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1. Uvod

Karcinom prostaty pét dlouhodol k negasgjSim maligim onemocmim v Evrog
av USA. Také \Ceské republice incidence tohoto nadorového onedmbcod konce
devadesatych let minulého stoleti strnoste, coz seifita starnuti populace a rutinnimu
preventivnimu vys@&bvani. Klesajici a nyni spiSe stagnujici umrtnasttento zhoubny
novotvar by mohla na prvni pohled znamenat zvlddoatblematiky Iéby a prevence. Dle
Narodniho onkologického registru to vSak odrazégbanov diagnostikovanych fipadi

s benignim prbéhem.

U vétSiny pacieni roste karcinom prostaty velmi pomalu a udava ee wzvoji potebuje
nejmeér deset let. Pro nizké tendence k progresiés&nou klinicky neprojevuje a pacienta
nepoSkozuje. S@asnymi diagnostickymi metodami Ize jefzko odliSit agresivni karcinom
od Klinicky indolentiho, ficemz vysoce maligni formy se sklony k metastazoysoi pro
pacienta Zivot ohrozujici (Dv&ek, 2007). Generalizovany karcinom prostaty je davy
pokrokim v medicig stale &Zké a nevyléitelné onemockni. Nadorovy marker, ktery by
identifikoval agresivni typy karcinomu prostatymeme dosud k dispozici.

V praxi to znamen4, Ze jsou pacienti se suspekimilazem v prostatasto zatZzovani
zbytegnymi biopsiemi nebo dokonceckni operativi radikalni prostatektomii. U mnohych
z nich by se vSak prostatické karcinomy s ohledemuvik a dalSi onemoemi pacienta
nemely moznost wibec rozvinout (Soumarova et al, 2012). Jsefeswdcena, Zefada
pacienti je v souvislosti s karcinomem prostaty v&mnosti léeni zbyténé a Ze tato
aktivni I&ba velmi vyrazi snizuje kvalitu jejich Zivota a nema pré radny pinos.

BohuZel zavedeni novych strategii do praxe je vebmimalé, problematika vzhledem
ke genetické heteroge#ikarcinomu prostaty slozitd a zdy studii casto nejednozrtaé
(Mackinnon et al, 2009).

Cilem této prace je vyzkum biomarkerkteré by mohly pomoci odhalit agresivni formy
karcinomu prostaty. Konkré&in jsem se zabyvala stanovenim exprese genu PCAS3,
piitomnosti fuzniho genu TMPRSS2:ERG a vybranych wfalynekddujicich RNA
(mikroRNA) v histologickych vzorcich karcinomu ptag/ pro progndézu karcinomu

prostaty, to znamena odhaleni agregich forem onemodcmi.



2. Cile prace

Stanoveni prognostického vyznamu mailkeCA3, fuzniho genu TMPRSS2:ERG a
molekul miR-23b, miR-221 a miR-26a ve tikd&ych vzorcich karcinomu prostaty pro
identifikaci nasled& progradujicicich nadér

1)Zavedeni metodiky diagnostiky markd?CA3 a TMPRSS2:ERG.
2)Stanoveni exprese uvedenych maitkeFPE tkanich karcinomu prostaty atilghlé
normalni tkani prostaty.

3)Vyhodnoceni vztahu uvedenych markerklinickym stavem pacieint



3. Soutasny stav problematiky

3.1 Obecné mechanismy onkogeneze

Proces penmeny normalni somatické kiky na buiku nadorovou (kancerogeneze,
karcinogeneze, onkogeneze, tumorigeneze) jefidagn kumulaci genetickych i
epigenetickych zgn predavanych damym buikdm. Buika se vymkne genetickiizené
kontrole bugcného cyklu, ktera za normalnich okolnosti udrzup@wnovaze proliferaci a
programovanou bwnou smrt (PCD, programed cell death), zejména &gzoptle znamo,
Ze tada specifickych mutaci a epimutaci v DNA vede &uBeni této rovnovahy a rozvoji
rakoviny (Corner, 2001). Vysledkem je nekontrolofadtleni buiky. Podle aktivity
proliferace rozliSujeme dva zékladni typy naddsenigni (nezhoubné) a maligni (zhoubné).
Benigni nadory rostou vipodnim lozisku, zachovavaji charakter tkamz niz vznikly,
nejevi agresivitu a rostou p@émé pomalu, na rozdil od nadormalignich, které mij.
proristaji z vychoziho loZiska do okoli (invaduji) a ko&uji strukturu a funkci organu
(Walter, 1977; British Medical Association, 199Wialigni transformace jsouupodns
tvoreny bukami z jednoho klonu s autonomnim a neomezenystiem a tyto biky
nasledg vytvareji geneticky heterogenni klony a mohou byt figallymfatickymi a
krevnimi cévami fenaseny do jinych orgar{metastazuji). Metastazovani je mj. podénin
geneticky ziskanymi z#mami aktivity proteolytickych enzyin a znénou adhezivnich

molekul bugéného povrchu (Wikiskripta 1).

Zasadni vlastnosti primarnich tumdrmetastaz je angiogeneze, neboli schopnost ireukc
vlastniho cévniho systému. Je to vicestyy proces — angiogenni kaskada, regulovana
souborem fisobki, nag. cytokini, integrini, adheznich molekul a proteas (Masopust et al,
2003). Dochazi k proliferaci endotelialnich cévniobrek a nové vaskularizaci, nebo
hypoxii uvnit zwtSujiciho se nadoru jsou aktivovany geny, jejichddpkty se podili na
rozvoji nového cévniho systému (Masopust et al32@abriel et al, 2004). Nemaly vliv na
nadorovy @st ma pilehlé mikroprostedi (signalni molekuly iitomné v extracelularni
matrix, fada komponeiit imunitniho systému, fibroblasty a pericyty). Memnihibitory
angiogeneze patnag. TNF$ (tumor necrosis faktor-beta), naopak jéno podporovana
nag. rastovymi faktory, VEGF (vascular endothelial grovitictor), bFGF (basic fibroblast
growth factor) a angiopoetinem-1 (Wikiskripta 1)owbtvorbu cév lze rozidit do tfi etap.

