa mohou být přítomné metastázy také 

v plicích, játrech, mozku a jiných orgánech (Eble et al., 2004; Rosai, 2004). Pro hodnocení 

stadia onemocnění PCa se v praxi užívá TNM klasifikace zhoubných novotvarů z roku 2009 

(Sobin et al., 2009). Pravidla této klasifikace se vztahují pouze na adenokarcinomy prostaty. 
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T- Primární nádor  

TX primární nádor nelze hodnotit 

T0 bez známek primárního nádoru 

T1 klinicky nezjistitelný nádor, ani palpačně, ani zobrazovacími vyšetřovacími metodami 

T1a  nádor zjištěn náhodně histologicky v 5 % (nebo méně) resekované tkáně 

T1b nádor zjištěn náhodně histologicky ve více než 5 % resekované tkáně 

T1c nádor zastižen při punkční biopsii  

T2  nádor omezen na prostatu 

T2a  nádor postihuje polovinu jednoho laloku nebo méně 

T2b nádor postihuje více než jednu polovinu jednoho laloku, ne však oba laloky 

T2c nádor postihuje oba laloky 

T3 nádor se šíří přes pouzdro prostaty 

T3a extrakapsulární šíření (jednostranné nebo oboustranné) včetně mikroskopického 

postižení hrdla močového měchýře 

T3b nádor infiltruje semenný váček (váčky) 

T4 nádor je fixován nebo postihuje okolní struktury jiné než semenné váčky: zevní  

sfinkter, rektum, musculi levatores a/nebo  stěnu pánve 

 

N- Regionální mízní uzliny 

NX  regionální mízní uzliny nelze hodnotit 

N0  regionální mízní uzliny bez metastáz 

N1 metastázy v regionálních mízních uzlinách 

 

M- Vzdálené metastázy 

MX vzdálené metastázy nelze hodnotit 

M0  bez vzdálených metastáz 

M1 vzdálené metastázy 

M1a jiná než regionální mízní uzlina (uzliny) 

M1b kost(i) 

M1c jiná (jiné) lokalizace 

Je-li přítomna více než jedna metastatická lokalizace, používá se kategorie nejpokročilejší 

(pM1c). 
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Kategorie pTNM patologické klasifikace pT a pN odpovídají kategoriím T a N. Kategorie pT1 

není zavedena, protože ke stanovení této kategorie pT není dostateční množství tkáně (Sobin 

et al., 2009). 

 

1.2.4.3. Histologický vzhled karcinomu prostaty 

Obraz karcinomu prostaty v mikroskopickém vyšetření může být různorodý a WHO 

klasifikace popisuje několik histologických typů tohoto karcinomu (tabulka č. 5). Ve většině 

případů se však jedná o acinární adenokarcinom, pro který je typická přítomnost pouze jedné 

vrstvy buněk a chybění buněk bazálních. Nádorové buňky mohou být, zejména u dobře 

diferencovaného karcinomu, poměrně uniformní a jsou velmi těžko rozlišitelné od benigních 

žlázek. Někdy vykazují nádorové buňky mírnou jadernou pleomorfii, přítomna mohou být 

jádra hyperchromní, někdy ale také vezikulární s nápadnými jadérky. Často bývají také patrna 

větší jádra, někdy se zřetelnými nukleoly, v některých případech může být patrné 

„odkapávání“ cytoplazmy připomínající apokrinní sekreci (Eble et al., 2004; Rosai, 2004). 

Adenokarcinom se vyskytuje v několika histologických formách. Při mikroskopickém vyšetření 

tkáně prostaty se můžeme setkat s formou atrofickou, pseudohyperplastickou, pěnovou 

„foamy gland carcinoma“, koloidní a formou tvořenou prstencovými buňkami, onkocytární, 

„lympho-epithelioma-like“ variantou a formou sarkomatoidní (Moch et al., 2016). 

 

1.2.4.4. Hodnocení stupně diferenciace karcinomu prostaty 

Stupeň diferenciace PCa se hodnotí stanovením Gleasonova skóre. V roce 1966 Donald 

F. Gleason popsal nový systém pro grading adenokarcinomu prostaty na základě studie 270 

pacientů (Gleason, 1966). Tento systém byl založen na popisu architektury, vzhledu a velikosti 

nádorových žlázek adenokarcinomu a rozlišoval 5 obrazů. Sám Gleason a jeho spolupracovníci 

v roce 1974 systém na základě dalších studií a výzkumu upravili (Gleason et al., 1974). Další 

modifikaci tohoto systému provedl také Gleason společně se svými kolegy v roce 1977 (Helpap 

a Egevad, 2006). V této podobě byl systém používán téměř 40 let a stal se nejpoužívanějším 

při hodnocení diferenciace adenokarcinomu prostaty. S rozvojem vyšetřovacích metod, které 

v době, kdy Gleason a jeho tým sestavovali tento systém, nebyly užívány a které se postupem 

času staly rutinními, jako je vyšetření hladiny PSA a zejména punkční biopsie a také 
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imunohistochemické barvení bazálních buněk ve žlázkách prostaty, bylo potřeba dalších 

modifikací tohoto hodnoticího systému. Tyto metody umožnily přesnější diagnostiku a na-

příklad velká část z obrazů dříve hodnocených jako 1 a 2 je dnes hodnocena jako atypická 

adenomatózní hyperplazie (adenóza), kribriformní struktury zahrnuté do 3. obrazu dnes 

hodnotíme také daleko přísněji (Epstein et al., 2005; Lotan a Epstein, 2010). Na mezinárodní 

uropatologické konferenci ISUP 2005 v San Antoniu byl Gleasonův systém opět modifikován 

(obrázek č. 1) a byl přijat konsenzus týkající se převážně sporných oblastí Gleasonova 

gradingového systému. Výsledky byly prezentovány v září téhož roku v časopise The American 

Journal of Surgical Pathology (Epstein et al., 2005). Výsledkem těchto změn z roku 2005 bylo: 

Gleason 1 – ohraničený uzel s těsně nakupenými, ale zřetelně oddělenými žlázkami, které jsou 

uniformní, okrouhlé či oválné a střední velikosti (jsou větší než u obrazu 3). 

Gleason 2 – jde o zřetelně ohraničený uzel, který se velmi podobá Gleasonu 1, žlázky nejsou 

ale tak uniformní  jako u Gleason 1. 

Gleason 3 – typické jsou malé žlázky (menší než u obrazu 1 a 2), se zřetelnými variacemi ve 

tvaru a velikosti, infiltrativně rostoucí okolo nenádorových žlázek. Dále jsou zde zahrnuty               

i drobné, okrouhlé a hladce ohraničené kribriformní žlázky. 

Gleason 4 – splývající mikroacinární žlázky, často nepravidelné, neúplné, místy s hůře vidi-

telnými luminy. Patří sem také velké kribriformní žlázky, rovněž s nepravidelnými okraji. 

Gleason 5 – nádor nevytváří žlázové formace, ale solidní a pruhovité, případně je tvořen 

jednotlivými buňkami. 

Největší změny se týkaly především hodnocení jehlových biopsií prostaty a tkání získaných 

transuretrální resekcí prostaty, neboť ze zkušeností uropatologů vyplynulo, že bývají často 

podhodnocovány, což v některých případech vede k nedostatečné léčbě pacientů s PCa.               

Z konsenzu vzešla závazná kritéria pro hodnocení stupně diferenciace PCa, která byla záhy 

uvedena do praxe (Epstein et al., 2005). Na našem ústavu se tak stalo v roce 2006.  
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Z výsledků konference vyplynulo několik závažných změn: 

Základem hodnocení biopsie prostaty, jak už napsal Gleason a jak bylo uvedeno na konferenci 

ISUP 2005, je prohlédnutí preparátu nejprve při nejmenším zvětšení, tj. 4× nebo 10×. Pokud 

bychom použili větší zvětšení hned v úvodu, mohlo by to vést k nadhodnocení skóre (Epstein 

et al., 2005). 

1. Gleasonovo skóre 1+1=2 by nemělo být diagnostikováno z punkční biopsie ani při vyšetření 

tkáně prostaty po totální prostatektomii, protože jde většinou o adenózu čili atypickou 

adenomatózní hyperplazii. 

2. Gleasonovo skóre 3–4 – pro tuto kategorii low-grade tumorů platí, že takto by neměl být 

hodnocen acinární adenokarcinom z punkční biopsie, protože zde nevidíme, zda je 

ohraničený, což je podmínkou pro obraz Gleason 1 a 2. Gleasonovo skóre 2+2 můžeme 

výjimečně diagnostikovat v materiálu z TURP. 

3. Pro Gleasonovo skóre 2+3 a vyšší se pravidla mírně liší u hodnocení punkčních proužků 

tkáně prostaty a tkáně získané totální prostatektomií, kde většinou (alespoň na našem 

ústavu) vyšetřujeme prostatu celou. 

 

Pro jehlové biopsie platí:  

Gleasonovo skóre 1+1 a 1+2 – nediagnostikujeme 

Gleasonovo skóre 2+2 – nediagnostikujeme, výjimečně můžeme diagnostikovat z TURP 

Gleasonovo skóre (GS) 2+3 a vyšší tvoříme podle těchto pravidel:  

GS – nejčastěji se vyskytující struktura + druhá nejčastější struktura, nebo 

GS – nejčastěji se vyskytující struktura + nejhorší struktura (to v případě nálezu třetího typu 

struktur) 

Dále platí: 

1. Pro dvě struktury: nižší „grade“ ignorujeme, pokud je zastoupen méně než 5 % (příklad – 

převažuje Gleasonův obraz 4 a do 5 % se vyskytuje obraz 3, přesto napíšeme 4+4). 

Naopak vyšší „grade“ musíme uvádět, i když je v minoritě (příklad – převažuje Gleasonův 

obraz 3 a do 5 % je přítomný Gleasonův obraz 5, pak napíšeme 3+5). 
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2. Pro tři struktury: v případě, že je přítomna i třetí struktura, platí: nejčastější obraz + obraz 

nejhorší (viz výše). 

 

Varianty Gleasonova obrazu: 

„Foamy gland” karcinom – Gleason 3 

Duktální adenokarcinom – Gleason 4 

Mucinózní karcinom – Gleason 3 

Pseudohyperplastický karcinom – Gleason 3 

Kribriformní struktury – ohraničené (většinou oválného nebo okrouhlého tvaru) jsou 

hodnoceny jako Gleason 3, pokud splývají, je hodnocení přísnější, tedy Gleason 4 

Glomeruloidní struktury – Gleason 3  

 

Obrázek 1: Schéma konvenčního (a), modifikovaného (b) Gleasonova systému z roku 2005            
a (c) modifikace z roku 2014. K nejvýznamnějším změnám došlo v Gleasonově obraze 3 a 4. 
(převzato a upraveno z Helpap, Egevad, 2006; Epstein, Egevad et al, 2016). 

 

U materiálu získaného radikální prostatektomií je situace odlišná a patolog musí mít na 

paměti, že se Gleasonovo skóre tvoří podle zásady: nejčastější struktura + druhá nejčastější 

struktura. 

a             b    c 
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Dále platí, že pro terciární struktury vyššího Gleasonova obrazu (tj. 4 a 5) uvedeme 

procentuální zastoupení. Pokud je to možné, je třeba popsat nádorové uzly (centrálně mají 

většinou nižší GS, periferně vyšší GS) a popsat dominantní uzel, (to je ten největší s nejvyšším 

GS). 

V roce 2014 proběhla The International Society of Urological Pathology Grading 

Consensus Conference, kde byl celý, již tak složitý systém znovu evaluován (obrázek č. 1c). 

Jednou ze změn bylo rozhodnutí, že okrouhlé či oválné kribriformní struktury a také struktury 

glomeruloidní, dříve hodnocené jako Gleason 3, se vzhledem ke svému méně příznivému 

chování budou hodnotit jako Gleason 4. Další, pro patologa zavazující, změnou je, že u každého 

jednotlivého vzorku tkáně získaného punkční biopsií prostaty se musí hodnotit Gleasonovo 

skóre zvlášť a musí se také zhodnotit rozsah zastižené nádorové tkáně v daném vzorku. Tato 

modifikace zjevně vyplývá z multifokálního vzniku PCa (Moch et al., 2016). 

 

1.2.4.5. Diagnostické a prognostické markery karcinomu prostaty 

Neustále se zvyšující incidence karcinomu prostaty a snaha diagnostikovat toto 

onemocnění v časných stadiích vede k intenzivnímu hledání specifických znaků umožňujících 

včasnou diagnostiku a screening u široké skupiny pacientů. Zčásti toto splňuje PSA, proteáza, 

která je velmi snadno hodnotitelná v krevním séru nebo imunohistochemicky v tkáních, čehož 

se využívá pro diagnostiku metastáz karcinomu prostaty. Za normální hodnoty PSA v krevním 

séru se obecně považují koncentrace do 4 ng/ml, u mladších pacientů je však tato hranice nižší. 

Hladina PSA může být zvýšená u zánětů, infarktu prostaty či traumatického postižení a přede-

vším u karcinomu. 

PSA není specifický pouze pro karcinom prostaty, ale byl zjištěn také v nádorech ovarií 

a prsu, včetně karcinomu mužského prsu (Kraus et al., 2010; Alanen et al., 1996). Naopak byly 

popsány i případy agresivních karcinomů prostaty při nízké hladině PSA (Grepl et al., 2010; 

Thompson et al., 2004). 

Další důležitou skupinou jsou markery imunohistochemické. Jsou využívány zejména 

k diagnostice karcinomu prostaty z tkáně získané biopsií prostat, kde je karcinom zastižen 

v malém rozsahu. Nejvíce jsou využívány specifické znaky pro bazální buňky, jako jsou p63,                   

HMWCK nebo CK5/6 (Signoretti et al., 2000; Weinstein et al., 2002). Je známo, že 



21 
 

v nádorových žlázkách nejsou bazální buňky přítomny. Průkaz bazálních buněk tedy diagnózu 

karcinomu vylučuje. Pro experimentální účely se k průkazu bazálních buněk mohou použít             

P-cadherin, D2-40, CD109 či Bcl2, nejsou však doporučeny pro běžné užití v diagnostické praxi 

(Kuroda et al., 2010; Hasegawa et al., 2007; Jarrard et al., 1997). Dalšími převážně 

experimentálně využívanými diagnostickými znaky jsou například AMACR, GOLM1, FASN, ERG 

a další. Alfa-methylacyl-CoA racemáza (AMACR) je mitochondriální a peroxizomální enzym 

zapojený do beta oxidace mastných kyselin (Lloyd et al., 2008), který je exprimován například 

v hepatocytech, epiteliích renálních tubulů, sliznici žlučníku a také v některých maligních 

tumorech, jako je karcinom tlustého střeva či papilární renální karcinom (Went et al., 2006; 

Dorer a Odze, 2006; Sonwalkar et al., 2010). Zvýšená exprese AMACR byla především 

prokázána u více jak 95 % karcinomů prostaty (Jiang et al., 2004; Herawi, Epstein, 2007). 

Golgiho fosfoprotein (GOLM1) byl původně popsán u onemocnění jater a u hepatocelulárního 

karcinomu (Bachert et al., 2007; Kladney et al., 2000; Iftikhar et al., 2004). V několika studiích 

byla popsána overexprese GOLM1 mRNA u karcinomu prostaty (Luo et al., 2002; Wei et al., 

2008). FASN gen kóduje enzym zapojený do syntézy mastných kyselin (Menendez a Lupu, 

2007). Warburg v roce 1956 popsal zvýšenou novotvorbu mastných kyselin v důsledku 

zvýšené aerobní glykolýzy v nádorových buňkách (Warburg, 1956). Přibližně u 50 % karcinomů 

prostaty byl zjištěn fúzní gen TMPRSS2-ERG, který způsobuje overexpresi zkráceného 

produktu ERG genu a může být také použit k diagnostice (Park et al., 2010; Miettinen et al., 

2011). Tento fúzní gen byl také prokázán u malobuněčného karcinomu prostaty. Diagnostické 

markery využívané k diagnostice metastáz karcinomu prostaty jsou PSA, PSMA, androgenový 

receptor, ERG a NKX3.1. Posledně jmenovaný je androgeny regulovaný a, až na výjimky, pro 

prostatu specifický gen lokalizovaný na 8. chromozómu. Zjištěn byl zejména v epiteliích 

prostatických žlázek, a to jak benigních, tak neoplastických (Voeller et al., 1997; He et al., 

1977). Zjištěn byl také v tkáni varlat a v invazivním lobulárním karcinomu prsu (Gelmann et al., 

2003). Některými autory byla popsána ztráta exprese tohoto genu u nízce diferencovaných 

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

Prognostické znaky jsou velmi důležité pro pacienty s nádorovým onemocněním. Na 

základě jejich zhodnocení je rozhodováno, zda pacient bude či nebude operován a léčen 

radioterapií. Plánování léčby se u těchto pacientů opírá o nomogramy a prognostické modely, 

které zahrnují klinické, serologické a histopatologické parametry (Nam et al., 2011; Shariat et 
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al., 2009). Velmi důležité a standardně prováděné je průběžné sledování hladiny PSA 

v krevním séru. Histologické vyšetření z biopsie prostaty je pro pacienta zásadní nejen pro 

stanovení vlastní diagnózy, ale samozřejmě také k určení diferenciace nádoru, tj. jeho 

Gleasonova skóre. Velmi důležité je také stanovení počtu punkčních proužků, ve kterých byla 

nádorová tkáň přítomna a rozsah jejich postižení (Harnden et al., 2008; Loeb et al., 2008). Za 

prognostický marker může být považován také již výše zmíněný fúzní gen TMPRSS2-ERG 

(Tomlins et al., 2005). Prognostickými markery mohou být také různé epigenetické změny, 

jako je například genová metylace (Jones a Baylin, 2007). Geny, které jsou regulovány metylací 

a vyskytují se u karcinomu prostaty, jsou například PITX2,  GST-pi, RARbeta2, APC a HOXD 

(Jeronimo et al., 2004; Henrique et al., 2007; Liu et al., 2011). Dalšími prognostickými znaky 

využívanými zejména experimentálně jsou malé nekódující mikro RNA (Iorio a Croce, 2009). 

Z proteinových markerů, které je možné prokázat imunohistochemicky, je nejdůležitějším 

marker proliferace Ki67, jehož exprese je zvýšená u maligních nádorů (Hanaban a Weinberg, 

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

 

1.2.5. Nenádorové léze důležité pro diferenciální diagnostiku karcinomu prostaty 

Správná diagnostika karcinomu prostaty z punkční biopsie je bezpochyby stěžejní pro 

následující léčbu pacienta. V této kapitole proto uvádím přehled histologických lézí morfo-

logicky připomínajících karcinom, se kterými se může patolog ve své praxi setkat a které by 

neměly být jako karcinom diagnostikovány. U většiny těchto lézí si můžeme pomoci imuno-

histochemickým barvením bazálních buněk, které vykazují pozitivitu HMWCK. Ty jsou u větši-

ny těchto lézí pozitivní, na rozdíl od karcinomů. Autoři souhrnného článku The spectrum of 

morphology in non-neoplastic prostate including cancer mimics názorně rozdělují tyto 

struktury do tří základních velkých skupin (tabulka č. 6), (Montironi et al., 2012). Z lézí 

uváděných v tabulce je velmi důležitá zejména skupina tvořená malými žlázkami. Sem patří 

atrofie zahrnující jak prostou, tak parciální atrofii, stejně jako postatrofickou hyperplazii. Tyto 

léze většinou nečiní diagnostické potíže, neboť v případě pochybností můžeme u těchto lézí 

prokázat inumohistochemicky přítomnost bazálních buněk pomocí HMWCK či p63.  
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Architektura žlázek Nenádorová léze Typ karcinomu prostaty, který 
léze napodobuje 

léze tvořené malými 
žlázkami 

epitelové léze prostatického původu:  
atrofie, parciální atrofie, atypická 
adenomatozní hyperplazie, 
nahloučené benigní žlázky, 
sklerozující adenóza, poradiační 
atypie v benigních žlázkách, 
hyperplazie žlázek v okolí colicullus 
seminalis, hyperplazie bazálních 
buněk 
epitelové léze jiného původu: 
epitelie ductus defferens, 
mezinefrické zbytky 
nefrogenní adenom 
mucinózní metaplazie 
bulbouretrální žlázky 
žlázky tlustého střeva 

atrofický PCa 
Gleason ≤ 3 

velké a kribriformně 
utvářené žlázky 

hyperplazie bazálních buněk 
světlobuněčná kribriformní 
hyperplazie 
hyperplastické žlázky střední a větší 
velikosti 
reaktivní epiteliální atypie 

kribriformní Gleason obraz 3, 
4, 5 
duktální adenokarcinom 
pseudohyperplastický 
karcinom 

solidní vzhled nespecifická granulomatózní 
prostatitis 
malakoplakie 
xantom prostaty 
paraganglia 

Gleason obraz 4, 5 
karcinom z pěnitých buněk  
karcinom vzniklý po terapii 

Tabulka č. 6: Spektrum morfologických nenádorových lézí napodobujících karcinom prostaty. 
Převzato z Montironi R. et al., 2012. 