V prvni etag se endotelové liky cévy protahnou, dojde k vazodilataci a vzniktg si
fibrinovych vlaken, kterd jsou podkladem pro vzm&vé cévy. Nasleduje angiogennimi

faktory iniciovana proliferace a migrace endotalivlastni tvorba nové cévy, kdy dochazi
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k aktivaci pericytt a podpoe syntézy kolagenu ve fibroblastech po stimulacFoGEGF a
PDGF. Tak vznika nova cévnisa a jeji lumen (Masopust et al, 2003).

Jiz dlouhou dobu je znamo, Zé&i pumorigenezi dochazi ke kumulacétSiho mnozstvi
mutaci (Foulds, 1958). Pro ilustraci u kolorekthtnikarcinomu bylo zji$ho asi patnact
hlavnich a Sedesattigruzenych mutaci (Wood et al, 2007). Viry obsatiupnkogeny
(Oncovirinae) prispivaji procesem virové transformacenky k rastu nadorove tkan
hostitele. Pravgpodobnost, Ze v jedné #ite vznikne #kolik mutaci, se zd4 byt velice
nizka, ale fi zrychleném istu jiz poznénénych burk riziko vzniku dalSich mutaci roste.
Nové mutace mni stabilitu genomu (na urovni DNA nebo chromo&dna tim jeho
nachylnost k dalsSim z&nam (Kinzler a Vogelstein, 1996). Havose o tzv. hypotéze
klonalniho givodu nadoru, ktera je potvrzena pré&tSinu nadoi. Pro rekteré typy nadar
jsou znamé mutace specifickych geblvadi se, Ze nadorova transformacé&rea kumulaci
¢ty az Sesti mutaci v kritickych genech. @chto pravidlech hovdme jako o tzv.
polygennim principu vzniku nadorového onemsadn(Knudsonova hypotéza, multiple-hit
hypothesis), viz nize. V séasné dob bylo vSak také potvrzeno, Ze nadoiiza vzniknout
ze dvou tznych mutantnich klanh Maligni transformace préhne v fiznych buikdch v
dusledku odliSnych mechanisnza pomoci parakrinni signalizace a vznikly nadochazi
ze dvou smisenych mutantnich Beémych klori (Wu et al, 2010).

Genetickou ficinou maligni transformace jsou mutace a epigenétickneny
protoonkogefl, tumor supresorovych géna mutatorovych geén Mezi protoonkogeny
fadime geny, které akceleruji ldné ctleni a inhibuji apoptézu. Tumor supresorové geny
brzdi pabéh burééného cyklu, podileji se na opravach DNA a spoysbipsozu. Nadorovy
rast miZze také podporovat probihajici z&wkolnich tkani, a to vlivemgsobeni nadbytku
cytokint.

Onkogeny aktivuji proliferaci bugk s vysledkem nekontrolovatelnéhiistu a diferenciace
(Ponder, 2001).#Pabnormalni aktivaci protoonkogenu se zvysuje jekprese nebo aktivita
s vysledkem nadémného buscného dleni, protoonkogen se d&ni v onkogen.
Protoonkogen iiize vzniknout bodovou mutaci, amplifikaci nebo ttakaci do transkrigné
aktivniho mista - Burkifiv lymfom. DalSim zpsobem je vznik chimerického (fizniho) genu
v disledku gestavby mezi chromosomy — BCR-ABL, nebo v ramch@t chromosomu -
TMPRSS2:ETS (Todd et al, 1999; Alberts et al, 20@2jle kap. 3.2.5.2. Expregady
onkogeri je také regulovana nekddujicimi molekulami RNAcmRNA (miRNAs). Bylo
zjisténo, Ze deregulace expresé&chito miRNA gFispiva k aktivaci onkogen (Esquela-
Kerscher et al, 2006; Negrini et al, 2007). Viz mmhe kap. 3.2.5.3. Prvnim objevenym

onkogenem je onkogen Ras. Mutace v régirotoonkogeti Ras jsou nachazeny ve 20-30%
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vSech tyji lidskych nadak (Bos, 1989; Chang et al, 1982). V 8asnosti je znamo vice nez
40 onkogei (nag. Myc, Abl, Fos a Jun). Mutace onkogemaji dominantni charakter, tzn.
projevi se jiz zrdna jedné kopie protoonkogenu na onkogen (Gabrigl, @004).