 

Vzácnější a méně známou atrofií je již výše zmíněná atrofie parciální, která nevykazuje 

typický obraz atrofie s bazofilní cytoplazmou buněk menší velikosti. Jde velmi často o vcelku 

dobře ohraničenou oblast hustě nakupených malých žlázek vystlaných buňkami střední 

velikosti se světlou cytoplazmou. Jádra buněk jsou okrouhlá či oválná s pravidelným 

rozložením chromatinu a hladkou jadernou membránou, bez jadérek. I zde využíváme 

pozitivitu HMWCK či p63 k průkazu bazálních buněk. Atypická nodulární hyperplazie je 

charakterizována nodulární proliferací těsně nahloučených, převážně pravidelných drobných 

žlázek, které jsou lemovány buňkami kubického či nízkého cylindrického tvaru se světlou či 

světle eozinofilní cytoplazmou. Velikost léze obvykle nepřesahuje 5 mm. Tato léze může činit 

někdy diagnostické potíže vzhledem k tomu, že přibližně 50 % žlázek vykazuje v imuno-

histochemickém barvení absenci bazálních buněk. Vzácně, a to s incidencí přibližně 2 %, se 
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může v bioptických vzorcích prostaty vyskytnout sklerozující adenóza. I zde jde o benigní 

proliferaci malých těsně nahloučených žlázek, které mohou vytvářet mikroacinární, 

kribriformní či solidní formace. Mezi žlázkami je patrné stroma s hojnými vřetenitými 

buňkami. Přibližně 10 % těchto lézí bývá v punkčních biopsiích prostaty špatně 

diagnostikováno jako karcinom (Barney et al., 2007). V diagnostice nám opět pomůže 

imunohistochemické barvení HMWCK a p63, které prokáže intaktní vrstvu bazálních buněk. 

Na tomto místě je také nutné zmínit atypickou sklerozující adenózu, která se od prosté 

sklerozující adenózy odlišuje buňkami se zvětšenými jádry s prominujícími nukleoly (Montironi 

et al., 2012). 

 

1.3. Buněčný cyklus, senescence a apoptóza 

Buněčným cyklem se rozumí děj, kterým prochází buňka od svého vzniku až po 

rozdělení na dvě dceřiné buňky. Zahrnuje dvě základní fáze, a to jednak interfázi, dále roz-

dělenou na G1, G2 a S fázi, jednak fázi mitotickou, během které dojde k rozdělení buňky.  V G1 

fázi dochází ke zdvojení buněčné hmoty a růstu buňky, tvoří se RNA a buňka se připravuje na 

replikaci DNA. V této fázi se také nachází hlavní kontrolní uzel. Následuje S fáze (syntéza), kdy 

dochází k replikaci DNA na její dvojnásobné množství. Na konci této fáze je buňka tetraploidní. 

V následující G2 fázi dochází ke zdvojování organel a tvorbě mitotického vřeténka potřebného 

pro dělení buňky. Poslední fází je mitóza, v níž dochází k dělení jádra (karyokineze), které je 

následovano rozdělením buňky (cytokineze) na dvě buňky o stejném počtu chromozomů 

(Rosypal a kol., 1987). Celý proces je kontrolován řadou regulačních proteinů, zejména cyklin-

dependentními kinázami (CDK), což jsou serin/threonin protein kinázové enzymy. Jsou aktivní 

ve spojení s příslušným cyklinem a podílejí se na přenosu adenosintrifosfátu (ATP) na 

substrátové proteiny, což společně s dalším sledem dějů nakonec vede k rozdělení buňky 

(Nasmyth, 1996; Sherr, 1996). Buňka, která se nachází v G1 fázi buněčného cyklu, může být 

stimulováná růstovými faktory (mitogeny), které iniciují vstup do  S fáze. Nutností však je, aby 

tato stimulace byla dostatečná a buňka překročila tzv. restrikční bod R, který se nachází v G1 

fázi. V této fázi cyklu jsou pro jeho regulaci jedny z nejdůležitějších proteinů retinoblastom 

(Rb) a komplexy CDK2/cyklin E, CDK2/cyklin A, CDK4/cyklin D, CDK6/cyklin D (Sherr a Roberts, 

1999), (obrázek č. 2). 
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Obrázek č. 2: Regulace buněčného cyklu (obrázek převzat s laskavým svolením Mgr. Gabriely 
Kořínkové, Ph.D. z dizertační práce Mechanizmy účinků syntetických inhibitorů cyklin-
dependentních kináz odvozených od olomoucinu). 

 

Po stimulaci buňky k proliferaci jsou nejdříve syntetizovány cykliny D, které aktivují 

CDK4 a CDK6, které fosforylují protein Rb za vzniku pRb, čímž dochází k uvolnění transkripčních 

faktorů E2F, které jsou nutné pro vstup buňky do S fáze. Faktory E2F zvyšují transkripci cyklinu 

E, který společně s CDK2 umožní přechod buňky z G1 do S fáze (Kolář a kol., 2003). 

Kontrolní body buněčného cyklu jsou velmi důležité a jsou zodpovědné za bezchybné 

dělení buněk. V těchto bodech je ověřováno, zda byly úspěšně dokončeny všechny přípravné 

kroky probíhající v dané fázi buněčného cyklu a zda je možné, aby buňka mohla vstoupit do 

fáze následující. V případě poškození dojde k zastavení buňky v této fázi a aktivaci repa-

račních mechanismů. Pokud ty nejsou účinné, dochází ke spuštění programované smrti buňky 

(Lukas et al., 2004). Na konci G1 fáze se nachází kontrolní bod G1/S, kde se některé buňky 

zastavují a přecházejí do klidové G0 fáze buněčného cyklu. Na konci G2 fáze je G2/M bod, 

který rozhoduje o vstupu buňky do fáze vlastního dělení buňky (Kolář a kol., 2003; Sherr                

a Roberts, 1999). 

Jak již bylo zmíněno, v kontrolních bodech dochází ke kontrole případného poškození 

DNA během přípravy buňky na její dělení. Na jejich regulaci se podílí velká řada proteinů. 
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Hlavním proteinem regulujícím bod G1/S je protein p53, který je také nazýván strážcem 

genomu. Jde o velmi důležitý tumor supresor, jehož hladina v nepoškozených buňkách je velmi 

nízká a v imunohistochemickém barvení dosahuje přibližně do 1 % pozitivních jader studo-

vaných benigních buněk. Hlavním transkripčním cílem proteinu p53 je protein p21, jehož 

zvýšená exprese vede k zastavení buněčného cyklu (Sherr, 2004). Protein p53 ale může také 

regulovat proteiny podílející se na opravách poškozené DNA či navození apoptózy buňky 

(Stewart a Pietenpol, 2001), (obrázek č. 3). Kontrolní bod G2/M bývá aktivován zejména při 

poškození DNA, například ionizujícím či UV zářením. Hlavní roli v jeho regulaci hrají některé 

kinázy, například DNA-PK, ATR, ATM, které mohou v tomto kontrolním bodě buněčný cyklus 

zablokovat, v případě poškození DNA, prostřednictvím dráhy p53/MDM2-p21 (Lisby                               

a Rothstein, 2005; Lukas et al., 2004), (obrázek č. 4).  

Senescence – replikující se buňky mají zakódovaný omezený počet buněčných cyklů, 

které je buňka schopna absolvovat. Poprvé byl tento jev pozorován a popsán Hayflickem                        

a Moorheadem u normálních lidských fibroblastů (Hayflick a Moorhead, 1961). V průběhu 

cyklů buněčného dělení dochází ke zkracování telomer, které jsou tvořeny repetetivními 

sekvencemi bází TTAGGG a jsou uloženy na koncích chromozomů, které tím chrání před jejich 

případnými fúzemi. V normálních buňkách je délka telomer mezi 7 a 13 kb a v průběhu 

jednotlivých buněčných dělení dochází k jejich zkracování přibližně o 50-200 bp. Zkracování 

telomer souvisí s tzv. jednosměrností DNA polymeráz, které jsou schopny prodlužovat nově 

syntezovaný řetězec pouze z 3´ konce. Těsně před ukončením replikace nového řetězce je 

odbourán RNA primer a 5´ konec zůstává nedokončen. Při zkrácení telomer na kritickou délku 

vstupují buňky do stadia senescence. Buňky v tomto stadiu zůstávají stále metabolicky aktivní 

a také odolné vůči proapoptotickým stimulům (Matsumura et al., 1979; Wang et al., 1995). 

V kmenových a zárodečných buňkách je situace odlišná. Je u nich aktivován enzym telo-

meráza, který umí zkracování telomer zabránit. V průběhu senescence dochází k různým 

biochemickým změnám buněk, jako je například aktivace beta-galaktosidázy, která je také 

specifickým markerem senescentních buněk (Dimiri et al., 1995). Existuje celá řada proteinů 

zajišťujících zástavu buněčného dělení, mezi které patří například p16, Rb, p53 a p21 (Schmitt, 

2003). Proces senescence může být spuštěn nejen zkracováním telomer, ale také například 

aberantní stimulací onkogenů a poškozením DNA (viz kapitola 4.3, Odpověď na DNA poškození 

jako protinádorová bariéra). 
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Obrázek č. 3: Regulace kontrolního bodu G1/S (upravený obrázek převzat s laskavým svolením 
Mgr. Gabriely Kořínkové, Ph.D. z dizertační práce Mechanizmy účinků syntetických inhibitorů 
cyklin-dependentních kináz odvozených od olomoucinu). 
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Obrázek č. 4: Regulace kontrolního bodu G2/M (upravený obrázek převzat s laskavým 
svolením Mgr. Gabriely Kořínkové, Ph.D. z dizertační práce Mechanizmy účinků syntetických 
inhibitorů cyklin-dependentních kináz odvozených od olomoucinu). 

 

Apoptóza neboli programovaná buněčná smrt je sled dějů vedoucích ke smrštění 

buňky, kondenzaci chromatinu, degradaci DNA, rozpadu jádra a buňky s tvorbou tzv. apo-

ptotických tělísek. Apoptózu mohou kromě fyziologických podnětů navodit také ionizující 

záření, toxické látky, hormony, virové infekce a imunitní pochody. Nejdůležitějším dějem pro 

apoptózu je fragmentace DNA, za kterou jsou zodpovědné specifické endo-nukleázy (Kolář        

a kol., 2003). Velmi důležitou roli v apoptoticky zanikajících buňkách mají kaspázy, které jsou 

z velké části zodpovědné za tyto morfologické změny buňky. Jsou to enzymy, které tvoří tzv. 

kaspázovou kaskádu, zajišťující amplifikaci a integraci proapoptotických signálů. V savčích 

buňkách je apoptóza řízena dvěma dráhami. Jednou z nich je dráha receptorová, kde hlavní 

iniciační funkci má kaspáza-8. Tato dráha je přímá, je významná například v imunitním 
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systému při odstraňování nadbytečných aktivovaných T-lymfocytů a zásadní roli zde hrají tzv. 

receptory smrti. Tyto receptory patří do rodiny genů pro receptor TNF (tumor necrosis factor) 

a obsahují „doménu smrti“, která umožňuje aktivovat apoptózu. Mezi tyto receptory smrti 

patří např. CD95 (neboli Fas či Apo1), DR4, DR5, TNRF1 a DR3 (Ashkenazi a Dixit, 1998). Druhou 

dráhou řídící apoptózu je dráha mitochondriální. Efektorovou kaspázou této dráhy je kaspáza-

9. Na počátku aktivace této dráhy stojí většinou faktory exogenní, často látky redukující tzv. 

mitochondriální transmembránový potenciál. Následuje otevření pórů ve vnější mito-

chondriální membráně a uvolnění faktorů zodpovědných za aktivaci prokaspázy 9. Samy 

mitochondrie mohou přispívat k regulaci buněčné smrti třemi způsoby, a to přerušením 

energetického metabolismu přerušením transportu elektronů, uvolněním proteinů spou-

štějících aktivaci kaspáz a změnami v buněčných oxidačně-redukčních pochodech. 

V mitochondriích je lokalizován například proapoptotický cytochrom c, který je během 

apoptózy uvolněn do cytoplazmy a spustí řadu dějů vedoucích k aktivaci kaspázy 9, která stojí 

na začátku mitochondriální dráhy a vede k následné aktivaci řady kaspáz a buněčné smrti 

(Kolář a kol., 2003). 

Na tomto místě je také nutné zmínit autofagii. Jde o adaptační buněčný mechanismus, 

kdy organely buňky jsou opouzdřeny do intracelulárních vakuol a rozloženy lysozomálními 

proteázami. Tento proces probíhá ve všech buňkách, vystupňován bývá například při 

hladovění, hypoxii či vlivem působení toxických látek, jako je etopozid. Některé studie uvádějí, 

že proces autofagie může vyústit v apoptózu či nekroptózu jako důsledek nedostatečné 

schopnosti adaptace na stresové podmínky (Denton et al., 2015; Berry a Baehrecke, 2008; 

Maiuri et al., 2007). Autofagie je považována jednak za další ze způsobů buněčné smrti, jednak 

za proces adaptace na nepříznivé podmínky (Lindqvist et al., 2014; Pattingre et al., 2005). 

Například při léčbě nádorů může být mechanismus autofagie v buňkách aktivován, přičemž 

jde o jejich snahu přežít. Autofagie bývá aktivována deplecí ATP ve snaze obnovit 

metabolickou rovnováhu a předejít nekroptóze (Lum et al., 2005; Amaravadi  et Thompson, 

2007). Inhibice autofagie by mohla vést k rozvratu metabolismu a aktivaci nekroptózy (Shimizu 

et al., 2004). Podle velikosti autofagických vezikul rozlišujeme makroautofagii a mikroautofagii 

(Mizushima et al., 2010). Formování těchto autofagozomů probíhá od izolace membrán přes 

jejich elongaci až po fúzi s lysozomy. Zde hrají zásadní roli geny z rodiny antiapoptotických          

Bcl-2 genů. (Mizushima et al., 2008). Na tomto místě je také třeba zmínit Beclin 1, protein, 
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který svojí interakcí například s Bcl-2 hraje stěžejní roli v regulaci autofagie  a programované 

buněčné smrti (Zong et al., 2009). Chybou by také bylo opomenout ATG proteiny (autophagy-

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

 

1.4. Poškození DNA (DNA damage) 

V lidském těle je denně každá z více než 1013 buněk postižena desítkami tisíc poškození 

DNA (Lindahl a Barnes, 2000; Jackson a Bartek, 2009). Tyto chyby mohou zablokovat replikaci 

či transkripci genomu buněk, a jestliže nejsou opraveny či jsou opraveny nesprávně, mohou 

vést k mutacím přenášejícím se do další generace buněk (Jackson a Bartek, 2009). Mecha-

nismy poškození DNA jsou různorodé. K poškození může docházet během samotné replikace 

DNA v buňkách připravujících se na dělení, může být také způsobeno účinky volných 

kyslíkových radikálů a sloučeninami dusíku, které jsou produkovány v místech zánětu neutro-

filními leukocyty či makrofágy (Valko et al., 2006; Kawanishi et al. 2006; Jackson a Bartek, 

2009). DNA může být poškozována také vlivy z vnějšího prostředí, jako jsou chemické látky 

kontaminující potravu či životní prostřední, UV a jiné typy záření, kdy dochází zejména ke 

dvouřetězcovým zlomům DNA (DSB), (Jackson et Bartek, 2009). Poškození DNA různými vlivy 

je zodpovědné za vznik nádorů, ale je využíváno také k jejich léčbě ozařováním či chemo-

terapií. Látky užívané k chemoterapii tvoří velmi důležitou součást léčby nádorových 

onemocnění a patří sem látky indukující kovalentní vazby mezi bázemi DNA (např. cisplatina, 

karboplatina, mytomycin C), léky způsobující alkylaci bází (temozolomid, metyl meta-

nesulfonát), také léky způsobující jednořetězcové zlomy DNA (SSB) či DSB inhibicí enzymů 

topoizomerázy I či II (kamptotecin, etopozid), (Ciccia a Elledge, 2010). Poškození DNA je však 

také zodpovědné za řadu vedlejších nežádoucích účinků této léčby, například vypadávání 

vlasů, supresi kostní dřeně či gastrointestinální toxicitu (Kastan a Bartek, 2004).  

Změny v DNA jsou detekovány různými buněčnými mechanismy, které následně vedou 

k aktivaci opravných mechanismů souborně nazývaných DDR (DNA damage response), které 

jsou velmi různorodé a liší se podle typu poškození DNA (Jackson a Bartek, 2009). 

1.4.1. Reakce buňky na poškození DNA  

Tak jako existují různé typy jejího poškození, jako jsou zlomy jednoho či dvou řetězců 

nebo „intrastrand/interstrand crosslinks“, existují i různé typy odpovědi buňky na toto 
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poškození. To musí být buňkou zaznamenáno, než dojde k zastavení postupu buňky buněčným 

cyklem směrem k replikaci a dělení. Po poškození DNA buňky dochází k aktivaci kináz ATM 

(ataxia telangiectasia mutated) a ATR (ATM and Rad3-related), které spouští signální dráhy 

vedoucí k zablokování buněčného cyklu. Zdá se, že ATM kináza je aktivována zejména DSB, 

zatímco ATR kináza je zásadní pro odpověď na alterace DNA spojené s DNA replikací. Nejspíše 

ale obě kinázy v rámci reakce na poškození spolupracují (Kastan a Bartek, 2004), (obrázek                

č. 5). ATM kináza je v nepoškozené buňce přítomna v podobě inaktivního homodimeru. K její 

aktivaci dochází při reakci na DSB, a to prostřednictvím disociace homodimeru a auto-

fosforylace (Lukas et al., 2004; Kastan a Bartek, 2004). Velmi důležitý pro celkovou aktivaci 

ATM kinázy a jejích substrátů je také její přesun do míst těchto DSB, který je ovlivňován pomocí 

MRN komplexu a tzv. mediátorů, mezi které lze řadit například 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 kináza je                    

v buňce přítomna ve formě komplexu s ATRIP (ATR interacting protein). V buňce je přítomná 

ve formě komplexu s ATR interagujícím proteinem a její funkčnost je rozhodující pro správný 

průběh replikace buňky. Díky komplexu s ATRIP se váže na replikační protein A, který je 

navázán na jednořetězcovou DNA, která vznikla během replikace. Poté dochází k fosforylaci 

substrátů, které se účastní proteiny, jako je claspin, komplexy RSR (RAD17-RFC2-5) a RHR 

(RAD9B-RAD1-HUS1), (Lisby a Rothstein, 2005; Zachos, 2005). Výsledkem celého tohoto 

mechanismu je nakonec zablokování buněčného cyklu, stabilizace aparátu DNA replikace                  

a další efekty. Pro kontrolní bod G1 je nejdůležitější signální dráha ATM (ATR)/CHK2(CHK1)-

53/MDM2-p21 (obrázek č. 6). 
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Obrázek č. 5: Obecné schéma odpovědi na poškození DNA, zástava replikační vidlice a vliv na 
buněčnou smrt, genomovou instabilitu a vývoj nádoru (převzato z Cell-cycle checkpoints and 
cancer Kastan a Bartek, Nature 2004).  
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Obrázek č. 6: Zjednodušené schéma drah aktivovaných při poškození DNA (zde typu DSB), 
které vedou k ovlivnění buněčného cyklu v kontrolních bodech. Tumorsupresory jsou 
označeny červeně, protoonkogeny zeleně (převzato z Cell-cycle checkpoints and cancer 
Kastan a Bartek, Nature 2004). 
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1.4.2. Mechanismy oprav DNA v eukaryotické buňce 

Možnost oprav poškozené DNA je pro eukaryotickou buňku životně důležitá a může, 

v závislosti na typu poškození, probíhat několika způsoby. U SSB dochází k excizi jednotlivých 

bází (BER – base excision repair), u větších lézí pak k excizi nukleotidů a jejich náhradě (NER – 

nucleotide excision repair), (David et al., 2007; Cleaver et al., 2009). U DSB buňky využívají 

především homologní rekombinace (HR) a nehomologní spojování konců DNA (NHEJ – non-

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

„Base excision repair“ začíná odstraněním poškozených bází z dvoušroubovice a tato 

poškozená místa jsou vyplněna nově syntetizovanou DNA (David et al., 2007). Důležitými 

enzymy tohoto procesu jsou poly (ADP-ribosa) polymeráza 1 a 2 (PARP1 a PARP2), (Nakabeppu 

et al., 2006). 