Dale k nadorovémuitstu Fispivaji mutace antiprolifera¢nich, tumor supresorovych
geni. Zde se uplaiuji mutace typu loss of function, tzn. ,pronadoroejekt se projevi az
po poSkozeni obou kopii (deleci, bodovou mutagicimo inaktivaci proteinu). V tomto se
zésadn lisi od protoonkogein Mezi tumor supresorové geny (antionkogeiradime geny,
které koduji proteiny s antiprolifefaim (&inkem a podporuji apoptézu. Prvninikdzem
jejich existence byla studie vzacnéhénimo nadoru - retinoblastomu. Tento model
kancerogeneze formuloval Knudson v roce 19 yzkumu sporadickée a familiarni formy
retinoblastomu (Knudson, 1971). Zjistil, Ze pokedmsador vyskytuje vatlicné forng s AD
dédi¢nosti, projevi se postizesasto v dtském ¥ku a zpravidla oboustradnSporadicka
forma retinoblastomu vznikad pogda nezidka postihuje pouze jedno oko. Mechanismus
spaiva v inaktivaci obou alel tumor supresorového Rbtg tzv. teorie dvojiho zasahu.
U ziskané formy dojde ke &ma nezavislym mutacim, ale u vrozené pouze k jedeiq’
druhd je jiz zddéna (Knudson, 1971 a 2002). Dnes vime, Ze se rddstimovy gen a jeho
produkt RB-protein vyskytuje v kazdé iime, kde reguluje buiny cyklus dleni. Proteiny
retinoblastomového genu (Rb-1) a dalSiho tumor esgu p53 zamezuji b&meé
proliferaci, negativéd reguluji nap. transkrigni faktor E2F. Rsobenim proteinového
produktu adenoviru nebo lidského papilomaviru na-jR&ein je spugho odblokovani
suprese tohoto transkiipiho faktoru (Dick et al, 2013). Naproti tomu p53/2uje expresi
p21/CIP, ktery je inhibitorem cyklin dependentnndsy (cdk). Protein p53 (gen TP53) je
znéam dale pro svou roli v kontrole BC, apoptézegi@genezi a genetické stahilitDalSi
tumor supresorové geny jsou napl6, BRCA-1, BRCA-2 a PTEN (Gabriel et al, 2004,
Jorde et al, 2000).

Knudsonova teorie dvojiho zasahu, okiechapana jako mechanismus fungujici u vSechny
tumor supresorové geny, neplati u vSectdithych forem néaddr. Proto Kinzler

a Vogelstein (1997) tyto geny radii na dw¢ skupiny: z angtitiny ,gatekeeper® a
.caretaker.” Vratny - ,gatekeeper” je ozfemi tradtniho tumor supresorového genu, ktery
piimo reguluje st nadoru. Pokud jsou ®lalely tohoto genu inaktivni,figpivaji tak k
nefizenému mnoZeni bek (vznikne napiklad nezhoubny adenom tlustéhtesh). Strazce -
.caretaker je naopak gen, kteryiigi primo burgény cyklus, ale funguje jako ,opraka
poSkozené DNA. Inaktivace obou aléthto geri vede k neschopnosti fiky efektivre

opravovat geneticka posSkozeni, tim se tato poSkKoxdmiice kumuluji a fspivaji
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k poskozeni dalSich géna nadorové progresi (Kinzler a Vogelstein, 199Ngstabilita
genomu vede k abnormalitam chromosofazlomy, znény v paitu chromosora a cetné
mutace), postihujici prévonkogeny a tumor supresory. Mutaéehto geri nezmisobuje
piimo schopnost nekontrolované proliferace, ale wivevySené frekvence a kumulace
téchto drobnych zgn v protoonkogenech a tumor supresorovych gene6h & 1000)
prispivaji k malignim transformacim b&kn (Jorde et al, 2000). Railsem geny umaitijici
excizi poSkozeného uUseku DNA, jejichz recesivni anutdochazi krozvoji kozni
prekancerdz. Dlezitou roli hraji také ,mismatch opravné genymdiikdédované proteiny
opravuji chybné zazeni baseip replikaci DNA na jednom vlakn Mutaci ,mismatch”
opravnych get vznika nestabilita na nukleotidové arovni, tzvkrosatelitova instabilita, a
jejich chybné parovani vede k replkam chybam. Instabilita mikrosatelitoyla popsana
jako charakteristicky fenotypovy projeviady nadok — karcinondt prsu a plic, nadérGIT,
endometria, u meningiain (Loeb, 1994). Chromosomalni instabilita je pozama
u raiznych rakovin a rfize souviset s mitotickym kontrolnim bodem hBUBL K{{llaet al,
1998; Breivik a Gaudernack, 1999).

Epigenetické znény (demethylace, acetylace, methylace, fosforylackongné zngny
histoni), upravujici histony tak, Ze zamezuji aktivaci @eh exprese, jsou dalSimi
dulezitymi hr&i v rozvoji rakoviny (Balaguer et al, 2010; Danid al, 2011; Kanwal a
Gupta, 2012). Dlezitou sogasti epigenetické regulace jsou také tzv. malélagguRNA
(mikroRNA, miRNA). O nich vice v kap. 3.2.6.



3.2 Karcinom prostaty

Karcinom prostaty (CaP, carcinoma prostate, zhoulbmyotvar prostaty, ZN prostaty) a
benigni hyperplazie prostaty (BHP) jsou dagjSi poruchy pedstojné Zlazy. Za vznikem
onemockni je vliv hormorii, poruchy proliferace bk, poruchy apoptdzy a také chronicky
zaret a starnuti (Prajapati et al, 2013). V posledmiebeti letech se naSe znalosti patogeneze
CaP, a to zejména z molekularniho hlediskagmhgrohloubily a doslo k vyznamnému
posunu léebné strategie. To vSak neznamend, Ze ,medicin@lddagnto nevyzpytatelny
nador pod kontrolu* (Dviatek, 2007). Prioritou s@asného vyzkumu je nalézt markery,
které umozni identifikovat pacienty s vysoce rizifm CaP. Tedy s takovym karcinomem,
ktery bude dale progradovat a odlisit je édht u kterych CaP metastazovat nebude. Tito
pacienti by jednozriaé profitovali z chirurgické |&by. Pra¥ vyzkum €chto market je

cilem mé diplomové prace.

3.2.1 Epidemiologie karcinomu prostaty

Karcinom prostaty je n&as€jSim nadorem mu#v Evrop a v Americe areti nefasgjsi
piicinou umrti na maligni onemoémi (Balik a Bra’ak, 2011). Jeho incidence roste
kazdor@ne jiz od 80. let 20. stoleti, coz také souvisi seeri@ni screeningu CaP pomoci
prostatického specifického antigenu (PSA, Prosgecific Antigen). Rutinni stanoveni
hodnot PSA, vedouci k odhaletdsnych stadii CaP, podstatrlepSuje prognozu pacieént
(Kral et al, 2010). Z epidemiologickych dat vyplyv&e nejvyssi incidence CaP je mezi
afroamertany v USA, a dale meziélochy (zejména v Severni Americe a Skandinavii).
Naopak nejnizsi incidence byla zaznamenana u popula jihovychodni Asii (Balik
a Brafak, 2011).

Také vCeské republice je zhoubny novotvar prostaty (dgl @e MKN-O-3, 2005)
negasgjSim zhoubnym nadorem miuzpravidel® jiz od roku 2005. V roce 2010 bylo
hlaSeno 6 771ipadi karcinomu prostaty. Rok 201Gquistavoval oproti roku 2009 ridt
10% a v pepcaitu na obyvatele se jednalo o 131j2ppdi na 100 tisic muZ Za rok 2009
byl hlaSen mezini nafst oproti roku 2008 o 13%. N#st incidence CaP ¢R,
pozorovany jiz od ptatku 90. let po roce 2000 akceleroval a je vyevan starnutim
populace a fedevSim rutinnim preventivnim vyEatanim hodnot PSA. Mira
standardizované umrtnosti na ZN prostaty po rod@ 2flouhodob klesala, pro rok 2009
stagnovala, v roce 2010 oproti roku 2009 stoua,8 na 23,1 zefalych na 100 tisic muz
(Evropsky standard dle IARC, Lyon). Graficky je imence a umrtnost zobrazena
na obrazku 1. Zajimavy je pohled na relativétilpté preziti u pacient diagnostikovanych



8

mezi roky 2001-2005 (83,3%) oproti obdobi 2000-20029,1%). Dle Ustavu
zdravotnickych informaci a statistiky (UZIS) a Ndnsho onkologického registru (NOR) to
reflektuje nafist no¥ diagnostikovanych figpadi s benignim prbéhem (Zvolsky, 2013;
Novotvary 2009, Zeiieli 2011, Novotvary 2010).

Obr. 1. Vyvoj standardizované incidence a umrtnasti zhoubny novotvar prostaty, na 100 tisic imuz
evropsky standard. Zdroj Novotvary 2010.
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3.2.2 Prostata a patogeneze karcinomu prostaty

Prostata je uloZzena mezi goyym meEchyrem a svalovym dnem panve a z hlediska zén Zlaz
se &li na ti casti. V nejetsSi periferni zo#, obklopujici distalnéast m@ove trubice, vznika

az 70% karcinori prostaty. DalSiméastmi jsou centralni (vriti) zéna a zonairpchodna,

ze které mze vznikat benigni hyperplazie prosta@i@k, 2002). K onemoemim prostaty
pafti zaret prostaty (prostatida), benigni hyperplazie priystarekancer6za PIN a karcinom
prostaty.

Benigni hyperplazie prostaty (BHP, adenomatdézan@augomatoza prostaty) je nezhoubné
zwetSeni této Zlazy ffitomné u vSech starSich niyZ nimuz dchazi f;sobenim hormah
(Veselsky a Visovsky, 2005). BHP vznikd ve stromatu prostaty, &tengtSovanim
odtlatuje epitel do periferie za vzniku tzv. chirurgickéhouzdra, z ¢hoz pak niZze vznikat
adenokarcinom prostaty (Veselsky, 2004).

Intraepitelidlni neoplastické zZmy vyvodi acimi prostaty (prostatickd intraepitelialni
neoplasie, PIN) jsou také hormond&ldependentni a zavisi na androgenech. V tomto
prekancerdznim stadiu dochazi jiz k molekularninérzim a pestavbam, na jejichz zakkad

se rozvine samotny prostaticky karcinom (Hes e2@06).

Vek je hlavnim rizikovym faktorem zhoubného bujemicidence CaP stkem roste,
piicemz je nejvyssi v sedmé a osmé dek@tbvotvary 2010; Balik a Brbak, 2011). Mala
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milimetrova loziska CaP jsoufippitvach nalézangasto (u padesatiletych vyskyt u 30%, u
osmdesatiletych u 80%). Takovy karcinom je latenbenigni a klinicky nevyznamny.
ProtoZe mimo ¥ nejsou u CaP prokazany dalSi rizikové faktorypingimarni prevence
mozna (Hora et al, 2013). Je mozZzné pouze t¥edghédzeni klinické diagnézy u muz
s pozitivni rodinnou anamnézou nebo s prokazanouPHG (Dvaracek, 2007) podavanim
inhibitora 5-a-reduktazy. Ve vztahu k CaP trh nabizi také cé#mlu potravinovych dopkad,
nag. s extrakty z palmySerenoaeg(Tacklind et al, 2012), z keépy (Madersbacher et al,
2005), s obsahem lycopenu (Silberstein et al, 20d8minu E nebo zelenéh@je (Yuan,
2013), to vSe navzdory tomu, Ze jejicliizmivy vliv na BHP i PIN sotasné prace
neprokazuji.

Pokud se CaP vyskytne v rodimuze u jednohoifbuzného, je riziko, Zze také onemocni
tiikrat vysSi. Pokud #i CaP dva pibuzni, zvySuje se riziko rozvoje tohoto karcinomu
dokonce ptkrat az jedenactkrat. Hereditarni zavislost jeoaomal@ dominantni a byva

s

MatouSkova, 2011).