„Nucleotide excision repair“ je proces, kterým jsou opravována rozsáhlejší 

jednořetězcová poškození DNA, často způsobená ultrafialovým zářením. Zde hraje klíčovou 

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

Homologní rekombinace probíhá zejména v S a G2 fázích buněčného cyklu. Jako 

matrice pro opravu DNA je využívána sesterská chromatida. Tento mechanismus je poměrně 

přesný a nevznikají při něm chyby. Klíčovými proteiny homologní rekombinace jsou proteiny 

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

U mechanismu nehomologního spojování konců DNA je situace rozdílná. Tento 

mechanismus probíhá v kterékoli fázi buněčného cyklu a je nepřesný. Jde v zásadě o prostou 

ligaci konců dvouřetězcových zlomů. Často při něm vznikají chyby, jako je například ztráta 

několika nukleotidů v místě opraveného zlomu (Lees-Miller et al., 2003.) Hlavní roli zde má 

DNA-PK (DNA-activated protein kinase), jejímž hlavním úkolem je aktivovat zarovnání 

protilehlých konců dvouřetezcových zlomů a umožnit jejich spojení DNA ligázou IV. DNA-PK se 

také podílí na fosforylaci proteinu p53, který se poté akumuluje v jádře buňky v důsledku 

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

Dalším typem oprav DNA je „mismatch repair“. Jde o proces opravující chybně 

spárované báze, které porušují strukturu DNA a jsou jako chyba rozeznány. To vede 

k vystřižení takto chybně zapojených bází a k nové syntéze DNA v tomto místě. Zásadní roli 

zde hrají proteiny MSH2 a MLH1 (Jiricny, 2006). Stejně jako všechny výše popsané mechanismy 
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také integrita telomerové DNA na koncích chromozomů hraje důležitou roli v ochraně genomu 

před mutacemi a genomovou nestabilitou (Artadi S. E. a DePinho R. A., 2010). Velmi důležité 

je, že všechny stěžejní složky mechanismu oprav poškozené DNA interagují s kontrolními body 

buněčného cyklu a s procesem segregace chromozomů. Tím je zajištěno, že oprava poškozené 

DNA proběhne před mitózou buňky a do dceřiných buněk se dostane genetický materiál 

nepoškozen (Warmerdam a Kanaar, 2010). 

 

1.4.3. Nestabilita DNA u nádorů a DDR 

Jedním ze známých znaků většiny nádorových onemocnění je jejich genomová 

nestabilita. Bohužel u většiny nádorů tyto změny nejsou doposud popsány. Několik je jich již 

známých. Příkladem může být kolorektální karcinom. Přibližně u 15 % sporadicky vzniklých 

kolorektálních karcinomů se vyskytuje abnormální zkrácení či prodloužení opakujících se 

sekvencí dinukleotidů, známé jako mikrosatelitní nestabilita. Ta s největší pravděpodobností 

vzniká při defektním „mismatch repair“. Porucha tohoto mechanismu byla popsána také               

u familiárně se vyskytujícího kolorektálního karcinomu. Zde jde převážně o mutaci genů MSH2 

a MLH1, které ztrácejí svoji funkci (Jiricny, 2006). U části kolorektálních karcinomů, a to jak 

sporadických, tak familiárně se vyskytujících, byla popsána také defektní homologní 

rekombinace. Tato porucha je popsána také přibližně u 50 % agresivních karcinomů ovaria. 

Dalšími příklady mohou být familiární forma nádorů prsu či nádory pankreatu, u kterých je 

také popsána ztráta funkce některých genů ovlivňujících homologní rekombinaci jako 

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

DDR je biologický mechanismus protinádorové obrany, který bývá aktivován v časných 

stadiích tumorigeneze a je maximální v časných, preinvazivních stadiích nádorů. V těchto 

časných, preinvazivních lézích aktivace DDR předchází výskytu mutací nebo epigenetických 

deregulací faktorů DDR, jako jsou dráhy ATM-Chk2-p53 (Bartkova et al., 2005). Známky 

aktivace DDR u nádorů korelují se znaky buněčné senescence. Onkogeny indukovaná 

senescence vyžaduje intaktní DDR (Bartkova et al., 2006). 

Endogenní aktivace DDR byla popsána u mnoha prekanceróz. Příkladem může být 

zvýšení markerů DSB, například jaderný γH2AX u těchto lézí (Bartkova et al., 2006; Halazonetis 

et al., 2008). 
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1.4.4. DDR a léčba nádorů  

Chemoterapie či radioterapie využívá defektů v mechanismech DDR. Příkladem může 

být léčba pokročilých forem nádorů ovarií solemi platiny (karboplatinou či cisplatinou). Tyto 

soli se používají v kombinaci s  paklitaxelem a způsobují interřetězcová i intrařetěžcová 

kovalentní propojení DNA, která jsou rozpoznávána DDR a opravována homologní 

rekombinací či NER. Tyto léky jsou účinné zejména proto, že u části pokročilých (high-grade) 

nádorů ovarií vykazují buňky defekty v homologní rekombinaci (Turner et al., 2004). Důležité 

je zde zmínit též inhibitory topoisomerázy (irinotekan – inhibitor topoizomerázy I, etopozid – 

inhibitor topoizomerázy II), které jsou považovány za první generaci léků cílících na DDR 

(Pommier et al., 2010). Následující generací inhibitorů DDR jsou inhibitory PARP. Jde o sku-

pinu léků, které zajištují inhibici enzymů poly ADP-ribóza polymerázy 1 a 2. Tyto inhibitory 

s největší pravděpodobností zabraňují opravám spontánně vzniklých SSB v DNA, což při 

replikaci vede ke vzniku dvouřetězcových zlomů (Lord a Ashworth, 2008). Jsou to také léky, 

které zvyšují účinky tomozolomidu (Rouleau et al., 2010; Zaremba a Curtin, 2007). Inhibitory 

PARP také selektivně inhibují růst buněk s defektem v genu BRCA1 či BRCA2 (Farmer et al., 

2005; Bryant et al., 2005). Homologní rekombinace při opravách poškozené DNA je závislá na 

funkci BRCA1 a BRCA2. Pokud jsou tyto geny defektní, jak tomu u některých nádorů bývá, 

zůstávají zejména DSB neopraveny a inhibitory PARP u těchto buněk mohou způsobit jejich 

smrt. Na modelech in vitro byla prokázána vysoká citlivost buněk s mutací BRCA k inhibitorům 

PARP (Farmer et al., 2005). Zdá se, že nádory prsu, ovarií a prostaty s mutací BRCA budou 

vysoce citlivé k inhibitorům PARP. Jedním z testovaných inhibitorů PARP je olaparib, který ve 

studiích vykazoval, oproti běžným chemoterapeutikům, málo vedlejších účinků. V druhé fázi 

klinických studií byla prokázána u pacientů s karcinomy prsu či ovarií vysoká odpověď na léčbu 

tímto lékem (Fong et al., 2009; Balmana et al., 2011). Vedle PARP inhibitorů se testují 

inhibitory různých DDR kináz a cyklin-dependentních kináz, které modulují buněčný cyklus                 

a procesy oprav poškozené DNA (Jackson a Bartek, 2009; Johnson et al., 2011). Studium 

genomu nádorových buněk a možnosti prokázat případné mutace v jejich genomu je 

významné pro cílenou léčbu, zejména u nádorových onemocnění rezistentních k běžné 

chemoterapií či aktinoterapii.  
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1.5. Proteiny zapojené do regulace  buněčného cyklu či kontroly integrity 

genomu 

 

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

NQO1 je flavoprotein fungující jako homodimer s jedním katalyzačním místem, který 

je exprimován v mnoha buňkách epiteliáLních, endoteliálních i adipocytech a také v mnoha 

různých nádorech (Siegel a Ross, 2000; Siegel et al., 1998). Jde převážně o cytoplazmatický 

enzym, může být ale také lokalizován v malé míře v mitochondriích, endoplazmatickém 

retikulu a v jádře. Původně byl popsán jako protinádorový enzym (Vasiliou et al., 2006; Ross              

a Siegel, 2004). NQO1 je zapojen do ochrany buněk proti mutagennímu vlivu volných 

kyslíkových radikálů (Strange et al., 2001). Poškození DNA tímto mechanismem je dalším 

druhem genomové nestability v nádorech, kdy u karcinomu prostaty je často spojen 

s chronickým zánětem (Sfanos a De Marzo, 2012). Tento enzym se také účastní stabilizace 

nádorového supresoru p53 (Anwar et al., 2003; Asher et al., 2001). U NQO1 deficientních myší 

byla patrná snížená indukce p53 a apoptózy a také vzrůstající senzibilita k chemicky 

indukovaným nádorům (Iskander et al., 2005; Long et al., 2000). Gen NQO1 je lokalizován na 

chromozomu 16q22 a byl u něj popsán polymorfismus jednotlivých nukleotidů, kterých může 

být více než 93 (Guha et al., 2008; Siegel et al., 2012; Nebert et al., 2002). Mnoho výzkumných 

studií je věnováno polymorfismu C609T, tranzici C za T na pozici 609 (Traver et al., 1992). 

Polymorfismus NQO1 C609T je homozygotní ve 4-20 % lidské populace (Kelsey et al., 1997). 

Buňky s homozygotní variantou NQO1 C609T nemají měřitelnou aktivitu NQO1, což znamená 

velmi nízké hladiny proteinu NQO1 P187S, který je velmi nestabilní vzhledem k jeho rychlému 

obratu v ubiquitin proteazomové dráze (Siegel et al., 2001). Tato varianta byla popsána jako 

silný prognostický a prediktivní faktor u karcinomu mléčné žlázy (Fagerhorlm et al., 2008). 

V roce 2013 vyšla metaanalýza prokazující sklon ke vzniku karcinomu močového měchýře                  

u pacientů s mutací genu NQO1 C609T (Gong et al., 2013). Jiná metaanalýza prokázala 

signifikantně zvýšené riziko vzniku akutní lymfoblastické leukémie v souvislosti 

s polymorfismem NQO1 C609T (Cuiping a Yang, 2014). Polymorfismus NQO1 C609T vede také 

ke zvýšenému sklonu k onemocnění karcinomem jícnu (Hu et al., 2013). U karcinomu prostaty 

byla také publikována řada studií zabývajících se polymorfismem NQO1 C609T. Vzhledem 

k nejistým výsledkům vyplývajícím z těchto prací byla v roce 2014 provedena a publikována 
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metaanalýza, jež prokázala NQO1 C609T jako možný rizikový faktor vzniku karcinomu prostaty 

u Asiatů, ale nikoli u bělošské populace (Zhang et al., 2014). 

8-oxoguanin je nejčastější modifikací bází DNA vznikající v důsledku působení volných 

radikálů kyslíku (Kasai a Nishimura, 1984). Protože 8-oxoguanin může tvořit v DNA páry jak 

s adeninem, tak cytosinem, je vysoce mutagenní (Maki, 2002). Akumulace 8-oxoguaninu jak 

v nukleární, tak v mitochondriální DNA je považována za jednu z významných příčin 

karcinogeneze (Nakabeppu et al., 2006). Mechanismem DDR je 8-oxoguanin odstraňován 

z DNA specifickou 8-oxoguanin glykosylázou. Dalšími enzymy podílejícími se na opravě DNA 

zaměřenými na chybnou bázi 8-oxoguanin jsou mutT homolog 1 (MTH1) a MYH (Maki  

a Sekiguchi, 1992). Deficience MTH1 byla popsána v souvislosti s akumulací 8-oxoguaninu 

v DNA a se zvýšeným rizikem vzniku nádorového onemocnění u myší (Scott et al., 2014). 

 

1.5.2. p53 

Gen p53 je známým nádorovým supresorem, jehož proteinový produkt je trans-

kripčním faktorem a podílí se na řízení buněčného cyklu. Za fyziologických podmínek má velmi 

krátkou životnost, přibližně kolem 20 minut, protože je rychle degradován ubiquitin-

proteazomovým mechanismem (Li et al., 2002). V případě poškozené DNA buňky dojde ke 

snížení jeho degradace či zvýšení stabilizace molekuly, akumuluje se v buňce a stimuluje 

transkripci genů, jejichž hlavní funkcí je zástava buněčného cyklu, zahájení oprav DNA či 

navození apoptózy. Blokáda buněčného cyklu v G1 fázi  je zajištěna inhibitorem CDK p21, jehož 

exprese je zvýšena po aktivaci p53 (Harper a Elledge, 1996). Protein p53 se také podílí na 

aktivaci transkripce genu GADD45, jehož produkt je významný v procesu reparace poškozené 

DNA. Pokud byla oprava DNA poškozeného genu úspěšná, p53 aktivuje gen MDM2. Tato 

ubiquitin ligáza směruje protein p53 k proteazomové degradaci a dochází k opětovnému 

zahájení buněčného cyklu (Wang et al., 1995). Při neúspěšném pokusu o opravu poškozené 

DNA p53 indukuje geny spouštějící apoptózu buňky (Miyashita a Reed, 1995; Polyak et al., 

1997). Mutace genu p53 byly identifikovány u mnoha nádorů (Prives a Hall, 1999). Nejčastěji 

jde o kombinaci mutace jedné alely a ztráty druhé alely genu p53. U syndromu Li-Fraumeni 

jde o vrozený defekt genu p53, u kterého mají nositelé této mutace až 25násobně vyšší 

pravděpodobnost vzniku maligního nádoru v raném věku (Evans a Lozono, 1997). Mutovaná 
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forma p53 obvykle ztrácí vlastnosti tumor supresoru a může naopak podporovat růst                            

a přežívání nádorů (Kolář a kol., 2003; Goh et al., 2011). 

 

1.5.3. pRb 

Gen pRb je nádorový supresor, jehož produktem je jaderný protein s velmi důležitou 

funkcí v regulaci buněčného cyklu. Fyziologicky se vyskytuje v hypofosforylované aktivní 

formě, kdy váže především transkripční faktory E2F (Weintraub et al., 1992; Trimarchi                            

a Jacqueline, 2002). Pokud je buňka stimulována růstovými faktory, dochází ke zvýšení 

koncentrace cyklinu D a E, aktivují se komplexy cyklin D/CDK4, cyklin D/CDK6   

a cyklin E/CDK2, což vede k fosforylaci pRb, čímž se stává inaktivní a uvolňuje faktory E2F. Ty 

spouští transkripci cyklinů (E a A) a dalších proteinů důležitých pro vstup buňky do S fáze 

buněčného cyklu (Adams a Kaelin, 1995). Rb protein zůstává fosforylován během S, G2 i M 

fáze a je opět defosforylován v G1 fázi. Získané mutace genu Rb, které vedou ke ztrátě jeho 

funkce, byly zjištěny v glioblastomech, karcinomu močového měchýře, mléčné žlázy, 

malobuněčném karcinomu plic i karcinomu prostaty. Vrozené mutace tohoto genu významně 

zvyšují riziko vzniku retinoblastomu a osteosarkomu u nositele této mutace (Aparicio et al., 

2011). 

 

1.5.4. Cyklin D1 

Rodina cyklinů D, kam patří cykliny D1, D2 a D3, je zodpovědná za regulaci buněčného 

cyklu, tedy přechodu z G1 do S fáze (obrázek č. 7). Cykliny D aktivují cyklin-dependentní kinázy 

CDK4 a CDK6 a následuje fosforylace proteinu Rb (Massague, 2004). Exprese cyklinu D1 je 

zvýšena například genovou amplifikací nebo stimulací signální dráhy Ras (Filmus et al., 1994). 

Hladina cyklinu D1 je v průběhu buněčného cyklu proměnlivá, stoupá v průběhu G1 fáze                     

a klesá v S fázi společně se vzrůstající hladinou GSK3β (Yang et al., 2006). Deficience cyklinu 

D1 v buňkách je spojena se zvětšením mitochondrií. Exprese cyklinu D1 a jeho zvýšená aktivita 

vede k potlačení NRF-1 (nuclear respiratory factor 1), který je zodpovědný za indukci exprese 

mitochondriálních genů v jádře (Wang et al. 2006; Sakamaki et al., 2006). Cyklin D1 se také 

významně podílí na regulaci aktivity více jak 35 transkripčních faktorů (Fu et al., 2004). Další 

velmi důležitou úlohou cyklinu D1 je jeho řídící funkce při opravách DNA po jejím poškození. 

Buněčné linie karcinomu mléčné žlázy vykazují zvýšenou apoptózu po ozáření gamma zářením, 
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když je v těchto buňkách cyklin D1 overexprimován (Coco Martin et al., 1999; Zhou et al., 2000; 

Agami a Bernards 2000). 

 

 

Obrázek č. 7: Schéma interakcí cyklinu D1 (převzato z  Pestell, Am. J. Pathol., 2013). 