3.2.2.1 Histopatologie karcinomu prostaty

Nenadorovy prostaticky epitel tkiatti vyvojové odlisSné populace bgk (luminalni, bazalni
a neuroendokrinni) a nesourodou populaci kumtermediannich. VSechny tyto linie
pochazeji z prostatickych kmenovych BkinVétSina prostatickych tumorjsou acinarni
karcinomy (klasicky adenokarcinom)&nym stupsm diferenciace, diagn6za C61 (MKN-
0-3, 2005). Histopatologicky se tento typ karcingmuyskytujici se v &kolika
morfologickych variantach (tzv. atroficky, pseudpkyplasticky, pnity neboli foamy,
koloidni, z prstetitych burék etc.), prokdze u vice nez 95% (Hes et al, 2006).
Adenokarcinom vychazi z epitelialnich knprostatickych aciin Méng ¢asty je karcinom
velkych periuretralnich prostatickych vywod duktalni karcinom, ktery ma podtypy
kribriformni, papilarni a solidni (Hes et al, 200&gbin et al, 2009; Babjuk a Matouskova,
2011). Existuji dalsi velmi vzacné nadory prostagyy. karcinomy mukdzni, malobgény,
sarkomatoidnti karcinom z pechodniho epitelu (Sobin et al, 2009; Babjuk a Ma&kova,
2011). Karcinom prostaty je charakteristicky vysgtvice éznych loZisek, ktera se mohou
navzajem lisit histopatologickym stugm (Dvaacek, 2007).

Prekancer6zou karcinomu prostaty jsotraepitelidlni neoplastické zmy vyvodi acini
prostaty (tzv. prostaticka intraepitelialni neoj@azPIN). V sodasné dob rozliSujeme
low-grade a high-grade PIN (LGPIN a HGPIN), kteeésohou vyskytovat uz wdti dekad
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Zivota. V mladsich &kovych kategoriich se spiSe vyskytuji neoplazie-grade, incidence
HGPIN vzista s¥kem (viz kap. 3.2.1 Epidemiologie CaP). Ty&asné zmny
prostatického epitelu jsou hormon&lrdependentni, zavisi na androgenech. PIN je
definovana jako proliferace sekretorickych &kimio lumen s cytologickymi atypiemi, misty
neodliSitelnymi od butk karcinomu. PIN |ze zachytit véeich zakladnichustovych typech:
V prvnim buky PIN nahradi normalni epitel Zlazek #@stane zachovana jen vrstva
bazalnich bugk. U druhého PIN invazivhroste pes sénu duktuci acinu, zde byva u
HGPIN prokazovana abrupce bazalni membranyi®n istovém typu rostou kiky PIN
mezi bazalnimi btkami a buikami sekretorické vrstvy. Sledovanim celkové stajdpu
rozeznavany varianty ,trsovity” (tufting), mikropiggorni, kribriformni a plochy (Hes et al,
2006). Jedna se o prekancerdzu lokalizovarredgyvSim v periferii prostaty, ktera &asto
se vyskytuje multifokalé&s Dle prof. Hese (2006) se v blizkosti adenokancinoPIN
vyskytuje mnohonasolsrtastji (az v 82 %) nez v prostabez adenokarcinomu (ve 43 %).
Zasadni vyznam pro histologické stanoveni diagnézwabsence bazalnich hikn nalez
infiltrativniho nistu a nadorové invaze (LukeS, 2013). Rozeznanilasiepod karcinomu
muze byt v gkterych gipadech velmi sloZité, obzvidaZ omezenych bioptickych vzark
(Hes et al, 2006). Pacientovu prognozu odrazi stgferenciace butk a dalSi parametry,
piicemz v praxi se pro hodnoceni karcinomu véssuosti aplikuje Gleasém systém
(Epstein et al, 2005). O klasifikaci pojednava Kag.3.

3.2.2.2 Patogeneze karcinomu prostaty na molekularrovni

PrestoZe za desetileti prac&dei objevilifadu poznatk o patogenezi karcinomu prostaty na
molekulérni arovni, pét tato oblast kdm mér¢ objasgnym (Taylor et al, 2010).BsrE]Si
porozungni sledu mutaci a jejich dasovani by zlepSilo klasifikaci tohoto nadoru, a to
zejmeéna z hlediska jeho agresivity, kterou nyntg@asime (Frank a Miranti, 2013).
Prostaticky epitel je organizovan jako dvouvrstezdinich a luminalnich bgk s oldasnym
nélezem integrovanych neuroendokrinnich dku(obrazek 2). Epitelium obklopuje matrix
z lamininu (LM5, LM10) a kolagenu (COLIV, COLVII) také fibromuskularni stromatické
bunky, které gevadi signaly k regulaci epitelia (Cunha, 2008)rdstatického epitelu jsou
znamy markery pro jednotlivé vrstvy, rfafpazalni vrstva je charakteristickéitpmnosti
p63, bazalnimi keratiny (K5, K14) a integring6p4, a3p1). Luminalni vrstva obsahuje
markery TMPRSS2, lumindalni keratiny (K8, K18) a eygknni receptor (Frank a Miranti,
2013). V imunohistochemii s€dhto poznati vyuziva pro diagnostiku u komplikovanych

nebo nejasnychifpadi (Hes et al, 2006).
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Adenokarcinom prostaty je hormond&lndependentni nador (Huggins, 1947), nebo
proliferace prostatického epitelu j&izena testosteronem (T) afedevSim 5u-
dihydrotestosteronem (DHT). Midledku této hormonalni zavislosti prostat&tzuje swj
objem s ¥kem (Lukes, 2013). Androgeny ZAily nadledvin a testosteron (Leydigovynly
varlete) mohou byt v perifernich tkanich a v prtastanzymaticky konvertovany nebo
acinngjSi na DHT (Klener a Klener jr., 2010). DHT vznilk&dj v 90% pipadi konverzi
testosteronu o-reduktazou (5AR) se na povrchu epitelidlnich mtickych bugk vaze na
androgenni receptory (AR), je transportovan dakigua ovliviiuje tak geny kontrolujici
burg¢cné dtleni (Klener a Klener jr., 2010; Babjuk a Matous&pw011; PeSta a Kulda,
2012). Androgeny &tSinou pisobi stimuléné také na sekreciustovych faktod (nag.
epitelidlni EGF, transforntai TGF{, fibroblasticky FbGF)gimz se vysutluje inhibicni
acinek androgenni deprivace, kterdigpbuje urychleni apoptézy normalnich a nadorovych
burgk prostaty citlivych na androgeny (Lukes, 2013).