 

1.5.5. PTEN  

Gen PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten) lokalizovaný 

na 10. chromozomu je významným nádorovým supresorem a jedním z nejčastěji mutovaných 

genů. Jeho mutace byly, stejně jako mutace p53, nalezeny u syndromů charakterizovaných 

zvýšeným rizikem vzniku maligního onemocnění, jako je například syndrom Cowdenové, 

Bannayanův-Riley-Ruvalcabův syndrom, juvenilní polypóza v dětském věku a jiné (Leslie                       

a Longy, 2016). Jako souhrnný termín pro tyto různé fenotypy mutace PTEN byl použit termín 

PTEN hamartoma tumour syndrome (Orloff  a Eng, 2008). PTEN se uplatňuje při regulaci 

buněčného cyklu, buněčného dělení a apoptózy (Li a Sun, 1998) a hraje významnou roli 

v regulaci dráhy PI3-K, která zajišťuje přenos signálu od membránových receptorů na PI3-K, 

dále pak PKB/Akt a dále až k cílovým genům (Besson et al., 1999), (obrázek č. 8). V regulaci 

buněčného cyklu má PTEN funkci inhibiční, především díky defosforylaci PIP3 
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(phosphoinositide 3,4,5-triphosphate), hlavního lipidového mediátoru dráhy PI3-K/Akt 

(Carracedo et al., 2011). V roce 1998 byla publikována studie, kde přibližně  u 55 % nádorů 

prostaty byl nalezen defekt genu PTEN v oblasti q22-23 na 10. chromozomu (Pesche et al., 

1998). McMenamin a spolupracovníci v roce 1999 publikovali práci, ve které studovali 109 

archivovaných parafinových řezů karcinomu prostaty. Popsali granulární cytoplazmatickou 

pozitivitu PTEN v sekretorických buňkách prostaty. Cytoplazmatická pozitivita PTEN byla také 

přítomná v benigním prostatickém epitelu stejně jako u PIN. Homogenní cytoplazmatická 

exprese PTEN byla přítomna u 16 % karcinomů prostaty, v 64 % byla tato exprese neho-

mogenní a 20 % bylo negativních. Patrná byla korelace absence PTEN s hůře diferencovanými 

karcinomy s vyšším Gleasonovým skóre než 6, dále také v pokročilých stadiích nádorového 

onemocnění (T3b a T4), (McMenamin et al., 1999). Rovněž byla popsána zvýšená angiogeneze 

u lokalizovaných karcinomů prostaty v závislosti na inaktivaci PTEN, mechanismus však není 

znám (Giri a Ittmann, 1999). V roce 2001 byla publikována práce popisující účast PTEN na 

regulaci rovnováhy androgenů v prostatických buňkách. Lipidová fosfatázová doména PTEN 

zprostředkovala pokles vlivu androgenů a snížila endogenní aktivitu androgenů působením na 

přirozený promotor androgenového receptoru. V případě nefunkčního PTEN měly androgeny 

vyšší aktivitu, což je fakt podporující teorii, že vystavení epitelií prostaty neregulovanému 

množství androgenů může vést ke vzniku karcinomu. Zvýšené množství androgenů potlačilo 

proapoptotickou funkci PTEN, což může také vést ke vzniku nádorového onemocnění. Snížení 

exprese PTEN či jeho mutace mohou způsobovat neodpovídavost karcinomů prostaty na 

úplnou androgenovou  blokádu (Li et al., 2001).  
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Obrázek č. 8: Model funkce PTEN. Schématický přehled známých cílových genů regulovaných 
PTEN prostřednictvím tyrosin-fosfatázové aktivity nebo fosfatidylinositol-3-fosfatázové 
aktivity. Upraveno podle Besson et al., 1999. Obrázek převzat s laskavým svolením MUDr. Alice 
Hlobilkové, Ph.D. z dizertační práce Některé aspekty funkce nádorového supresoru PTEN ve 
vztahu k regulaci buněčného cyklu a indukci apoptózy v nádorových buňkách). 

 

1.5.6. SMAD 4 

Tumor supresor Smad4 byl poprvé objeven u karcinomu pankreatu v roce 1996 na 

chromozomu 18q21.1 a byl nazván DPC4 (homozygously deleted in pancreatic carcinoma, 

locus 4), (Harn et al., 1996). Proteiny Smad jsou zásadní pro signální dráhu TGFβ, která 

negativně reguluje růst epitelových buněk (Massague et al., 2000). V roce 1998 Howe a spo-

lupracovníci publikovali studii, kde prokázali mutace genu Smad4 u 5 z 9 případů familiarní 
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juvenilní polypózy a předpokládali, že tato mutace je stěžejní pro vznik tohoto onemocnění 

(Howe et al., 1998). V roce 2001 byla publikována práce, ve které nebyla imunohistochemicky 

přítomna exprese Smad4 u 63 z 64 polypů u pacientů s prokázanou mutací Smad4. Dále pak  

u rodin bez mutace Smad4 exprimovalo Smad4 37 z 38 polypů (Woodford-Richens et al., 

2001). Tato data naznačují, že germinální mutace Smad4 je doprovázena ještě další, 

somatickou mutací Smad4 nepostižené alely (Miyaki a Kuroki, 2003). Inaktivace genu Smad4 

koreluje se ztrátou exprese proteinu (Wilentz et al., 2000). Exprese proteinu Smad4 souvisí 

s histologickým gradem karcinomu pankreatu. Wilentz et al. ve své studii 188 karcinomů 

pankreatu neprokázali imunohistochemickou expresi Smad4 ve 31 % případů high-grade 

karcinomu pankreatu, zatímco low-grade karcinomy Smad 4 exprimovaly (Wilentz et al., 

2000). Obdobná situace je i u kolorektálního karcinomu (Miyaki et al., 1999). Mutace tohoto 

genu byly také zaznamenány například u myeloidní leukémie, karcinomu ovarií, žaludku, 

hepatocelulárního a cholangiogenního karcinomu a karcinomu plic (Miyaki a Kuroki, 2003). 

V roce 2014 byla publikována práce, která byla zaměřena na sledování hladiny Smad4 

mediátororé RNA (mRNA). Výsledky této práce prokázaly sníženou expresi Smad4 mRNA               

u karcinomu prostaty v porovnání s nenádorovými tkáňovými vzorky. Dále prokázaly, že 

snížená exprese Smad4 mRNA u karcinomu prostaty byla asociována s metastázami 

karcinomu do lymfatických uzlin, peroperativním PSA a Gleason skóre. Z výsledků této práce 

vyplývá, že Smad4 mRNA může být používána jako prediktivní biomarker (Zhang et al., 2014). 

Smad4 byl identifikován jako cílový gen mikroRNA-183. Exprese tohoto genu byla v buňkách 

PCa upregulována. Exprese mikroRNA-183 byla signifikantně vyšší také v tkáních PCa 

v porovnání s normání tkání prostaty. Onkogenní mikroRNA-183 může být využívána jaké 

biomarker PCa a její inhibice může být významná pro terapii PCa (Ueno et al., 2013). Ztráta 

exprese Smad4 u PCa korelovala s promotorem metylace (Aitchison et al., 2008). Snížená 

exprese BMP (bone morphogenetic protein), jaderného Smad8 a Smad4 souvisí s progresí 

PCa. Částečná ztráta BMP2 a Smad4 souvisí s progresí nádoru agresivního fenotypu (Horvath 

et al., 2004). U PTEN negativních prostat myší byla genetická delece Smad4 spojena u 100 % 

připadů s agresivním typem PCa. Mediátory tohoto biologického procesu byly identifikovány 

cyklin D1 a SPP1 jako klíčové. Ty společně s PTEN a Smad4 tvoří skupinu 4 genů, které jsou 

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

SPP1 je glykofosfoprotein, který je exprimován mnoha nádory lidského těla. Je znám 

pod mnoha synonymy, například jako osteopontin (OPN) či kostní sialoprotein 1 (BSP-1 či 

BNSP). Poprvé byl SPP1 popsán v roce 1979 jako protein secernovaný transformovanými 

maligními epiteliemi (Senger et al., 1979). SPP1 exprimují různé buňky lidského těla, například 

osteoklasty, osteoblasty, epitelie mléčné žlázy, ledvin, kůže, nervové buňky, hladká svalovina 

cév a endotelie (Craig a Denhardt, 1991; Denhardt a Guo, 1993). Indukovaná exprese SPP1 

byla zjištěna u T-lymfocytů, makrofágů, kostních a epidermálních buněk a nádorových buněk, 

které byly ovlivněny například zánětlivými či ischemickými vlivy (Denhardt a Noda, 1998; 

O’Regan a Berman, 2000; Weber, 2001). SPP1 je ligandem pro αvβ integrin a CD44 receptory 

(Smith et al., 1996; Yokosaki et al., 1999; Liaw et al., 1994; Denda  et al., 1998). SPP1 a αvβ 

integrinový receptor usnadňují adhezi B-buněk, destiček, osteoklastů a hladkých svalových 

buněk (O’Regan a Berman, 2000; Liaw et al., 1994; Liaw et al., 1995). Vazba SPP1 na integriny 

je zodpovědná za invazi a migraci nádorových buněk, SPP1 rovněž indukuje neovaskularizaci 

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

 

1.5.8. Ki-67 – proliferační marker 

Lidský protein Ki67 je všeobecně považován za ukazatele proliferace. Tento protein je 

imunohistochemicky detekován v jádře v průběhu všech „aktivních“ fází buněčného cyklu G1, 

S, G2 a M, tedy během proliferace. V průběhu klidové fáze G0 detekován nebývá (Scholzen               

a Gerdes, 2000; Gerdes et al., 1984). Jeho význam je v klinické praxi zásadní. Exprese Ki-67, 

zejména v nádorových buňkách, je dnes již rutinně využívána k posuzování proliferace nádorů 

a také jako jejich prognostický marker. Příkladem může být karcinom prostaty. V četných 

analýzách bylo zjištěno, že tzv. proliferační index Ki-67 je nezávislý signifikantní prognostický 

faktor přežití pacientů, samozřejmě společně s určením stadia a gradu onemocnění (Aaltomaa 

et al., 1997; Borre et al., 1998). U pacientů léčených radikální prostatektomií je exprese Ki-67 

významným prognostickým faktorem nádorové rekurence a progrese (Bettencourt et al., 

1996; Bai et al., 1999). Podobné výsledky byly prokázány i u pacientů léčených transuretrální 

resekcí prostaty (Stattin et al., 1997). Kromě toho je Ki-67 také významným faktorem 

spojeným s rekurencí nádoru u pacientů léčených radioterapií (Scalzo et al., 1998). Biologické 

funkce Ki-67 byly donedávna neznámé. V letošním roce byla popsána jedna z nich, kdy Ki-67 
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svou vazbou na povrch chromozomů umožňuje jejich správnou separaci během mitózy 

(Cuylen et al., 2016). 

 

1.5.9. Další studované proteiny 

γH2AX – histon H2AX je subtypem histonu H2A. Jeho fosforylace na pozici Ser 139 byla 

popsána jako reakce na DSB. Fosforylovaná forma se nazývá γH2AX (Rogakou et al., 1998; Helt 

et al., 2005). Na fosforylaci H2AX se podílejí některé kinázy, jako například ATM, ATR či DNA-

PK, přičemž ATM byla popsána jako hlavní mediátor fosforylace H2AX v odpovědi na DSB 

(Kastan a Lim, 2000; Bakkenist a Kastan, 2003). V případě ATR dochází k fosforylaci u SSB 

(Ward a Chen, 2001; Ward et al., 2004). Po fosforylaci H2AX je možné jej detekovat různými 

metodami, například imunofluorescencí, kdy je protein navázán na chromozom v místě zlomu 

(Lownders a Toh, 2005), což se dá využít jako indikátor úspěšnosti radioterapie (Taneja et al., 

2004). Po fosforylaci γH2AX interaguje například s BRCA1 či jinými proteiny, jako jsou 53BP1     

a MDC1 (Kobayashi, 2004). Poté, co je DNA opravena, dochází k defosforylaci γH2AX, za což je 

zodpovědná fosfatáza PP2A (Chowdury et al., 2005). 

ATM – gen ATM kóduje protein patřící do rodiny PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase). 

Kináza ATM se podílí se na rozpoznání DSB. Přímo se váže na podjednotku NBS1 a zajistí 

fosforylaci histonu H2XA na pozici Ser139 (Kastan a Lim, 2000). V dalším sledu dějů fosforyluje 

ATM desítky až stovky různých substrátů včetně důležité kinázy CHK2 a také tumor supresor 

p53. Celý proces vede opět ke snaze opravit DSB. Pokud opravy nejsou možné, je aktivována 

apoptóza buňky.  

Rev7 – v savčích buňkách je Rev7 zapojen do procesu oprav DNA, kdy společně 

s katalytickou podjednotkou Rev3 tvoří „translesion synthesis“ polymerázu zeta (Gan et al., 

2008). Rev7 blokuje také resekci DNA v oblasti DSB a podporuje tak nehomologní spojování 

konců v průběhu rekombinace tříd imunoglobulinů a obecně při opravě DSB (Xu et al., 2015). 

Xu a spolupracovníci dále popsali, že ztráta Rev7 v myších a lidských BRCA1 deficientních 

buněčných liniích vede k obnovení homologní rekombinace a rezistenci k inhibitorům PARP.   

JMJD1C (jumonji domain-containing protein 1C) – jde o histon demethylasu, která 

silně reaguje s ubiquitin ligázou RNF8 (Greer a Shi, 2012). Jde o protein důležitý v signalizaci 
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DSB, jehož ztráta u karcinomů prsu má vliv na odpověď nádorových buněk na léčbu radiací  

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

53BP1 je poměrně velký protein tvořený 1972 aminokyselinami. Nemá vlastní enzy-

matickou aktivitu, ale umožňuje na svém povrchu vazbu mnoha proteinů podílejících se na 

DDR při DSB (Adams a Carpenter, 2006). 53BP1 patří do skupiny proteinů tzv. 

mediátorů/adaptorů, kam také patří například MDC1, BRCA1, TOPBP1, Caspin a PTIP (Li  a Zou, 

2005). Jednou z jeho funkcí je aktivace ATM, která je stimulována přímou vazbou mezi  

C terminální BRCT doménou a komponentou RAD50 komplexu MRE-RAD50-NBS1(MRN). Ten 

je zodpovědný za zapojení aktivované ATM do DDR (Lee a Paull, 2007). 53BP1 je velmi 

důležitým pozitivním regulačním proteinem oprav DSB prostřednictvím NHEJ. V průběhu NHEJ 

se také podílí na odstranění ochrany telomer (Dimitrova et al., 2008).  

 

1.6. Kallikreiny a prostata 

Kallikreiny patří do skupiny serinových proteáz a mají mnoho rozličných schopností 

regulace fyziologických dějů, jako jsou deskvamace kůže, regulace krevního tlaku, aktivace 

zánětů a další. Geny pro tkáňové kallikreiny jsou umístěny na q13.4 chromozomu 19 a jsou 

regulovány převážně steroidními hormony (Yousef a Diamandis, 2001; Diamandis et al., 2002; 

Obiezu a Diamandis, 2005). Jde o peptidázy fyziologicky se vyskytující v různých tkáních těla, 

často bez tkáňové specifity (Obiezu a Diamandis, 2005). V tkáni prostaty byla zjištěna exprese 

některých kallikreinů, a to KLK2, KLK3 (PSA), KLK4, KLK5, KLK7, KLK11/hippostasin, KLK14               

a KLK15. Kallikreiny 7 a 11 jsou svojí strukturou velmi podobné KLK3 (PSA), a z tohoto důvodu 

by mohly být vhodnými markery pro případnou diagnostiku karcinomu prostaty. KLK7 je 

v tkáni prostaty výrazně exprimován a studie jeho exprese u PCa prokázala downregulaci 

mRNA a hladiny proteinů s negativní asociací s Gleasonovým skóre (Kishi et al., 2004; Xuan et 

al., 2008). Naopak studie z roku 2010 prokázala zvýšenou regulaci KLK7 u pokročilých PCa                   

a autoři předpokládají, že KLK7 hraje důležitou roli v nádorové progresi, invazi a metastazování 

PCa (Mo et al., 2010). KLK11/hippostatin (trypsin-like serine protease) je regulován 

steroidními hormony a vyskytuje se ve třech izoformách, z nichž izoforma 2 je exprimována 

pouze v tkáni prostaty, izoforma 1 se vyskytuje v mozku a také v prostatě (Nakamura et al., 

2001; Diamandis et al 2002). Exprese KLK11 byla prokázána jak v benigních, tak v nádorových 

buňkách v prostatě, signifikantně byla však u karcinomů zvýšená, a to u časných stadií 
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karcinomu s nižším Gleason skóre, zatímco se opět snižovala s nádorovou progresí (Nakamura 

et al. 2003a; Bi et al., 2010). Sérové hladiny studovaného KLK7 ukazují, že je možné považovat 

jej za vhodný diagnostický marker PCa a vzhledem k jeho snížené expresi u PCa lze lépe 

rozeznat karcinom od hyperplazie v porovnání s hladinou dnes nejvíce používaného markeru 

PSA (Nakamura et al., 2003b). 
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2. CÍLE PRÁCE  
 

1. Přispět k pochopení vztahů mezi jednotlivými proteiny zapojenými do složitého 

mechanismu oprav poškození DNA ve vývoji a progresi karcinomu prostaty. 

2. Zhodnotit vliv metodiky fixace prostatické tkáně na výsledky imunohistochemického 

barvení.  

3. Sledovat rozdíl tkáňové exprese kalikreinů 7 a 11 u buněk benigní hyperplazie a karcinomu 

prostaty. 
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3. MATERIÁL A METODIKA 
 

3.1. Výběr pacientů pro imunohistochemickou analýzu 

Studovaný soubor tvoří 103 náhodně vybraných pacientů s diagnózou karcinomu 

prostaty, kterým byla v letech 2003-2011 ve Fakultní nemocnici Olomouc provedena radikální 

prostatektomie. U části souboru (68 pacientů z let 2003-2010) jde o materiál archivovaných 

tkání prostaty ve formě parafinových bloků, fixovaných standardními postupy používanými 

v tehdejší době (viz níže). Zbylá část souboru, tj. 35 pacientů, byla do studie následně postupně 

přiřazována. Jde opět o tkáně prostaty náhodně vybraných pacientů po radikální prosta-

tektomii operovaných ve FN Olomouc v letech 2010 a 2011. Od předchozí části souboru se 

tento odlišuje způsobem fixace, který bude popsán níže. 

 

3.2. Zpracování operačního materiálu a fixace tkáně 

Je známo, že způsob fixace, tedy použitý fixační roztok a délka jejího trvání, je při 

zpracování tkání velmi důležitý a může ovlivnit výsledky vyšetřovacích metod, jako je PCR či 

imunohistochemie (Howat a Wilson, 2014). Standardním postupem je celou prostatu po 

vyjmutí vložit do roztoku 10% formaldehydu, kde je fixována 24 hodin. U první části souboru, 

tj. 68 pacientů, byla prostata se semennými váčky po vyjmutí z těla fixována standardním 

způsobem, tedy vložena do nádoby s roztokem 10% formaldehydu s tuší a fixována do druhé-  

ho dne. Poté byla tkáň změřena, popsána a po správné stranové orientaci byly odříznuty 

semenné váčky a případně také části ductus defferentes. Z prostaty byla dále oddělena tkáň 

báze a apexu a rozdělena na dvě poloviny – pravou a levou. Tyto části byly posléze nakrájeny, 

v rovině kolmé k povrchu tkáně obarvenému černou tuší, na části o tloušťce maximálně              

3-4 mm a vloženy do samostatných bločků s přesným označením topografie tkáně. Zbylá část 

prostaty byla rozdělena na čtyři kvadranty (pravý přední, pravý zadní, levý přední, levý zadní). 

Všechny tyto části byly poté nakrájeny na plátky o maximální tloušťce 4 mm, opět kolmo 

k povrchu obarvenému černou tuší, a vloženy do plastových krabiček určených k přípravě 

tkáňových bloků s přesným označením topografie tkáně.  

U druhé části studovaného souboru byla metodika zpracování tkáně a fixace odlišná. 

Tkáň vyjmutá z těla pacienta byla vložena do prázdné nádoby a ihned transportována na 

oddělení patologie. Zde byla tkáň patologem popsána, změřena a topograficky zorientována. 



50 
 

Okraje prostaty byly obarveny černou tuší a po jejím zaschnutí (za cca 2 minuty) byly odříznuty 

semenné váčky a popřípadě části ductus defferentes. Poté byla odříznuta část apexu a báze, 

obě rozděleny na pravou a levou polovinu, zbytek prostaty byl rozdělen na čtyři kvadranty 

(pravý přední, pravý zadní, levý přední, levý zadní). Každá z takto oddělených částí tkáně 

prostaty byla vložena do samostatné označené nádoby s 10 % formaldehydem a fixována do 

druhého dne, kdy byla rozkrájena na plátky o maximální tloušťce 4 mm, které byly vloženy do 

označených plastových krabiček pro přípravu tkáňových bloků. Druhý den z nich byly 

zhotoveny základní preparáty barvené hematoxylinem-eozinem.  

 

3.3. Imunohistochemie 

Po zhodnocení základních preparátů barvených hematoxylinem-eozinem, lokalizaci 

nádorového ložiska a po všech náležitostech týkajících se stanovení a popisu správné diagnózy 

byly vybrány vyhovující bločky tkáně pro imunohistochemické vyšetření. Hlavním kritériem 

byly morfologické struktury přítomné v daném bloku. U každého z pacientů byly vybrány                 

3 bločky, a to blok s převahou hyperplazie, blok s PIN a blok s karcinomem prostaty. Dalšími 

kritérii pro výběr byla kvalita tkáně v bločku. Snahou bylo vyloučit bločky s rozsáhlejšími 

nekrózami či zánětlivými změnami, které by mohly ovlivnit imunohistochemické barvení. 

V neposlední řadě bylo důležité také dostatečné množství tkáně v daném bločku.   

Po optimalizaci jednotlivých protilátek, kterou prováděla Mgr. Eva Havlíčková 

Sedláková, byly preparáty barveny buď ručně imunoperoxidázovou metodou, nebo 

automatem Ventana BenchMark XT s použitím kitu i VIEW DAB Detection. Preparáty byly vždy 

barveny současně s pozitivní i negativní kontrolou. Typy protilátek a jejich ředění jsou uvedeny 

v tabulce č. 7. 
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A 

Protilátka Druh Klon Odmaskování antigenu Ředění Dodavatel Kohorta 

NQO1 myš A180 CC1 standard (60 min, 32°C) 1:2000 Invitrogen celá 

pTEN králík D4.3 citrate buffer pH6 (MW 5 min, 120°C) 1:125 Cell Signaling celá 

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

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

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

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

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

Ki67 myš MIB1 citrate buffer pH6 (MW 5 min, 120°C) 1:200 Dako celá 

8-oxoguanin myš 15A3 No retrieval  1:1000 Rockland rychlá fixace 

NQO1 myš A180 citrate buffer pH6 (MW 15 min, 120°C) 1:500 Santa Cruz rychlá fixace 

p53 myš DO-1 citrate buffer pH6 (MW 15 min, 120°C) 1:4000 In-house rychlá fixace 

cyclin A myš NCL 6E6 citrate buffer pH6 (MW 15 min, 120°C) 1:100 Leica fast fixation 

p16 myš JC8 citrate buffer pH6 (MW 15 min, 120°C) 1:100 Santa Cruz rychlá fixace 

NKX3.1 myš LS-B3435 citrate buffer pH6 (MW 15 min, 120°C) 1:500 LSBio rychlá fixace 

γH2AX(Ser139) myš JBW301 citrate buffer pH6 (MW 15 min, 120°C) 1:2500 Millipore rychlá fixace 

pATM(S1981) myš 7C10D8 citrate buffer pH6 (MW 15 min, 120°C) 1:50 Dr. Kastan rychlá fixace 

53BP1 králík polyclonal citrate buffer pH6 (MW 15 min, 120°C) 1:4000 Abcam #36823 rychlá fixace 

JMJD1C myš DCS410 citrate buffer pH6 (MW 15 min, 120°C) 1:5 In-house rychlá fixace 

Rev7 myš 14/MAD2B/Rev7 citrate buffer pH6 (MW 15 min, 120°C) 1:100 BD Bioscience rychlá fixace 

 

B 

 
Tabulka č. 7: (A) Imunohistochemie – typy protilátek a jejich ředění; (B) Kohorta pacientů  
a způsob fixace. 
 

Imunoperoxidázová metoda 

Po přichycení tkáňového řezu na plusové sklo či silanové podložní sklo natřené  

poly-L-lysinem necháme preparát v termostatu při 56ᵒC do druhého dne. Po odparafinování 

řezů (2×10 minut xylol, 5 minut 96%, 80%, 70% alkohol, destilovaná voda) následuje 

zpracování preparátů, které je specifické pro danou protilátku (mikrovlnná trouba – citrátový 
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pufr pH 6, 5 minut při 120ᵒC; vodní lázeň – EDTA pH 8; nebo natrávení proteinázou K). Po 

mikrovlnné troubě či vodní lázni necháme preparát vychladnout 20 minut, poté opláchneme 

destilovanou vodou. Následuje zrušení aktivity endogenní peroxidázy (50 ml destilované vody 

+ 10 ml 30% peroxidu vodíku, 15 minut). Po následném oplachu destilovanou vodou 

promyjeme 2×5 minut TRIS pufrem, 2×5 minut TRIS pufrem s Tween. Dále kápneme 100 µl 

primární protilátky, inkubujeme 60 minut ve vlhké komůrce při pokojové teplotě. Následuje 

2x promytí v TRIS pufru (5 minut) a 1 × v TRIS pufru + Tween. Po tomto promytí aplikujeme 

sekundární protilátku (EnVision DAKO), inkubujeme 60 minut při pokojové teplotě ve vlhké 

komůrce. Opět následuje oplach TRIS pufrem 2×5 minut. Poté kápneme DAB (DAKO), oplá-

chneme vodovodní vodou a dobarvíme jádra hematoxylinem. Po dalším oplachu vodovodní 

vodou následuje odvodnění preparátu 2 minuty 96% alkoholem, 2 minuty acetonem,  2 minuty 

aceton:xylenem v poměru 1:1, na závěr pak ještě 2 minuty xylenem. Takto obarvený preparát 

zamontujeme do bezvodého media (Pertex). 

 

3.4. Hodnocení imunohistochemických preparátů 

Každý z preparátů byl nejprve prohlédnut při malém zvětšení (objektiv 4×) a byla 

zhodnocena kvalita daného řezu. Z hodnocení byly vyřazeny okraje preparátů, taktéž nebyla 

hodnocena tkáň v okolí akutních zánětlivých změn či nekróz, které většinou exprimují proti-

látku silněji. Poté byla vyhledána studovaná struktura (hyperplazie, PIN či karcinom). U pre-

parátů barvených protilátkami  proti jaderným proteinům byl spočítán počet pozitivních jader 

u cca 300 buněk studované struktury (hyperplazie, PIN, karcinom). Dále byla zhodnocena 

intenzita této exprese.  

U preparátů barvených dalšími protilátkami bylo zhodnoceno procento pozitivity  

a intenzita exprese, také ve 300 buňkách. 

Intenzita exprese protilátky v obou případech byla stanovena takto: 0 – negativní,            

1 – slabá exprese, 2 – středně silná exprese, 3 – silná exprese protilátky. Histoskóre bylo 

počítáno jako procento buněčné/nukleární pozitivity násobené intenzitou barvení. Výsledné 

histoskóre bylo tedy v rozmezí od 0 (minimum) do 300 (maximum). 

 



53 
 

3.5. Genová typizace NQO1 

Tento postup prováděl doc. RNDr. Radek Vrtěl, Ph.D. z Ústavu lekařské genetiky LF UP 

a FN Olomouc u souboru 390 mužů vyšetřovaných v letech 2009-2011 pro BPH nebo PCa. 

Vzorky DNA byly genotypizovány  pomocí metody RFLP (restriction fragment length 

polymorphism). PCR amplikon (279 bp, přímý primer 5´- CCT GAG GCC TCC TTA TCA GA- 3´, 

zpětný primer 5´ - AGG CTG CTT GGA GGA AAA TA – 3´) byl navržen tak, aby obsahoval jedno 

HINFI restrikční místo, které je specifické pro alelu C609T. Po natrávení PCR produktů 

enzymem HINFI (New England BioLabs) byly na elektroforéze v 2 % agarozovém gelu patrné 

buď fragmenty specifické pro alelu C609T (dlouhé 125 a 127 párů bází) nebo neštěpený PCR 

produkt (252 párů bazí). Pro barvení gelu byl použit ethidium bromid.  

 

3.6. TMPRSS2-ERG status 

U podskupiny pacientů (N=12, tito pacienti byli vyšetřováni i pro další parametry ve 

studii Burdova et al., 2014) byla pomocí interfázové fluorescenční in situ hybridizace 

hodnocena přítomnost chromozomální přestavby 21q22 s použitím próby Repeat-Free 

Poseidon (TMPRSS2-ERG  Del, Break, TC Probe; Kreatech Diagnostics; hodnocení prováděla 

Mgr. Alena Burdová, Laboratoř lékařské genetiky, Nový Jičín). Ostatní pacienti byli hodnocení 

pomocí kvantitativní PCR (Mgr. Alena Mičková z našeho ústavu). Vzhledem k možným 

nežádoucím efektům fixace u velkých kousků tkání byla přítomnost fúze TMPRSS2-ERG 

vyšetřena pomocí PCR pouze v menší skupině pacientů s rychlou fixací (N=35).  

RNA byla izolována z parafinových řezů pomocí RNeasy FFPE Mini Kit (Qiagen), 

kvantifikována přístrojem Nanodrop, předamplifikována  pomocí Whole Trans-criptome 

Amplification Kit (Sigma-Aldrich) a podrobena kvantitativní PCR (TMPRSS2-ERG: přímý primer 

5´- CTG GAG CGC GGC AGG AA, zpětný primer 5´ - GTC CAT AGT CGC TGG AGG AG, próba Cy5-

TGA GTG AGG ACC AGT CGT TG-BHQ2; POLR2A: přímý primer 5´- CAA GTT CAA CCA AGC CAT 

TG, zpětný primer 5´ - CCA GCA TAG TGG AAG 11 GTA TTC A, UPL próba č. 87; LightCycler480, 

Roche). Případy s nedetekovaným POLR2A byly považovány za nehodnotitelné.  

Celkem bylo v první fázi hodnotitelných 28 pacientů (10 pacientů vyhodnoceno jako 

TMPRSS2-ERG pozitivních a 18 negativních). Pro ověření pozorovaných asociací (viz výsledky) 

jsme doplnili imunohistochemické barvení PTEN, NQO1 a Ki67 na dalších 16 pozitivních                        

a 12 negativních karcinomech prostaty ze studie Kolar Z. et al. (2014).  
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3.7. Statistické vyhodnocení výsledků imunohistochemie 

Statistické hodnocení vztahů mezi analyzovanými proteiny a klinicko-patologickými 

parametry bylo provedeno softwarem Statistica 12. Párové vzorky byly hodnoceny pomocí 

Wilcoxonova testu, zatímco rozdíly mezi nezávislými skupinami byly srovnávány pomocí 

Mannova-Whitneyova nebo Kruskalova-Wallisova testu. Korelace byly vyhodnoceny pomocí 

Spearmanova testu. 

 

3.8. Materiál a metody analýzy tkáňové exprese kalikreinů  

Do studie bylo zařazeno 70 případů pacientů s diagnostikovým karcinomem prostaty, 

kteří byli operováni ve FN Olomouc v letech 2003-2006. Žádný z pacientů nepodstoupil 

neoadjunavntní léčbu. Klinická diagnóza, TNM a také patologická diagnóza včetně pTNM byly 

provedeny v souladu s WHO klasifikací platnou v té době (Eble et al., 2004). U každého 

pacienta byly vybrány reprezentativní vzorky tkáně se strukturami PCa a BPH a tkáňové řezy 

z těchto oblastí byly použity pro následnou imunohistochemickou (IHC) analýzu dle běžného 

protokolu pro imunoperoxidázovou metodu. K IHC barvení byly použity polyklonální králičí 

primární protilátky KLK7 a KLK11, které nám poskytla laboratoř prof. Diamandise z Toronta 

(ředění obou protilátek 1:200). PSA (klon ER-PR8, Dako, ředění 1:25) a PSMA (klonYPSMA-1, 

Abcam, ředění 1:1000) byly monoklonální myší protilátky. U obou kategorií, tedy BPH a PCa, 

byla hodnocena intenzita barvení, frakce pozitivních buněk, heterogenita barvení a buněčná 

lokalizace. Pozitivita byla klasifikována podle procentuálního zastoupení všech pozitivních 

nádorových buněk a intenzita IHC barvení byla kategorizována následovně: 0 – negativní,             

0,5 – velmi nízká, 1 – střední, 1,5 – vysoká, 2 – silná pozitivita. Histoskóre pro následnou 

statistickou analýzu bylo odvozeno ze vzorce: intenzita barvení × procento pozitivních buněk. 

Statistická analýza byla provedena pomocí softwaru Statistica 8.0. 
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4. VÝSLEDKY 
 

4.1. Vztah mezi velikostí tkáně při fixaci a výsledky imunohistochemické 

analýzy 

Je známo, že délka trvání fixace tkáně a fixační roztok jsou velmi důležité pro kvalitu 

fixované tkáně a mohou ovlivnit výsledky vyšetřovacích metod jako je PCR či imuno-

histochemie (Howat et Wilson, 2014). Standardní postup při fixaci tkáně prostaty po jejím 

vyjmutí je vložit ji celou do 10% roztoku formaldehydu na 24 hodin. Poté je tkáň zpracovávána 

k dalšímu vyšetření. Při tomto postupu se často stává, zvláště když je prostata větší, že její 

centrální oblasti jsou i po 24 hodinách nefixované a podléhají degenerativním změnám. 

Z tohoto důvodu jsme u vzorku 35 pacientů optimalizovali postup fixace pro imunohisto-

chemické vyšetření. Celý postup je detailně popsán v kapitole 3.2. Zpracování operačního 

materiálu a fixace tkáně. Imunohistochemicky byly u této skupiny pacientů vyšetřeny stejné 

proteiny jako u skupiny fixované standardně (tabulka č. 7, kapitola 3.3. Imunohistochemie)               

a výsledky byly porovnány. Histoskóre pro Rb a Ki67 bylo nižší u tkání se standardní fixací ve 

srovnání s rychlou fixací (pro oba p˂0,01), nicméně procento pozitivních buněk bylo 

nezměněné. Na druhou stranu jak histoskóre, tak procento pozitivních buněk bylo                                  

u standardní fixace vyšší pro NQO1, cyklin D1 a jaderný PTEN (p=0,029, p=0,049 a p=0,001).  

 

4.2. Dynamické změny exprese vybraných proteinů v průběhu progrese 

karcinomu prostaty 

K posouzení možné souvislosti dynamické progrese nádorového onemocnění 

v několika hlavních drahách vedoucích k patologicko-biologické a genomové nestabilitě 

karcinomu prostaty jsme imunohistochemicky vyšetřili 17 markerů u BPH, PIN a karcinomu 

prostaty u skupiny 103 pacientů, kteří byli pro karcinom prostaty operováni ve FN Olomouc 

v letech 2003-2011 (tabulka č. 7). Studované znaky jsme rozdělili podle jejich charakte-

ristických vlastností na skupinu proteinů regulujících buněčný cyklus a proliferaci (Ki67, cyklin 

A, cyclin D1, inhibitor CDK p16 a Rb tumor supresor) a proteiny regulující genomovou integritu 

(supresor p53, ATM kináza a její regulátor NKX3.1, γH2AX, 53BP1, Rev7 a JMJD1C). Další 

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

gen TMPRSS2-ERG a další nádorové supresory (PTEN, Smad4 společně s p53, Rb a NKX3.1). 
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Pozitivita barvení NQO1, 8-oxoguaninu, aktivovaného ATM, γH2AX, cyklinu D1, p53, p16, 

SPP1, jaderného PTEN a jaderného Smad4 měla v průběhu progrese nádorového onemocnění 

stoupající tendenci, zatímco exprese Rb, Rev7, JMJD1C a 53BP1 klesala (obrázek č. 9, tabulka 

č. 9). Signifikantní korelace byly nalezeny u řady parametrů, což bude popsáno v následujících 

odstavcích (tabulka č. 10). Hladiny cyklinu D1 zapojeného do Rb dráhy, která reguluje přechod 

G1/S, vzrůstaly od hyperplazie přes PIN ke karcinomu prostaty, kde jeho hodnoty byly nejvyšší, 

zatímco Rb protein vykazoval trend opačný s častou ztrátou exprese u karcinomu (obrázek               

č. 9). Tento pokles či ztráta Rb supresoru korelovala se vzrůstající expresí p53 (Rs -0,35, tabulka 

č. 10), což je vzorec často odrážející proteinovou stabilizaci kvůli mutaci p53 (Iggo et al., 1990; 

Bartek et al., 1990). V souladu s dříve publikovanými studiemi byl inhibitor CDK4/6 p16 stěží 

detekovatelný u benigní hyperplazie, nicméně jeho exprese byla zvýšená u PIN a dosahovala 

maximálních hodnot u karcinomu (obrázek č. 9). Exprese cyklinu D1 vykazovala pozitivní 

korelaci s proliferačním znakem Ki67 (Rs 0,506),  věkem pacientů (Rs 0,352) i hladinou 

sérového PSA (Rs 0,369). Není překvapením, že ve srovnání s jinými nádory bylo u karcinomů 

prostaty procentuální zastoupení buněk vykazujících pozitivitu Ki67 obecně nižší (přibližně 

kolem 10 % buněk karcinomu prostaty). Navíc frakce buněk v S/G2 fázi, které byly cyklin A 

pozitivní, byla rovněž nižší než Ki67 a pozitivita cyklinu A se pohybovala mezi 1-5 % pozitivity 

nádorových buněk, což napovídá, že většina Ki67 pozitivních nádorových buněk se nachází 

v G1 fázi. Velmi důležité je, že exprese většiny studovaných proteinů vykazovala dynamické 

změny v průběhu progrese onemocnění směrem od benigních lézí k maligním.  
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  Charakteristické rozpětí / počty pacientů 

Věk 51-60 61-70 71-81 
 32 (5) 56 (24) 15 (6) 
    Sérový PSA (ng/ml)  <4  4-10  >10 
 15 (4) 59 (23) 29 (8) 
    Gleasonovo skóre  <7 7  >7 
 28 (8) 51 (21) 24 (6) 
    Stadium nádoru pT2a-c pT3a-b pT4 
 80 (29) 20 (5) 3 (1) 
    Riziko nízké střední vysoké 
  24 (8) 41 (16) 38 (11) 
NQO1 genotyp CC CT TT 
 9 (6) 13 (5) 5 (4) 

Stadia nádorů byla rozdělena na lokalizovaná (pT2) a pokročilá (pT3 and pT4). 
Rizikové skupiny byly určeny na základě klinických a patologických dat: nízké riziko (pT1–T2a, GS ≤ 6            
a PSA≤10 ng/ml), střední (alespoň jedno z následujících: pT2b-c, G=7, nebo 10<PSA≤20 ng/ml) a vysoké 
(alespoň jedno z následujících: pT3–T4, GS>7, nebo PSA>20 ng/ml). 
 

Tabulka č 8.: Kohorta pacientů vyšetřených imunohistochemicky (N=103; skupina 35 pacientů, 
jejichž tkáň byla fixována optimalizovanou „rychlou fixací“, je uvedena v kulatých závorkách). 

 

 

 

proměnná 1 proměnná 2 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 not sig. <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 not sig. <0,001 <0,001 <0,001 

HGPIN vs. CaP nesig. <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 nesig. nesig. 

proměnná 1 proměnná 2 8-oxo gH2AX pATM 53BP1 JMJD1C Rev7 p16 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 č. 9: Porovnání BPH, PIN a PCa pomocí Wilcoxonova signed-rank testu. 
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  věk NQO1 8-oxo p53 Rb  Smad4 D1  SPP1  PTEN  Ki67  PSA p16  NKX3.1  gH2AX  pATM  53BPP1  JMJD1C Rev7  

věk 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 0,089 -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        

p16  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   

JMJD1C -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 č. 10. Spearmanova korelace v souboru s rychlou fixací (N=35). 
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Obrázek č. 9: Exprese vybraných proteinů v BPH, PIN (low-grade, high-grade) a PCa. Low-grade 
PIN a high-grade PIN byly rozlišeny pro uvedné proteiny. Procento pozitivních buněk je 

ukázáno pro Rb protein. Krabicové grafy reprezentují medián, 25%-75% percentily a rozsah 
hodnot. Exprese proteinů byla signifikantně rozdílná u nádorů a benigních oblastí (p˂0,001; 
porovnání s PIN je v tabulce č. 9). 
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4.3. Odpověď na poškození DNA jako protinádorová bariéra 

Jedním z hlavních cílů, kterým jsme se chtěli věnovat v této studii, byl rozsah a sled 

aktivace odpovědi na DDR v průběhu karcinogeneze (Halazonetis et al., 2008). Úroveň této 

aktivace byla posuzována podle exprese γH2AX, který je zásadním znakem aktivovaných kináz 

podílejících se na odpovědi buněk na poškození DNA, jako jsou ATM či ATR. Protein γH2AX byl 

detekován pouze ojediněle v buňkách BPH (přibližně 2 %), nárůst jeho exprese byl fokálně 

pozorován u PIN, avšak zde exprese dosahovala výrazné variability u jednotlivých pacientů 

(obrázek č. 9). U PCa v několika případech pozitivita γH2AX dosáhla 40-70 % nádorových 

buněk. Příklady imunohistochemického barvení γH2AX jsou zobrazeny v obrázku č. 10A. 