V normalnim sekrénim epitelu je AR pdeba pro udrZzeni sekne funkce, ale u nadorovych
burék na rém zavisi jejich proliferace argziti. CaP v zas&dzavisi na signalizaci AR, e
vSak fist i bez hormondlni stimulace. Je to dano heteitgerburécnych kloni, ktera
vznika jiz na poatku maligni transformace. Mutace AR jsou u prinidrmadoi vzacné.
Pokraiilé nadory jsou jiz hormonatn nezavislé a rezistentniudi kastraci vzhledem
k ptitomnosti fady znén signalizace AR (Bluemn a Nelson, 2012; Tsao et28ll2;
Waltering et al, 2012). Prostaticky karcinom chéedkuje ztrata bazalnich bélna snizena
diferenciace matrix (tzn. ztrata LM5 a COLIV). N&deé buky casto misobenim AR
imituji buinky luminalni a exprimuji integrinyafl), které usnatliji jejich nist a proliferaci
(Cress et al, 1995; Lamb et al, 2011), dale bazadlmhinalni keratiny K5 a K8 (Schalken a
van Leenders, 2003; Verhagen et al, 1992), a Qal&lIni markery nadorovych biky nag.
Bcl2, EGFR a Met (de Muga et al, 2010; Peraldo-Ngial, 2011; Lamb et al, 2010; van
Leenders et al, 2002; Carvalho et al, 2010; McDbneieal, 1992). Sotasna exprese
luminalnich i bazalnich povrchovych zhiakbuiky CaP podporuje hypotézu vniku
nadorového stu naruSenim drah diferenciace &unpii niz je deregulovana exprese
bazalnich a luminalnich zn&lkri diferenciaci butk. Bazalni i luminalni prostatickée bky
vznikaji procesem transientni diferenciace nebolidikgare z burtk progenitorovych nebo
kmenovych (Schalken a van Leenders, 2003; Isa&usffey, 1989; De Marzo et al, 1998;
Tokar at al, 2005).

Nekteré geny, jejichZz exprese je pozmina u CaP, se¢lineé Gcastni diferenciace epitelu.
Predpoklada se tedy, Ze v prostatochazi k onkogenejakozto k poruSe diferenciace

epitelu.
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Obr. 2: Grafické znazo&mi nenadorového a rakovinného prostatického ep#ehyznagenim jednotlivych
burgk s markery a sloZzeni matrix. Zdroj Frank a MiraB613
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Kromé zmeén AR jsou v pokrgilych nadorech karcinomu prostaty nalézady dasté
genetické zrny: zvySend expresklyc, ztrata naddorového supresdPTEN a fluze get
ETS s AR regulovanymi promotorovymi sekvencemiMPRSS2:ETS/ERG (Tomlins et

al, 2005; da Silva et al, 2013).

PredevSim je u CaP velmi di®bznama upregulace Myc. Myc je studovanym onkogenem
ktery reguluje expresi tisiccila, véetng gem potrebnych proiist burgk a buré¢ného cyklu.

U mysSi zisobuje nadriérna exprese Myc vznik adenokarcinomu, ne vSak tvonetastaz
(Ellwood-Yen et al, 2003). Také se ukazalo, Ze medinami proteii AR a Myc dochazi

k interakcim. Byl tim podpen model androgenni kontroly mRNA androgennihopece
interakci AR a Myc fes jedinénou AR-responsivni oblast dlouhou 350 bp (Gradlet a
1999). Gen Myc je u CaPebr¢ amplifikovan a hladina Myc proteinu koreluje seampu
prognézou (Koh et al, 2010).

U CaP jecasta ztrata tumor supresdPTEN, ktery misobi jako negativni regulétor drahy
PISK/AKT/mTOR (Deocampo et al 2003). Nejmé§rdna kopie lokusu PTEN je ztracena az
v 65% onemoani, a dale u 60% karcinairpozdniho stadia je Uplna ztrata tohoto proteinu
(Gray et al, 1998; Song et al, 2012). Signalni dré&TEN/PI3K/AKT/mTOR reguluje
apoptozu, metabolismus, hignou proliferaci adst burgk. PTEN (phosphatase and tensin
homolog deleted on chromosome 10) inhibuje tvorbB3P(phosphatidyl-inositol 3,4,5
triphosphate), produktu PI3K kinazy. Niat PIP3 vede kigsunu kindzy AKT k membrén
kde je aktivovana dalSi kindzou zavislou na PIPRivace PI3K a AKT jsou nalézany u
rakoviny prsu, vajgnika, slinivky, jicnu a dalSich, coz podporuji studeemySich modelech
(Sun et al, 2001). Aktivni PISBK/AKT/mTOR draha neibovana molekulou PTENFigpiva

k tumorigenezi a vinterakci s dalSimi onkogenyismivA k procesu tumorigeneze
(Blanco-Aparicio et al, 2007). Ve tkanich se typGPIN dochazi ke snizeni exprese tumor

supresoroveho genu PTEN. Taktoérna tka pokratilého HGPIN se réni v CaP, zvySuje
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se exprese AR, cMYC a EZH3, sniZuje exprese p5&ika pokraily CaP (Jaworski, 2006;
Lin et al, 2004; Frank a Miranti, 2013)