Kromě těchto výsledků jsme dále zaznamenali podobný trend také u aktivované ATM 

(fosforylované na serinu 1981), hlavní kinázy zodpovědné za fosforylaci histonu H2AX (obrázek 

č. 9, obrázek č. 10B). Ze všech námi testovaných proteinů γH2AX a pATM spolu korelovaly 

nejsilněji (Rs 0,763, tabulka č. 10). Dalším aspektem aktivace DDR, zejména odpovědi na DSB, 

je charakteristické formování tzv. nukleárních fokusů, akumulace proteinů zapojených do 

oprav DNA (Lukas et al., 2011). Fokální nukleární pozitivita byla zjevná pro γH2AX a 53BP1 

v jádrech některých nádorových buněk (obrázek č. 10). Navzdory detekované aktivaci DDR byl 

celkový rozsah signálů jednoznačně nižší, než bylo pozorováno u jiných typů solidních nádorů, 

a maximum aktivace bylo patrné až ve stadiu karcinomu. Jako příklad je uvedeno srovnání 

aktivace DDR (hodnocené počtem případů s alespoň 10 % γH2AX pozitivních buněk) u PCa                   

a karcinomu močového měchýře (obrázek č. 10C).  

S ohledem na klinicko-patologické parametry, aberantní exprese p53 (pozitivita p53 

v nádorech obvykle souvisí s jeho mutací a defektním odbouráváním pomocí proteazomu)  

a pozitivita proliferačního markeru Ki67 byly signifikantně vyšší v nádorech s Gleasonovým 

skóre 4+3 a vyšším (obrázek č. 10D). Kromě toho, exprese p53  byla také vyšší u pokročilých 

karcinomů v porovnání s lokalizovaným typem onemocnění. Exprese Rev7 (viz níže) byla 

v tomto srovnání naopak nižší (obrázek č. 10D). 

Ztráta NKX3.1 je jedním z charakteristických znaků karcinomu prostaty, přičemž zásad-

ní funkcí tohoto tumor supresoru je pozitivní regulace aktivace ATM kinázy (Bowen et al., 

2013). Stav NKX3.1 jsme proto považovali za možnou součást mechanismu DDR. Zatímco obraz 

barvení NKX3.1 byl poměrně variabilní mezi pacienty, pozorovali jsme jasný trend s maximem 

detekovaného proteinu u BPH v porovnání s aberantně nízkou hladinou u PIN a PCa (obrázek 
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č. 9., obrázek č. 10E). V neposlední řadě jsme do kontextu naší studie zahrnuli vyšetření tumor 

supresoru p16, schopného v obou kontrolních bodech buněčného cyklu navodit buněčnou 

senescenci. Jak bylo krátce zmíněno výše, exprese p16 měla vzrůstající tendenci od BPH přes 

PIN a maximálních hodnot dosahovala u PCa (obrázek č. 10F). Zajímavé je, že exprese p16 byla 

u PCa často heterogenní a v některých oblastech nádorů dokonce kompletně chyběla (obrázek 

č. 10F), pravděpodobně proto, že v těchto místech došlo ke ztrátě tohoto tumor supresoru.  

Naším závěrem je, že opravy poškození DNA jsou aktivovány v premaligních lézích 

lidské prostaty a následně silněji v nádorových buňkách karcinomu prostaty. Na druhé straně 

je celkový rozsah DDR méně výrazný než u jiných typů nádorů a kulminuje později během 

karcinogeneze. Toto odpovídá nižší frekvencí zvýšené exprese p53 , která může indikovat jeho 

mutaci. Význam těchto výsledků a mechanismus oprav DNA bude zmíněn s ohledem na 

cílenou léčbu detailně v diskuzi.  
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Obrázek č. 10. Odpověď na poškození DNA jako protinádorová bariéra u karcinomu prostaty. 

Vzrůstající genotoxický stres od BPH přes PIN až po PCa ilustruje H2AX, p53 a fosfo-ATM 
barvení (A a B). Silná pozitivita p53 může indikovat mutaci p53 (A, vpravo). Jaderná pozitivia 

H2AX a 53BP1 jako markeru aktivace mechanismů odpvědi na poškození DNA u PCa (B). 
Celkový rozsah signálů DDR je méně vyjádřený u PCa, než u jiných typů nádorů (například 
karcinomu močového měchýře) a kulminuje spíše u maligních stadií než u stadií premaligních 
(C). Vyšší Gleasonovo skóre bylo spojeno se silnou expresí p53 (pravděpodobně mutovaného) 
a vyšší proliferační aktivitou (imunohistochemické barvení Ki67). Kromě zmíněného p53 byla 
patrná také snižující se exprese Rev7, kterou jsme zaznamenali u pokročilých PCa v porovnání 
s lokalizovanými karcinomy (D). Kompletní (NKX3.1) a parciální (p16) ztráta tumor supresorů 
byla zastižena u invazivních PCa (E a F vpravo). Měřítko reprezentuje 50 mikrometrů.  

 

4.4. Oxidativní stres a NQO1 

Chronický zánět a oxidativní stres jsou jedněmi z hlavních známek PCa a přispívají také 

ke genovémo nestabilitě. Ve snaze získat lepší přehled o kinetice a rozsahu oxidativního stresu 

v procesu karcinogeneze u lidské prostaty jsme imunohistochemicky vyšetřili 8-oxoguanin               

a NQO1, cytoprotektivní enzym důležitý v ochraně proti oxidativnímu stresu a faktor 

stabilizující p53 (Dinkova-Kostova a Talalay P., 2010). Dále jsme stanovili genetický status 

NQO1, jeho C609T variantu, u kontrolní skupiny 390 mužů (tabulka č. 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%) 

Benigní 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 č. 11: Frekvence genotypů a alel NQO1. 

 

Pozorovali jsme vzrůstající expresi 8-oxoguaninu a také NQO1 od BPH přes PIN 

s maximem u PCa (obrázek č. 9). U obou znaků dominovala zejména cytoplazmatická 

lokalizace, a to zejména ve skupině PCa (obrázek č. 11A, B), v několika případech byla také 

zachycena nukleární pozitivita NQO1 (obrázek č. 11B). Zjistili jsme také pozitivní korelaci mezi 

nárůstem NQO1 a 8-oxoguaninem (Rs 0,527, tabulka č. 11). Podle očekávání všechny nádory 

u pacientů s homozygotním TT genotypem NQO1 v pozici 609 vykazovaly výpadek 

v imunohistochemickém barvení tohoto proteinu (obrázek č. 11A, B). Dále jsme zaznamenali 

u několika pacientů s heterozygotním genotypem (CT) či normálním homozygotním 
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genotypem (CC) negativní oblasti pro tento protein (obrázek č. 11A, B). Zároveň byly pozitivní 

cévy ve stromatu, což ukazuje správný průběh imunohistochemického barvení NQO1 (obrázek 

č. 11A). I když exprese dalších proteinů v těchto NQO1 negativních oblastech se obvykle 

nelišila od oblastí pozitivních, v jednom případě jsme pozorovali ztrátu barvení PTEN i NQO1 

ve stejném místě (obrázek č. 11B). Současně a ve shodě s funkcí NQO1 jako protektivního 

faktoru před oxidativním stresem a před proteolýzou p53 byla u pacientů s homozygotním TT 

genotypem zaznamenána signifikantně nižší exprese p53 v porovnání s hegerozygotním a nor-

málním homozygotním NQO1 genotypem (obrázek č. 11C, p˂0,005). Výsledky barvení 

ostatních vyšetřovaných proteinů byly nezávislé na genotypu NQO1. Nebyla také 

zaznamenána žádná asociace mezi expresí NQO1 s  klinicko-patologickými parametry (sérová 

hladina PSA, Gleasonovo skóre a rizikové skupiny). 
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Obrázek č. 11: Oxidativní stres a NQO1 u karcinomu prostaty. Exprese obou proteinů                         
8-oxoguaninu a NQO1 vzrůstala od BPH přes PIN k PCa (A; rozdílná barvicí metoda je ukázána 
v horním panelu B). Všechny nádory od pacientů s geneticky vyšetřenou homozygotní 
variantou genotypu NQO1 (TT na pozici 609) ztratily detekovaný protein NQO1 (A, třetí 
obrázek v dolním panelu; B, pravý obrázek v horním panelu). Zastihli jsme několik 
rozsáhlejších NQO1 protein-negativních oblastí u pacientů s heterozygotním genotypem (CT), 
tento jev byl zjevný v barvení imunoperoxidázou bez dobarvení jader, krevní cévy ve stromatu 
vykazovaly zřetelnou NQO1 pozitivitu, v kontrastu s okolními negativními buňkami nádoru            
(A, pravý obrázek v dolním panelu). Exprese dalších proteinů, které jsme vyšetřovali v naší 
studii, tyto výpadky exprese nevykazovaly. V jednom z případů oblast s výpadkem exprese 
NQO1 korelovala s lokální ztrátou IHC barvení PTEN ve stejné lokalizaci (B, dva spodní obrázky 
vpravo). Mimoto silná perinukleární exprese NQO1 byla zaznamenána u některých pacientů 
(B, dva spodní obrázky vlevo). Měřítko představuje 50 mikrometrů. V souladu s funkcí NQO1 
v ochraně základních hladin p53 před proteolýzou nádory u pacientů s homozygotní TT 
variantou genotypu NQO1 vykazovaly signifikantně nižší expresi p53 v porovnání s pacienty 
s heterozygotním a normáním homozygotním genotypem NQO1 (obrázek č. 11C, p˂0,005). 
Rámečky reprezentují medián, 25-75 % percentil a rozsah hodnot. 
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Naše genetická analýza NQO1 u 171 pacientů s PCa a u 219 zdravých mužů neprokázala 

žádný vztah genotypu NQO1 k prevalenci vzniku karcinomu prostaty (tabulka č. 11). Tyto 

výsledky nepodporují hypotézu o přímé korelaci nedostatečné funkce NQO1 s predispozicí ke 

vzniku karcinomu prostaty, alespoň ne v populaci mužů z České republiky, kteří byli v této 

studii vyšetřováni. Na druhé straně data o expresi NQO1 a 8-oxoguaninu ukazují na možnou 

souvislost mezi odpovědí na oxidativní stres a progresí karcinomu prostaty.  

 

4.5. Poruchy DNA oprav a cílená léčba 

Výhodou pro léčbu inhibitory PARP jsou určité abnormality v  odpovědi buňky na poš-

kození DNA a také stav proteinů, které mohou směrovat opravy dvouvláknových zlomů buď            

k HR, nebo k NHEJ, (Lord a Ashworth, 2012). Vyšetřili jsme 5 proteinů, které mají 

pravděpodobně vliv na odpověď k inhibitorům PARP u skupiny pacientů s pokročilým PCa. Dva 

z těchto faktorů, a to výskyt fúzního genu TMPRSS2-ERG a ztráta nádorového supresoru PTEN, 

byly již studovány extenzivně, a proto jsme si tyto znaky vybrali pro porovnání s ostatními. 

Exprese 53BP1, JMJD1C a Rev7, jejichž aberantní ztráta může způsobit rezistenci k inhibitorům 

PARP (Bouwman et al., 2010; Watanabe et al., 2013; Xu et al., 2015), nebyla dosud 

u karcinomu prostaty studována. V průběhu progrese od BPH přes PIN až po PCa jsme 

pozorovali snižující se expresi u PTEN, 53BP1, Rev7 a JMJD1C (obrázek č. 9).  

Aberantní  pokles či ztráta 53BP1, Rev7 a JMJD1C byly heterogenní, často patrné 

v nádorových buňkách pouze okrskově, ačkoli u Rev7 postihovala ztráta exprese v některých 

případech rozsáhlejší oblasti nádoru (obrázek č. 12A, B). Zaznamenaná ztráta exprese těchto 

reparačních faktorů byla většinou omezena pouze na jeden z těchto proteinů (obrázek                

č. 12B), což naznačuje, že absence jednotlivých proteinů byla selektivní a nereflektovala 

problémy při fixaci tkáně nebo nekrotické změny. Porovnáním dat získaných vyšetřením 

těchto 5 znaků byla prokázána prevalence aberantních případů u skupiny PCa.  Tyto změny 

mohou mít vliv na odpověď k léčbě inhibitory PARP, které jsou považovany za jedny ze slibných 

možností léčby pokročilého karcinomu prostaty (obrázek č. 12C). 
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Obrázek č. 12: Potenciální prediktivní znaky pro terapii karcinomu prostaty pomocí inhibitorů 
PARP. Aberantní pokles či ztráta 53BP1 a Rev7 byly heterogenní, výrazněji patrné u ojedinělých 
nádorových buněk (A, horní panel), i když pro Rev7 může ztráta exprese postihnout poměrně 
rozsáhlé oblasti nádoru (A, zcela vpravo v dolním panelu). Pozorovaná ztráta těchto 
reparačních faktorů byla běžně omezena na jeden z proteinů (B, paralelní sekce PCa barvení 
IHC pro proteiny, kde pouze Rev7 vykazuje ztrátu v nádorové oblasti označené šipkou), 
předpokládáme, že heterogenní absence těchto reparačních proteinů byla selektivní                           
a nereflektovala změny způsobené fixací či oblastí nekróz. Souhrnná data pěti potenciálních 
markerů ukazuje prevalenci u případů z naší studie a jejich potenciální dopad na odpověď 
léčby inhibitory PARP (C). 
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4.6. Analýza exprese kallikreinů 7 a 11 v benigních a nádorových buňkách 

prostaty 

Imunohistochemická analýza exprese KLK7 a KLK11 v buňkách benigních a nádorových 

na nezávislém souboru pacientů prokázala sníženou expresi obou proteinů u PCa v porovnání 

s BPH (P=0,026 a P=0,001). Zaznamenána byla pozitivní korelace KLK7 (Rs=0,74) a KLK11 

(Rs=0,35) mezi jejich expresí v PCa a BPH. Byla také zaznamenána statisticky významná 

korelace mezi KLK7 a KLK11 (Rs=0,242) v místech hyperplazie, ale nikoli v nádorové tkáni. 

Paralelně bylo provedeno barvení PSA (KLK3) a PSMA, ale nepozorovali jsme korelaci s expresí 

KLK7 a KLK11. Exprese PSA byla signifikantně snížena u PCa (P<0,001) a zvýšena v případě 

PSMA (P<0,001). Nebyly zjištěny výrazné rozdíly mezi nádory s Gleasonovým skóre ˂7 a Glea-

sonovým skóre ≥7 či rozdíly u různě pokročilých karcinomů  (tj. mezi pT2 a pT3-pT4) nebo 

s ohledem na hladiny sérového PSA. Zaznamenali jsme pouze slabě zvýšenou expresi KLK11 

(P=0,049) a PSMA (P=0,114) u pokročilého karcinomu prostaty v porovnání s lokalizovaným 

onemocněním.   
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5. DISKUZE 
 

 Jedním z cílů naší studie bylo porovnání výsledků imunohistochemie u tkání prostaty 

fixované standardním postupem, nebo v podobě malých kousků (tzv. rychlá fixace). U Rb  

a Ki67 bylo patrné snížení histoskóre při standardní fixaci ve srovnání s rychlou fixací, nicméně 

procento pozitivních buněk zůstalo nezměněné. Vzhledem k pomalé penetraci folmaldehydu 

(cca 1 mm za hodinu) do středových partií tkáně mohly být epitopy Rb a Ki67 během 

standardní fixace poškozeny, což mohlo vést k nižší intenzitě barvení (Howat a Wilson, 2014). 

Jak histoskóre, tak procento pozitivity u NQO1, cyklinu D1 a jaderného PTEN byly překvapivě 

zvýšené v tkáních fixovaných standardním postupem, což může souviset s ischemickými 

změnami před fixací tkáně. Znak oxidativního poškození DNA 8-oxoguanin jsme analyzovali 

pouze u případů s rychlou fixací, kde pozitivně koreloval s hodnotami NQO1. Poškození DNA, 

vyšší hladiny 8-oxoguaninu a výraznější oxidace lipidů a proteinů byly popsány u chronicky 

ischemické tkáně prostaty králíků (Thurmond et al., 2015). Toto může být také příčina zvýšené 

exprese NQO1 jako enzymu s cytoprotektivní funkcí (Dinkova-Kostova a Talalay, 2010). Rovněž 

jaderný PTEN a cyklin D1 mohou být zapojeny do odpovědi buňky na poškození DNA. Jaderný 

PTEN je důležitý pro udržení chromozomální stability ve spolupráci s CENP-C a Rad51 (Shen et 

al. 2007). Kromě své hlavní role v regulaci buněčného cyklu cyklin D1 interaguje s Rad51                

a napomáhá opravám DNA pomocí homologní rekombinace (Jirawatnotai et al., 2011). Tyto 

výsledky podtrhují význam rychlé fixace malých částí tkáně. 

Hlavní část dizertační práce poskytuje nové informace o dynamice klíčových faktorů 

zapojených do regulace genomové integrity včetně signalizace poškození DNA, mechanismů 

jejich oprav, oxidativního stresu a regulace buněčného cyklu v průběhu tumorigeneze 

karcinomu prostaty. Předchozí studie ukazují, že je možné predikovat progresi PCa a odpověď 

na terapii podle alterace proteinů Rb dráhy (zde cyklin D1, p16, Rb), (Aparicio et al., 2011). 

Podobně jsme z našich výsledků chtěli zdůraznit ty, které by mohly být potenciálně významné 

pro klinickou praxi. Patří sem 1) aktivace odpovědi na poškození DNA jako biologická bariéra 

karcinogeneze PCa, 2) oxidativní stres a role NQO1 a 3) aberace v mechanismech oprav DNA, 

které jsou důležité pro možnou léčbu inhibitory PARP. 

Na základě exprese γH2AX, pATM, fokální exprese 53BP1 a akumulace p53 jsme došli 

k závěru, že podle očekávání dochází v průběhu nádorové progrese k aktivaci odpovědi na 
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poškození DNA jako protinádorové bariéry. Jakkoli je zde patrná analogie s progresí nádorů 

jiných somatických typů jako například plic, mléčné žlázy, tlustého střeva či močového měchýře 

(Bartkova et al., 2005; Gorgoulis et al., 2005; Bartkova et al., 2010; Evangelou et al., 2013), chtěli 

jsme zdůraznit některé neobvyklé znaky této protinádorové bariéry v prostatě, rozdílné od 

jiných typů malignit (obrázek č. 10C, srovnání s nádory močového měchýře). Mezi takové znaky 

patří například málo výrazná a pozdě kulminující DDR v průběhu progrese od BPH přes PIN                     

s vrcholem u PCa. Předpokládáme, že rozdíl v tom, jak funguje DDR u prostaty, může odrážet 

kombinaci příčin, která zahrnuje všeobecně nižší proliferaci (zde dokumentována nízkou 

jadernou expresí Ki67 a velmi nízkou expresí cyklinu A), nízkou expresi histonu H2AX (popsáno 

pro luminální buňky prostaty), (Jaamaa et al., 2010) a také častou ztrátu tumor supresoru 

NKX3.1, jehož normální funkcí je aktivace ATM kinázy (Bowen et al., 2013). Tato nízká 

proliferace prostatických nádorových buněk je na rozdíl od jiných závažných malignit 

doprovázena poměrně nízkým replikačním stresem. Ve skutečnosti je vysoký replikační stres               

u jiných typů nádorů jednou z hlavních příčin častého endogenního poškození DNA, což aktivuje 

bariéru DDR, která následně vytváří selekční tlak na nádorové klony s mutantním p53 

(Halazonetis et al., 2008). To odpovídá skutečnosti, že frekvence mutací p53 je obecně u PCa 

nižší než u jiných typů karcinomů. Recentní publikovaná metaanalýza ukázala u PCa pouze 17% 

frekvenci genetické mutace p53 (Williams et al., 2014). Tento výsledek je velmi blízký výsledku 

naší studie ve skupině případů PCa (14 %), které vykazovaly vysoké procento p53 pozitivních 

buněk. Tento znak byl popsán v roce 1990 jako charakteristický pro stabilizující mutace proteinu 

p53 (Iggo et al., 1990; Bartek et al., 1990). Vzhledem k výše uvedeným zjištěním před-

pokládáme, že protinádorová bariéra DDR je mnohem méně aktivní u PCa, což znamená, že tlak 

na kontrolní body je daleko nižší, čímž je také nižší selekce buněk s mutovaným p53 genem, než 

je tomu u jiných nádorů. Podobně testikulární nádory ze zárodečných buněk vykazují minimální 

aktivaci odpovědi na poškození DNA a zároveň mají velmi nízkou frekvenci mutovaného p53 

(Bartkova et al., 2007; Bartkova et al., 2014). V souladu s těmito poznatky je i pozitivní korelace 

mezi aberantní ztrátou tumor supresoru Rb a vysokou expresí p53 (mutovaného p53) v naší 

studii (tabulka č. 10). Jelikož ztráta Rb vede k deregulaci kontrolního restrikčního bodu G1/S 

(Bartek et al., 1996) a způsobuje replikační stres i aktivaci DDR (Tort et al., 2006), 

předpokládáme, že v tomto kontextu může být preferován výběr nádorových buněk 

s mutantním p53 ve snaze vyhnout se senescenci či apoptóze. Hypotézu podporuje nejen 
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korelace mezi ztrátou Rb a aberantním p53, ale také asociace mezi aberantním p53 a agresivitou 

PCa.   

Druhým hlavním tématem, které jsme zde zmiňovali, byly změny v oxidativním poško-

zení DNA související s nádorovou progresí a role hlavního antioxidačního enzymu NQO1 

v predispozici či progresi PCa. Na genetické úrovni jsme nezjistili žádné asociace mezi 

genotypem NQO1 a incidencí PCa, což je v souladu s jinými studiemi bělošské populace (Steiner 

et al., 1999; Ergen et al., 2007; Steinbrecher et al., 2010; Stoehr et al., 2012). Na úrovni znaků 

studovaných imunohistochemicky jsme zjistili, že exprese NQO1 a detekce 8-oxoguaninu se 

zvyšovaly od BPH přes PIN k PCa. To svědčí pro zvyšující se oxidativní stres v průběhu 

karcinogeneze a pro potenciální přínos NQO1 jako protektora genomové integrity. Zvyšující se 

exprese 8-oxoguaninu v souvislosti s věkem a s přítomností PCa byla zjištěna různými metodami 

v tkáních, moči a krevním séru (Malins et al., 2001; Miyake et al., 2004; Kosova et al., 2014). 

Role NQO1 jako supresoru progrese PCa byla nedávno zkoumána na myších modelech TRAMP 

(Thapa et al., 2014; Bouchal et al., 2011). Experimentální snížení exprese NQO1 v buňkách 

karcinomu prostaty zvyšovalo hladiny nukleárního IKKalpha a NF-kB, což bylo spojeno s pro-

zánětlivou signalizací a horší odpovědí na androgen deprivační terapii (Thapa et al., 2014; 

Bouchal et al., 2011). Role NQO1 jako protektivního faktoru udržujícího bazální hladiny p53 před 

proteozomální degradací je dobře popsána (Dinkova-Kostova a Talalay, 2010) a tyto poznatky 

jsou konzistentní i s námi pozorovanou nízkou hladinou proteinu p53 u pacientů s homozygotní 

variantou C609T genotypu NQO1, který eliminuje funkci NQO1. Neobvyklá a zatím nepopsaná 

byla úplná absence proteinu NQO1 v poměrně rozsáhlých nádorových partiích, kde byla ale 

zřetelná pozitivita NQO1 v endotelu krevních cév. Toto jsme pozorovali v několika případech 

PCa a domníváme se, že tato tumor-selektivní ztráta NQO1 může reflektovat tlak ke zmírnění 

protinádorové funkce NQO1, která zahrnuje schopnost stabilizace „wild-type“ p53 jako součást 

buněčného protinádorového mechanismu. Dále jsme zvažovali, že fokální ztráta exprese NQO1 

u pokročilých nádorů PCa podporuje teorii o funkci NQO1 jako tumor supresoru, jehož ztráta 

může umožnit nádorovou progresi. Tato teorie je konzistentní s výše uvedeným faktem, že 

potlačení exprese NQO1 podpořilo prozánětlivou signalizaci a nádorový růst nezávislý na 

adrogenech (Thapa et al., 2014). 

Výrazným rysem nádorů prostaty je podle recentní práce chromozomální nestabilita  

a pacienti s PCa s defektním mechanismem oprav DSB vykazovali velmi slibnou odpověď na 
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léčbu inhibitory PARP (Mateo et al., 2015). V tomto smyslu jsou důležité námi pozorované 

defekty DSB reparačních faktorů a další aberace jako kandidáti možných prediktivních 

biomarkerů pro terapii inhibitory PARP. Vysoce relevantní pro karcinom prostaty je také fakt, 

že enzymatická aktivita PARP1 je nutná pro transkripční aktivitu androgenového receptoru                   

a následující proliferaci buněk, a to jak androgen-dependentních, tak kastračně rezistentních 

PCa (Schiewer a Knudsen, 2014). PARP1 také reguluje aktivitu ETS transkripčních faktorů 

v modelech nádorů prostaty, což je klinicky signifikantní vzhledem k vysokému procentu nádorů 

s fúzním genem TMPRSS2-ERG (Brenner et al., 2011). V současnosti probíhá klinická studie fáze 

II u pacientů s metastatickým PCa, kdy je kombinován inhibitor PARP veliparib s abirateron 

acetátem (NCT01576172). Kromě fúzního genu TMPRSS2-ERG byla popsána rovněž ztráta 

tumor supresoru PTEN jako prediktor dobré odpovědi na inhibici PARP (Brenner et al., 2011; 

Mendes-Pereira et al., 2009). 

Dále jsme identifikovali podskupinu  PCa s různým stupněm aberantně snížené exprese 

či její ztráty u 53BP1, JMJD1C a Rev7, které doposud nebyly u karcinomů prostaty studovány.            

U těchto proteinů byly popsány defekty u lidských „triple-negativních“ karcinomů prsu 

(Bouwman et al., 2010; Watanabe et al., 2013; Xu et al., 2015). Jejich aberantní ztráta má vliv 

na rovnováhu mezi HR a NHEJ v opravě DSB, čímž způsobují rezistenci k inhibitorům PARP u ná-

dorů s defektní HR, které jsou jinak velmi citlivé k inhibici PARP. Prezentované výsledky naší 

práce ukazují, že všechny tyto tři proteiny vykazují fokální defekty u některých případů PCa. 

Úplná ztráta exprese 53BP1 a JMJD1C nebyla zaznamenána, nicméně aberantní ztráta Rev7 byla 

pozorována v poměrně velkých oblastech nádoru u malé části případů PCa (obrázek č. 12). 

Proto se domníváme, že aberantní redukce či ztráta těchto faktorů, zvláště Rev7, mohou 

reprezentovat jednu z překážek nové cílené terapie PCa inhibitory PARP. Mimoto jsme 

zaznamenali, že nádory v naší kohortě byly primární léze PCa, přičemž u některých pacientů se 

následně vyskytly metastázy. Toto je stadium nejvhodnější pro léčbu inhibitory PARP (Mateo et 

al., 2015), a to z toho důvodu, že sekundární PCa často vykazují více reparačních defektů, které 

jsou patrné jen ojediněle u nádoru primárního. Dále předpokládáme, že zvýšená exprese cyklinu 

D1 a ztráta NKX3.1, které jsme zaznamenali v souboru námi vyšetřených PCa, by také mohly být 

považovány za možné prediktory citlivosti k inhibici PARP. Vedle základní funkce v buněčném 

cyklu může cyklin D1 podporovat proces homologní rekombinace (Jirawatnotai et al., 2011; 
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Bartek a Lukas, 2011) a NKX3.1 napomáhá signalizaci ATM, která byla popsána jako prediktor 

odpovědi na inhibitory PARP (Bowen et al., 2013; Mateo et al., 2015; Helleday, 2016). 

Závěrem lze říci, že naše studie pomáhá zmapovat genomovou nestabilitu a vliv oxida-

tivního stresu ve vzniku a progresi PCa. Nedávno byl pro klinické použití schválen první inhibitor 

PARP Lynparza (olaparib), který vykazuje slibné výsledky i v léčbě metastatických karcinomů 

prostaty rezistentních k antiandgrogenní terapii (Kim et al., 2015; Mateo et al., 2015). Naše 

výsledky mohou být cenné pro výběr vhodných prediktivních znaků pro možnou cílenou léčbu 

inhibitory PARP. 

Naše další studie zaměřená na hodnocení tkáňové exprese kallikreinů 7 a 11 společně 

s PSA a PSMA prokázala snížené hladiny KLK7 v  buňkách karcinomu prostaty v porovnání 

s benigními epiteliemi. Toto je v souladu se studií, která prokázala sníženou expresi KLK7 a jeho 

inhibitoru antileukoproteázy a také jejich negativní asociaci s Gleasonovým skórem (Xuan et al., 

2008). Rovněž jsme zjistili nižší expresi KLK11 v nádorové tkáni, což odpovídá hladinám KLK11 

v krevním séru (Nakamura et al., 2003b). Dále jsme prokázali sníženou expresi PSA u PCa 

v porovnání s BPH. Tento trend snižující se exprese PSA byl dále patrný u nízce diferencovaných 

karcinomů, což je v souladu s již dříve publikovanými studiemi (Weir et al., 2000; Erbersdobler 

et al., 2009). Exprese PSMA byla u PCa vyšší, což je také v souladu s dalšími studiemi (Mhawech-

Fauceglia et al, 2007; Perner et al., 2007). Na druhé straně jsme neprokázali žádnou statisticky 

významnou korelaci mezi Gleasonovým skóre, stadiem nádorového onemocnění či PSA/PSMA 

expresí. Naše výsledky ukazují na možný diagnostický potenciál KLK7/KLK11 u časných stadií 

karcinomu, nicméně studie na větším souboru pacientů je nutná pro lepší zhodnocení 

klinického významu i biologické role obou proteinů. 
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6. SOUHRN 
 

Hlavním cílem dizertační práce bylo přispět k pochopení vztahů mezi proteiny 

zapojenými do složitého mechanismu oprav poškozené DNA ve vývoji a progresi karcinomu 

prostaty. Provedli jsme imunohistochemickou analýzu exprese proteinů zapojených do 

regulace buněčného cyklu a proliferace (Ki67, cyklin A, cyklin D1, inhibitory CDK p16 a Rb 

tumor supresor), proteinů regulujících genomovou integritu (supresor p53, ATM kináza a její 

regulátor NKX3.1, γH2AX, 53BP1, Rev7 a JMJD1C) a skupiny znaků oxidativního stresu  

(8-oxoguanin, NQO1, p53). Studovali jsme také další nádorové supresory (PTEN, SMAD4 

společně s p53, Rb a NKX3.1). Imunohistochemickou analýzu jsme prováděli u 103 pacientů, 

použili jsme formaldehydem fixovanou tkáň prostaty zalitou do parafinových bloků. 

Předmětem vyšetřování byly benigní hyperplazie prostaty, prostatická intraepiteliální 

neoplazie a karcinom prostaty. Dále jsme provedli genovou typizaci NQO1 pomocí RFLP 

„restriction fragment length polymorphism“. U části souboru byl pak vyšetřen status fúzního 

genu TMPRSS2-ERG pomocí interfázové fluorescenční in situ hybridizace a kvantitativní PCR.  

Pozitivita barvení NQO1, 8-oxoguaninu, aktivovaného ATM,  γH2AX, cyklinu D1, p53, 

p16, SPP1, jaderného PTEN a jaderného SMAD4 měla v průběhu progrese nádorového 

onemocnění stoupající tendenci, zatímco exprese Rb, Rev7, JMJD1C a 53BP1 klesala. Exprese 

cyklinu D1 vykazovala pozitivní korelaci s proliferačním znakem Ki67, věkem pacientů i hla-

dinou sérového PSA. Rozsah aktivace odpovědi na poškození DNA byl posuzován podle 

exprese γH2AX. Tento znak byl pouze ojediněle detekován v buňkách BPH, nárůst jeho exprese 

byl ložiskově pozorován u PIN, u PCa jeho pozitivita v některých případech dosáhla 40-70 % 

nádorových buněk. Podobné trendy jsme zaznamenali také u aktivované ATM. Studovaný 

protein NKX3.1 jsme považovali za možnou součást mechanismu DDR. Pozorovali jsme u něj 

trend s maximem exprese u BPH v porovnání s nízkou hladinou u PIN a PCa. Z našich výsledků 

vyplývá, že mechanismy signalizace poškození a opravy DNA jsou aktivovány v premaligních 

lézích prostaty a následně silněji v nádorových buňkách karcinomu prostaty.  

Dále jsme se zaměřili na oxidativní stres v procesu karcinogenenze a vyšetřili jsme            

8-oxoguanin a NQO1 protein, u kterého jsme také stanovili genetický status, tedy jeho 

variantu C609T variantu. Exprese 8-oxoguaninu a NQO1 vzrůstala od BPH přes PIN s maximem 

u PCa. Všechny nádory u pacientů s homozygotním TT genotypem NQO1 v pozici 609 
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vykazovaly výpadek v imunohistochemickém barvení tohoto proteinu. U pacientů s homo-

zygotním TT genotypem byla signifikantně nižší exprese p53 v porovnání s heterozygotním               

a normálním homozygotním genotypem NQO1. Výsledky barvení ostatních vyšetřovaných 

proteinů byly nezávislé na genotypu NQO1. Genetická analýza neprokázala žádný vztah 

genotypu NQO1 k prevalenci vzniku karcinomu prostaty. 

Dalším cílem práce bylo zhodnotit vliv fixace na kvalitu a výsledky imunohisto-

chemického barvení. Některé vzorky z celkového počtu 103 byly fixovány roztokem 10% 

formaldehydu standardním postupem, některé jsme fixovali tzv. rychlou fixací. U obou skupin 

byla zhodnocena a porovnána exprese stejných proteinů. Z výsledků bylo zajímavé, že 

histoskóre Rb a Ki67 bylo nižší u tkání se standardní fixací ve srovnání s fixací rychlou, ale 

procento pozitivních buněk bylo nezměněné. Toto mohlo být způsobeno pomalou penetrací 

formaldehydu do centrálních partií prostaty. U NQO1, cyklinu D1 a jaderného PTEN bylo jak 

histoskóre, tak procento pozitivních buněk u standardní fixace vyšší. To může souviset 

s ischemickými změnami před fixací tkáně. Znak poškození DNA 8-oxoguanin jsme analyzovali 

pouze u případů s rychlou fixací, kde pozitivně koreloval s hodnotami NQO1. 

Dalším z cílů práce byla analýza kallikreinů 7 a 11 v benigních a nádorových buňkách 

prostaty. U souboru 70 pacientů s diagnostikovaným karcinomem prostaty byla provedena 

imunohistochemická analýza, která prokázala sníženou expresi obou těchto proteinů u PCa 

v porovnání s BPH. Pozitivní korelace byla zaznamenána mezi KLK7 a KLK11, mezi jejich expresí 

v PCa a BPH. Statisticky významná korelace mezi KLK7 a KLK11 byla u hyperplazie, nikoli 

v nádorové tkáni. Paralelně bylo provedeno barvení PSA (KLK3) a PSMA, ale nepozorovali jsme 

korelaci s expresí KLK7 a KLK11. 
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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, γH2AX, 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, γH2AX, 

cyclin D1, p53, p16, SPP1, nuclear PTEN and nuclear SMAD4 tended to increase during the 

progression of cancer, the expression of Rb, Rev7, JMJD1C 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 γH2AX. While this marker was only rarely detected in BPH cells, γH2AX 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. 

 

  



78 
 

8. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
 

AMACR alfa-metylacyl-CoA racemáza 

ASAP atypická proliferace malých žlázek (atypical small acinar proliferation 

suspicious for but not diagnostic of malignancy) 

ATM  ataxia telangiectasia mutated kinase 

ATP  adenosintrifosfát  

ATR  ataxia telangiectasia and Rad3-related kinase 

ATRIP   ATR interagující protein 

BPH  benigní hyperplazie prostaty 

BCH  hyperplazie bazálních buněk 

Bcl2 genová rodina, název odvozen od „B-cell lymphoma“ u jehož buněk byly 

poprvé popsány 

BRCA1  gen/protein (BReast CAncer  1), lidský tumor-supresovový gen 

CDK  cyklin-dependentní kináza 

CENP-C centromere protein C 

DDR  DNA demage response (odpověď buňky na poškození) 

DNA-PK DNA protein kináza 

DSB  double strand break (dvoužetězcový zlom DNA) 

FASN  fatty acid synthase 

GOLM1 Golgiho fosfoprotein 

HMWCK vysokomolekulární cytokeratiny, imunohistochemické barvení (34βE12) 

HR  homologní rekombinace 

IHC  imunohistochemie 

IKKalpha kináza z rodiny IKK 

MDC1  mediator of DNA demage checkpoint protein 1 
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mRNA  mediátorová RNA 

MYH  (MUTYH) glykosiláza zapojená do oxidativní DNA demage repair 

NER  nucleotide excision repair 

NF-kb  nukleární faktor kappa B 

NHEJ  nehomologní spojování konců DNA (non-homologous end joining) 

PAP  prostatická kyselá fosfatáza 

PARP1  poly (ADP-ribose) polymeráza I 

PARP2  poly (ADP-ribose) polymeráza II 

PCa  karcinom prostaty (prostate carcinoma) 

PI3-K  fosfatidyl-inositol-3-kináza 

PIN  prostatická intraepitelová neoplazie 

PKB/Akt protein kináza B/Akt 

pRb  retinoblastomový protein 

PSA  prostatický specifický antigen 

PSMA  prostatický specifický membránový antigen 

PTIP  pax transcription activation domain interacting protein  

RAD50  DNA repair protein podílející se na opravách dvouřetězcových zlomů DNA 

RAD51  DNA repair protein podílející se na opravách dvouřetězcových zlomů DNA 

RFLP  restriction fragment length polymorphism 

SSB  single strand break (jednořetězcový zlom DNA) 

TNF  tumor necrosis factor 

TOPBP1 DNA topoizomeráza 2-binding protein 1 

TURP  transuretrální resekce prostaty 
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A B S T R A C T

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 NQO1, an anti-

oxidant factor and p53 protector. The DNA damage checkpoint barrier (gH2AX, 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.

ª 2016 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights

reserved.
1. Introduction 2013). The observed DDR activation is at its maximum in
Prostate cancer (CaP) is themost frequently diagnosedmalig-

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

(gH2AX) 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.,
tova, D., et al., DNA dam
ogression of human pr
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 4e20% 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). AlthoughNQO1 status

has not been directly linked to prostate carcinogenesis

(Steiner et al., 1999) here we wished to analyse the patterns
age signalling barrier, oxidative stress and treatment-relevant
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Table 1 e 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 51e60 61e70 71e81

32 (5) 56 (24) 15 (6)

Serum PSA (ng/ml) <4 4e10 >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 (pT1eT2a, GS � 6 and PSA � 10 ng/ml), intermedi-

ate (at least one of the following: pT2b-c, GS ¼ 7, or

10 < PSA � 20 ng/ml) and high (at least one of the following:

pT3eT4, GS > 7, or PSA > 20 ng/ml).