DalSim ¢astym jevem u CaP je aktivace transkmijch faktofi ETS. Negastji fazi
proonkogenu z rodiny transkdipich faktoi ETS (ERG, ETV1, ETV4) s androgeny
fizenym promotorem proteasy TMPRSS2 (Tomlins et2@Q5 a 2007; Clark a Cooper,
2009). FUzeTMPRSS2:ERG je pozorovana nejméru poloviny nadat prostaty (Tomlins
et al, 2005; Lapointe et al, 2007; Perner et aj72@emichelis et al, 2007; Furusato et al,
2008). Identifikace dalSich fuzi z ARzenych promotdr a dalSich¢lena rodiny ETS
podporuje zji&ni, Ze je tato festavba faktorem vyvoje CaP (Tomlins et al, 2008) &t al,
2008; Wang J. et al, 2008; Kumar-Sinha et al, 2G@Banisamy et al, 2010; Yu et al, 2010).
Nejcastji vznik fuzniho genu TMPRSS2:ETS probiha v neopldGPIN (Klener a Klener
jr., 2010). Této problematice j&movana kap. 3.2.5.2.

Frank a Miranti (2013), chapou diferenciaci zodmnou za vznik loziska CaP v prostat
jako tzv. tranzientni diferenciaci bipotentnichtef@lnich bugk, na niz se podili exprese
geni Notch a p38. redpokladaji, ze ,volbu“ bipotentnich btkn diferencovat sgrem

k sekrénimu typu uéuje stromalni KGF (FGF7) aktivaci p3&es FGFR2b a MKK
signalizaci (Lukacs et al, 2008). Protein p3&smpiva k deregulaci exprese geMyc a
PTEN, transkripnich faktofi a mRNA stabilizujicich protein Notch se podili na snizovani
adheze buwk, a ma tak nefmo podil na zvySovani exprese AR (Mazzone et @1,0%,
neba’ stabilni exprese proteinu AR vyZaduje ztratuddng adheze (Lamb et al, 2010).
Heterogenni geneticka instabilita vlivem retroviyolr infekci (Dong et al, 2007), poruchy
ve stromatu prostaty a vliv Sirokého spektra kaogeni zpisobuji tzv. field effect”
(Slaughter et al, 1953)fipnémz se transformované tky v ¢ase néni na morfologicky
prokazatelné hiky karcinomu (Harding a Theodorescu, 2000). \Vcssuosti jsou
intenzivre zkoumany i typy epigenetickych zmén u CaP, a to methylace DNA,
remodelace chromatinu a regulace genové expresekoiaimi mikroRNA (PeSta a Kulda,
2012). Celkova hypomethylace cytasim metastazujiciho CaP vede k chromosomalni
instabilitt a progresi onemo¢ni (Jerénimo et al, 2011). Na druhé statochazi Bhem
patogeneze CaP k hypermethylaci gaastnicich se kontroly b&#ného cyklu, oprav
DNA, hormonalni odpoddi, apoptdzy a také k hypermethylaci prométancitych geni
kodujicich miRNA. K rozvoji CaP fispiva dale remodelace chromatinu a postréngla
modifikace histof (Tsang a Cheng, 2011).

Poslednich patnact let je intenzévistudovan vyznam malych molekul RNA v regulaci

genové exprese nadorovych one mménPrvni prace &nujici se expresi miRNA u CaP je z
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roku 2007 (Porkka et al, 2007). Jewvpdné nazyvany postranskiipi silencing get
(PTGS) se podili také na nadorové transformacbinhiranslace nebo snizovanim stability
cilové mRNA regulovaného genu (PeSta a Kulda, 20R@)ovnanim exprese miRNA mezi
malignimi a benignimi hikami prostaty byla nalezerfada molekul miRNA se sniZenou
nebo zvysSenou expresi. Na zakladalSich vysledk se pozornost u karcinomu prostaty
sousted’uje na roli miRNA ve vztahu ke schopnosti nadordwparek zabranit apoptoze a
dale na ovlivini androgenni signalizace molekulami miRNA. Vice kap. 3.2.6.

DalSi progresi karcinom prostaty dochazi k jehoastezovani a torpdnost do kostni
dierg (Jacobs, 1983) a tento pokilly metastaticky karcinom je zatim nev§ielny.
Mikroprostedi kostni #re pomaha biikam CaP kistu (Galasko,1981; Jacobs, 1983;
Body, 1992) a umatije uchyceni se a extravazaci (Scott et al, 200&jlorové biiky se
vazou na endotel (Zetter, 1990) nejprve lektin-aadovymi interakcemi a nasleginazbou
pies integriny na povrchu epitelidlnich kkra burgk kostni dené (Honn and Tang, 1992;
Soligo et al, 1990; Nagle et al, 1994; Rokhlin @when, 1995). Primarni prostaticky epitel
ve stromatu kostnifdné vykazuje zrychlenyist a gedevSim integriru2fl ma podil na
navazani primarni prostatické epitelialniiky do stromatu terg (Lang et al, 1997 a 1998).
Nové dikazy s potencialnim inosem pro l&bu metastického CaP &&i o tom, Ze
nadorové prostatické hky se primara usidluji v niche hematopoetickych kmenovych
burgk (Pedersen et al, 2012).

3.2.3 Diagnostika a léba karcinomu prostaty

Casna a fesna diagnostika karcinomu prostaty je pro jelibué&asadni. Lokalizovany CaP
Ize |&it, kdeZto generalizovany karcinom prostaty jecssmymi postupy nevyigelny. Fi
shaze zlepSeni diagnostiky karcinomu prostaty fgepa hledat metody, které by odliSily

agresivni karcinom od klinicky indolentiho.