See Table 3 for genotype details.
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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 (NHEJ), including 53BP1 (Bouwman

et al., 2010), Rif1 (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

II 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-
Please cite this article in press as: Kurfurstova, D., et al., DNA dam
DNA repair factor alterations during progression of human pr
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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
age signalling barrier, oxidative stress and treatment-relevant
ostate cancer, Molecular Oncology (2016), http://dx.doi.org/
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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 ¼ 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 ¼ 0.029, p ¼ 0.049 and

p ¼ 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 ¼ 35) the tissues fromwhich 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-mm thickness were cut and sub-

jected to optimized, sensitive immunoperoxidase staining

protocols, performed eithermanually: 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 200� 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 200e300 cells (in 2 cases,
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Table 3 e 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%)
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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 e negative, 1 e weak, 2 e moderate, 3 e 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 thatwas 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 50 e CCT GAG GCC TCC TTA TCA GA e 30, reverse

primer 50 eAGGCTG CTTGGAGCAAAATAe 30) was designed

to contain one HinfI 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 ¼ 12, Kolar et al., 2014), presence of

the chromosomal rearrangement at 21q22 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 (SigmaeAldrich)

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
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CCA AGC CAT TG, reverse CCA GCA TAG TGG AAG GTA TTC

A, UPL probe No. 87; LightCycler480, Roche). Samples with un-

detectable POLR2Awere 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 ManneWhithey

or KruskaleWallis 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 gH2AX, 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 andNKX3.1).Whilemost of the parameterswill 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),

gH2AX, cyclin D1, p53, p16, SPP1, nuclear PTEN and nuclear
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Figure 1 e 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%e75% 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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Smad4weremostly 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 1e5% of cancer cells (data not

shown), suggesting thatmost 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 gH2AX 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

40e70% of positive tumour cells at the CaP stage. The graph-

ical summary of the data is presented in Figure 1, and
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examples of immunohistochemical staining for gH2AX 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 gH2AX 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, gH2AX 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 gH2AX 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 gH2AX-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 þ 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 p16 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.
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Figure 2 e DNA damage response as an anticancer barrier in prostate cancer. Increasing genotoxic stress from BPH to PIN and CaP is illustrated

by gH2AX, p53 and phospho-ATM staining (A and B). Strong p53 positivity may indicate p53 mutation (A, far-right image). Nuclear foci of
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Figure 3 e 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 (TT

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 NQO1 expression was observed in some patients (B, the two bottom left images). Scale bars represent 50 mm. 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%e75% 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 mm.
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Figure 4 e 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%e75% percentiles and range of values.
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We conclude that the DNA damage checkpoint signalling is

indeed activated in human prostate premalignant lesions and

evenmore 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 cancer-

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-oxoG 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
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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 healthymen 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 epromoting 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 (NHEJ) mechanisms (Lord and

Ashworth, 2012). Motivated by emerging promising results

from clinical trials with PARPi in several types ofmalignancies

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.
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The summary of the data for the 5 markers, showing prev-

alence of the aberrant caseswithin 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 gH2AX, 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 lowKi67 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

withmutant p53 (Halazonetis et al., 2008). This line of thought

appears consistent with the fact that the frequency of
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Figure 5 e 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).
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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
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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
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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 incidencewhich is in linewith 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-oxoG 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-oxoG with

age and in CaP has been found by differentmethods 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 therapyesensitive and CRPC models of disease

(Schiewer and Knudsen, 2014). PARP1 also regulates the activ-

ity of ETS transcription factors in models of prostate cancer,
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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 TMPRSS2eERG

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

mannerwithin 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 NHEJ 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 KLK11 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, N0-1, 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.

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. ≥ pT3, pT4)

Table 1. Clinical and pathologic characteristics of patients

Localized tumors 
(n)*

Advanced tumors 
(n)*

Age 51-59 15 8
60-69 26 15
70-73 1 5

Gleason Score <7 21 8
≥ 7 18 23

Clinical Stage II 39 0
III 0 25
IV 0 6

Serum PSA <4 ng/ml 8 3
<8 ng/ml 14 10
≥8 ng/ml 17 18

* Localized cases defined as pT1-pT2, advanced pT3-pT4
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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 ≥7 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. 

Figure 1. Differences in expression of selected proteins between BPH
and CaP.

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
p .
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Figure 3. Expression of PSA and PSMA in BPH and CaP. 

Figure 2. Heterogeneity of KLK7/11 expression 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). 
KLK11 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 IHC 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 IHC 
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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Úvod
Karcinom prostaty (PC) je u nás nejčastějším 

nově diagnostikovaným nádorovým onemoc-

něním mužů. Incidence u nás dosáhla v roce 

2010 131/100,000 a mortalita 28,38/100 000 (1). 

Postihuje převážně starší muže ve věku 65 let 

a více, ale může se vyskytnout i v mladším vě-

ku a výjimečně i u adolescentů a dětí (2, 3, 4). 

Karcinom prostaty ve většině případů postihuje 

periferní partie prostaty, zejména dorzolaterálně. 

Velmi často vzniká multifokálně, a to až ve více 

než 85 % případů (2).

Pro urologickou praxi a diagnostiku tohoto 

nádoru, zejména v časných stadiích onemocně-

ní, je důležité vyšetření per rektum, sonografic-

ké vyšetření a na prvním místě hladina prosta-

tického specifického antigenu (PSA) v krevním 

séru. Dříve byly považovány hodnoty PSA nižší 

než 4 ng/ml za normální. Výsledky prací hod-

notících prevalenci karcinomů u pacientů s PSA 

≤ 4 ng/ml poukázaly na fakt, že i při  těchto 

hladinách PSA může být karcinom přítomen, 

a to dokonce i nízce diferencovaný. V současné 

době je tak situace s PSA mnohem složitější – 

normální hladina PSA se liší u různých věkových 

skupin (tzv. věkově specifické PSA) a u mladších 

pacientů je tedy medián normy mnohem nižší. 

Například pro věkovou hranici do 49 let je to 

0,7 ng/ml, u pacientů do 59 let hodnota 0,9 

atd. (5, 6, 7). Hladina PSA může být zvýšená 

u zánětů, infarktu prostaty či traumatického 

postižení. V praxi platí, že pokud nalezneme 

i při opakovaném vyšetření hladinu PSA v roz-

mezí 2,6–4,0 ng/ml (a vyšší) nebo je suspektní 

rektální nález při palpačním vyšetření prosta-

ty či transrektální sonografii (TRUS), je nutné 

zvažovat biopsii prostaty (8, 9, 10). Odebírají 

se tenké proužky tkáně, a to vějířovitě z obou 

laloků, apexu a báze v celkovém počtu 10 až 14 

proužků podle velikosti prostaty pod TRUS kon-

trolou. Jednak se pátrá po ložiscích v prostatě 

a tato ložiska jsou cíleně bioptována, nebo je 

prováděna systematická biopsie. Vzorky jsou 

následně histologicky vyšetřeny.

Makroskopický a histologický 
vzhled PC

Makroskopicky je PC velmi těžko odlišitelný 

od hyperplastických změn v prostatické tkáni. 

Někdy je patrný zejména v periferních oblastech 

jako tužší, solidní bílošedé, někdy žluté ložisko. 

Nicméně ač je tento jeho makroskopický vzhled 

popisován v mnoha učebnicích a monogra-

fiích týkajících se prostaty jako běžný, v praxi 

není pravidlem a většinou není na řezu formal-

dehydem fixovanou prostatou okem rozlišitelný 

od benigních změn (2, 4). Nekrózy a hemoragie 

nejsou v tumoru časté.

Histologicky se jedná převážně o acinární 

adenokarcinom, pro který je typická přítomnost 

pouze jedné vrstvy buněk a chybění buněk ba-

zálních. Nádorové buňky mohou být, zejména 

u dobře diferencovaného karcinomu, poměrně 

Adenokarcinom prostaty a hodnocení 
stupně jeho diferenciace: změny v hodnocení 
Gleasonova skóre od jeho vzniku po současnost 
a jeho význam pro praxi patologa a urologa
MUDr. Daniela Kurfürstová1, MUDr. Milan Král, Ph.D.2

1Ústav klinické a molekulární patologie LF UP a FN Olomouc
2Urologická klinika FN Olomouc

Karcinom prostaty je u nás nejčastějším nově diagnostikovaným nádorovým onemocněním mužů. Ze strany patologů a urologů je vyvíjena 

maximální snaha o co nejpřesnější diagnostiku a nejlepší možnou léčbu pacientů postižených tímto nádorovým onemocněním. V důsled-

ku toho byla původní klasifikace diferenciace acinárního adenokarcinomu prostaty navržená profesorem Gleasonem a jeho spolupracovníky 

několikrát modifikována. Výrazné změny v hodnocení, zejména tkáně prostaty získané punkční biopsií, byly dohodnuty v roce 2005 v rámci 

uropatologického kongresu v San Antoniu (ISUP 2005). V průběhu následujících let bylo publikováno několik recentních prací zabývajících 

se přínosem těchto změn v praxi. Jejich výsledky ukazují výrazné zpřesnění hodnocení bioptických vyšetření prostaty a mnohem vyšší 

míru shody Gleasonova skóre u histologických vyšetření punkcí prostaty a Gleasonova skóre u tkáně získané radikální prostatektomií.

Klíčová slova: adenokarcinom prostaty, Gleasonovo skóre, biopsie prostaty, radikální 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 

effort into 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.
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uniformní a jsou velmi těžko rozlišitelné od be-

nigních žlázek. Někdy vykazují nádorové buňky 

mírnou jadernou pleomorfii, přítomná mohou 

být jádra hyperchromní, někdy ale také vezikulární 

s nápadnými jadérky. Často bývají také patrná větší 

jádra, někdy se zřetelnými nukleoly, v některých 

případech může být patrné „odkapávání“ cyto-

plazmy připomínající apokrinní sekreci (2, 3, 11). 

Adenokarcinom se vyskytuje v několika histologic-

kých formách. Při mikroskopickém vyšetření tkáně 

prostaty se můžeme setkat s formou atrofickou, 

pseudohyperplastickou, pěnovou (foamy gland 

carcinoma), koloidní a formou tvořenou prsten-

covými buňkami, onkocytární, lymphoepithelio-

ma-like variantou a formou sarkomatoidní (2, 11).

Grading karcinomu
Stupeň diferenciace PC se hodnotí stano-

vením Gleasonova skóre. V roce 1966 Donald 

F. Gleason popsal systém pro „grading“ adenokar-

cinomu prostaty na základě studie 270 pacien-

tů. Tento systém byl založen na popisu archi-

tektoniky, vzhledu a velikosti nádorových žlázek 

adenokarcinomu a rozlišoval 5 obrazů (12). Sám 

Gleason a jeho spolupracovníci v roce 1974 sys-

tém na základě dalších studií a výzkumu upravili 

(13). Další modifikaci tohoto systému provedl také 

Gleason společně se svými kolegy v roce 1977 

(14). V této podobě byl systém používán téměř 

40 let a stal se nejpoužívanějším při hodnocení 

diferenciace adenokarcinomu prostaty. V době, 

kdy Gleason a jeho tým sestavoval tento sys-

tém, nebyly v běžné praxi používány vyšetření 

PSA, multiplikovaná biopsie prostaty nebo např. 

imunohistochemické barvení bazálních buněk 

prostaty protilátkou proti vysokomolekulárním 

cytokeratinům. Zejména metody molekulární 

patologie umožnily přesnější diagnostiku a staly 

se nezbytnou součástí vyšetřovacího algoritmu. 

Např. velká část z obrazů dříve hodnocených ja-

ko Gleasonův typ 1 a 2 je dnes hodnocena jako 

atypická adenomatózní hyperplazie (adenóza), 

kribriformní struktury zahrnuté do Gleasonova ty-

pu 3 dnes hodnotíme také daleko přísněji (15, 16). 

V roce 2005 v San Antoniu (ISUP 2005) na mezi-

národní uropatologické konferenci byl Gleasonův 

systém opět modifikován (obrázek 1) a byl přijat 

konsenzus týkající se převážně sporných oblastí 

Gleasonova gradingového systému. Výsledky 

byly prezentovány v září téhož roku v časopise 

The American Journal of Surgical Pathology (15).

Největší změny se týkaly především hod-

nocení jehlových biopsií prostaty a tkání zís-

kaných transuretrální resekcí prostaty, neboť 

se zkušeností všech uropatologů prokázalo, 

že bývají často podhodnocovány, což v někte-

rých případech vede k nedostatečné léčbě pa-

cientů s PC. Z konsenzu vzešla závazná kritéria 

pro hodnocení stupně diferenciace PC, která 

byla záhy uvedena do praxe (15).

Z výsledků konference vyplynulo několik 

závažných změn:

 Gleasonovo skóre 2 (tj. 1 + 1) by nemělo 

být diagnostikováno z punkční biopsie ani 

při vyšetření tkáně prostaty po radikální 

prostatektomii, až na velmi výjimečné 

případy, protože jde většinou o adenózu 

čili atypickou adenomatózní hyperplazii.

 Gleasonovo skóre 3–4 (tj. 1 + 2 a 2 + 2) – by 

nemělo být výsledkem hodnocení punkční 

biopsie prostaty, neboť tato vzácná léze je 

ohraničená, což z punkce, vzhledem k tomu, 

že bývá zastižena pouze její část, nelze po-

soudit. Gleasonovo skóre 2 + 2 můžeme 

výjimečně diagnostikovat v  materiálu 

z transuretrální resekce prostaty (TURP).

 PC diagnostikovaný z  biopticky ode-

braných punkčních proužků tkáně prostaty 

by měl mýt GS minimálně 6 (tj. 3 + 3).

 Gleasonovo skóre je dáno součtem nej-

častějšího Geasonova obrazu a nej horšího 

obrazu PC. Tímto se tvorba GS u PC u punkcí 

liší od GS PC v tkáni získané radikální pros-

tatektomií, kde se tvoří podle zásady: 

nejčastější struktura + druhá nejčastější 

struktura. Terciární struktury Gleason vyšší 

(tj. 4 a 5) v malém procentu – uvedeme pro-

centuální zastoupení.

Důsledky ISUP 2005
Závěry z konference v San Antoniu (ISUP 

2005) nás a kolegy z  Urologické kliniky FN 

Olomouc vedly k myšlence porovnat míru shody 

Gleasonova skóre mezi vzorky tkáně získanými 

jehlovou biopsií, popřípadě transuretrální re-

sekcí prostaty se vzorky definitivními, získanými 

po radikální prostatektomii (RP) a hodnocenými 

jak podle konvenčního postupu doporučného 

WHO (tj. před rokem 2005), tak podle nového 

konsenzu. Výsledky byly publikovány v roce 

2007 v Urologii pro praxi (17). Z nich bylo pa-

trné, že procentuální shoda Gleasonova skó-

re karcinomu prostaty v bioptickém vyšetření 

materiálu získaného jehlovou biopsií, popřípa-

dě transuretrální resekcí prostaty s tkání prostaty 

po následné RP hodnocené konvenčním způ-

sobem byla 34,6 %, zatímco u modifikovaného 

systému to bylo už 59,7 %. Podhodnoceno bylo 

poměrně mnoho případů, tj. 62,2 % při hodno-

cení konvenční metodou, na rozdíl od 28,3 % 

u nové modifikace po konsenzu, která ale na-

opak vykazovala vyšší počet nadhodnocených 

vyšetření (11,9 %) (17). V roce 2006 vyšla v ča-

sopise Virchows Archiv práce srovnávající také 

míru shody modifikovaného Gleasonova skóre 

u punkčních biopsií a definitivních vzorků z ra-

dikální prostatektomie (14). V roce 2008 a 2009 

byly publikovány další práce zabývající se mírou 

shody výsledků histologického vyšetření punkč-

ních biopsií a vyšetření tkáně prostaty po totální 

Obrázek 1. Schéma konvenčního (a) a modifikovaného (b) Gleasonova systému. K nejvýznamnějším 

změnám došlo v Gleasonově obraze 3 a 4. V modifikovaném systému jsou zahrnuty kribriformní žlázky 

a špatně ohraničené žlázky v Gleasonově obraze 4 (převzato z Helpap, Egevad, 2006)
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prostatektomii (18, 19). Zde se objevilo i srovná-

ní s mírou shody u biopsií provedených před 

konsenzem v roce 2005. Autoři uvedli, že míra 

shody obou vyšetření před rokem 2005 byla 

v rozmezí 28–68 %, což bylo způsobeno pře-

vážně podhodnocováním low-grade tumorů. 

Vyšší míra shody byla u high-grade tumorů. 

Punkční biopsie byly ve 24–60 % podhodno-

ceny a v 5–32 % nadhodnoceny (18, 21, 22). Další 

studie ukázala, že míra shody punkčních biopsií 

s histologickým vyšetřením prostaty po totální 

prostatektomii vzrostla po zavedení konsenzu 

ISUP 2005 do praxe a dosáhla rozmezí 58–76 % 

(19, 22). To jsou výsledky srovnatelné s již zmi-

ňovanými výsledky naší práce (17). Z výsledků 

je u punkčních biopsií prostaty patrný výrazný 

posun k přesnějšímu hodnocení diferenciace PC. 

Nicméně nejen patologové, ale i klinici musí mít 

na paměti, že je velmi obtížné porovnávat paci-

enty s PC v průběhu času vzhledem ke změnám 

v hodnocení jednotlivých obrazů PC. Například 

karcinomy hodnocené jako GS 6 v současné 

době jsou homogenní skupinou nádorů s lepší 

prognózou než u GS 6 před konsenzem v roce 

2005. Může se tak falešně zdát, že se zlepšila míra 

přežití pacientů. Tento jev, kdy nedošlo ke zlep-

šení míry přežití, ale ke změně v klasifikaci, byl 

nazván Will Rogersův fenomén (20).

Závěr
Z výsledků několika studií, které byly pu-

blikovány po roce 2005 a zabývaly se jednak 

změnami v Gleasonově skóre, jednak důsledky 

v diagnostické praxi, jednoznačně vyplývá vý-

razné zpřesnění hodnocení punkčních biopsií 

prostaty. V urologické praxi to znamená reálnější 

pohled na onemocnění konkrétního pacienta 

a dále umožňuje přesnější predikci průběhu 

onemocnění a zlepšení léčby. Zejména diskre-

pance mezi výsledky histologického vyšetření 

punkčních proužků tkáně prostaty a skutečnou 

diferenciací karcinomu u pacienta činí v klinické 

praxi značné potíže. Velmi důležité pro urologa 

je, že všechny výsledky histologického vyšetření 

punkčních biopsií, jejichž GS je nižší než 6, by mě-

ly být podezřelé z podhodnocení (23). V těchto 

případech je zvykem urologů ve FN Olomouc 

žádat patologa o druhé čtení a přehodnocení GS.

Způsob léčby je zcela závislý na výsledcích 

histologického vyšetření. Standardní léčbou lo-

kalizovaného karcinomu prostaty je radikální 

prostatektomie či radioterapie. U pacientů, kteří 

splnují přísná kritéria pro tzv. aktivní monitoring 

(tj. karcinom s Gleasonovým skóre méně než 

3 + 3, máloobjemové ložisko – maximálně dva 

pozitivní vzorky, v každém méně než 50 % po-

stižené tkáně, PSA denzita ≤ 0,15 ng/ml/cm3), 

je možno nabídnout i tuto alternativu. Aktivní 

léčba je u těchto pacientů zahájena v okamžiku 

zjištění biochemické či klinické progrese karcino-

mu (vyšší PSA, zhoršení gradingu či větší rozsah 

pozitivních vzorků). Právě zde je přesné odečtení 

histologie a gradingu karcinomu kruciální.

S odstupem několika let je prokazatelný 

kladný význam modifikace Gleasonova skóre 

v roce 2005. V současnosti se stále více otevírají 

diskuze týkající se Gleasonova skóre 7. Jde totiž 

o heterogenní skupinu, kde je nutné odlišit 

GS 3 + 4 a GS 4 + 3. Zde se nádory liší svojí 

prognózou. Je prokázáno, že skupina nádorů 

s GS 3 + 4 se více podobá nádorům se střed-

ním rizikem, zatímco skupina s GS 4 + 3 spadá 

již do skupiny nádorů s vysokým rizikem (24). 

I z  těchto výsledků je zřejmé, že se podoba 

Gleasonova skóre nejspíše bude dále vyvíjet, 

a že tento systém bude dále modifikován na zá-

kladě výsledků výzkumných studií a vzhledem 

k potřebám klinické praxe.
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