3.2.3.1 Diagnostika

Diagnostika karcinomu prostaty se wipthu poslednich padeséati let Zn& zdokonalila.
Vice nez polovina odhalenych CaP je v raném stddimsrisk tumor, a tim se podstétn
zlepSuje pacientova prognoza (Kral et al, 2010).

Ackoliv je peilivé palpa&ni vySeteni prostatyper rectum(digital rectal examination, DRE,
¢esky DRV) povaZzovano za velmilézity vySetovaci krok bezmalatp stoleti (Connolly,
1965), pro detekci skute¢ casnych stadii CaP je dnes jiz nedostade To proto, Ze

inicialni karcinom je nehmatny nebo jej Ize rozpaizpouze jako drobny uzel, neboador
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muze byt palpané rozpoznatelny od velikosti 0,2 ml. Tvrda a hrbalatostata indikuje jiz
pokrctily karcinom.

Transrektalni ultrasonografie (TRUSjepstavuje u CaP flomovou vySatvaci metodu,
kterd dok&ze objevit malé nadory a navic s jeji @anize zhodnotit extrakapsularnieii
tumoru. Histologické potvrzeni diagnozy je nezbytmuitnosti ped zahajenim by (Stern

et al, 2008). Biopsie se v stasnosti provadi transrektélrfevent. transperineah TRU-
CUT jehlou za ultrazvukové kontroly (Connolly, 19@&abjuk a Matouskova, 2011; Hora et
al, 2013). Zavedeni prostatického specifickéhoganti (PSA) do diagnostiky CaP v roce
1988 znamenalo velky pokrok acatek tzv. PSA éry. Nevyhodou je nizka specifici®AP
(asi 40%) vedouci k nastu p@&tu negativnich biopsii (Dwé&tek, 2007). Pro igdpowzeni
tendence nadoru k progresi a metastazovani je ypGdba hledat nové biomarkery (Racek
et al, 2006).

Screening pro zachyiasného stadia nadoru prostaty je vhodné pravéd 45 nebo 50 let
véku (Hora et al, 2013, resp. Di&sek, 2007). Univerzalni schéma screeningu totiz
neexistuje. Statisticky na jeden zachir@n zivot gipada screening 1068 miua poteba
lécby 48 z nich. Proto neni rutinni screening zatimpatatovan Zadnym statem (Hora et al,
2013), nebo jeho @inos nebyl studiemi nezvratpotvrzen (Dveacek, 2007).

3.2.3.2 Histopatologicka klasifikace

Od stupg diferenciace tumoru a jeho dalSich parainee odviji pacientova prognoza a
uréuje I&ba. V systému pTNM jsou podle Mostoffiho rozliSoyastyti stupré burg¢né
anaplazie (diferenciace). V léiské praxi se pro hodnoceni v gaané dob vyuziva také
Gleasofiv systém (Epstein et al, 2005).

Americky patolog Donald Gleason navrhl v roce 136tém hodnoceni prostatického
adenokarcinomu na zakkdmorfologickych vlastnosti Zlazek a celkove ardttivaiky
nadorové tkadh Tzv. Gleason systénm(Gleason Grading systemgldnadory podle stupn
anaplazie (diferenciace) deétp kategorii. Gleason grade (také Gleasorstup& nebo
Gleason Pattern) se pohybuje mezi 1 aiEemz 5 pedstavuje nejhorSi prognozu, Gleason
skore (neboli Gleasdn sowet, Gleason Sum, GS) se tedy pohybuje mezi 2 &istéin et
al, 2005; Hes et al, 2006). Patolog ohodnoti vzéaéasonovym skérem (*), coz je set
dvou hodnot, z nichZ prvni &uje stupé negetrgjSiho stadia karcinomu ve vzorku a druh&
nejvyssi stup@e Nag. pokud je ¥tSina tkag ve vzorku stuph 3, ale gkteré buiky typu 4,

je Gleason skore 3+4 = 7 (Epstein et al, 2005; e, 2013).

(*) Zde je zntna v systému hodnoceni, nélmavedenim nového Gleason systému v roce 28&8stavovala
prvni hodnota néptnsjSi stupé ve vzorku a druh& po ni nasledujici stupaaplazie. (Gleason, 1997; Epstein
et al, 2005)
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Adenokarcinomy se vyskytuji od d@b diferencovanych (Gleason skére 2-4) az
po anaplastické (Gleason skore 10)ficgmz se horSi prognéza poji s raén
diferenciovanymi, anaplastickymi strukturami (Hogt al, 2013). ProtoZze mikroskopické
hodnoceni patologem je procesaso¥ naraény a do zn&né miry subjektivni
(interobservéni reprodukovatelnost je i mezi odborniky vysoceiaklni, 36-81% pro
piesnou shodu, 69-86% u shody plus nebo minus o jgdimotku Gleason skore), je zde
trend odéet automatizovat. Automatické hodnoceni viopgkobiha nap frakéni analyzou
variace intenzity a textury ve zkoumané oblastpprétu (Cintra et al, 1991; Ozdamar et al,
1996; Montironi et al, 2005; Huang a Lee, 2009).

Obr 3: Diagram Gleason grading systému, HE 208xvZato z O'Dowd et al, 2001.

=| Grade 3

y Grade 4

Grade 5

Obecr pro nefastji se vyskytujici acinarni adenokarcinom plati zizs@tikazu bazalni
vrstvy epitelii ve Zlazkach. Problémem je rozliSdokre diferencovaného adenokarcinomu
od benigni prostatické Zlazky. Néjdzit¢jSim ukolem patologa je stanovit stadium a grading
tumoru.

Problematika ufeni vzorku z punini biopsie sp&ivd v mnoZstvi tk&h nebo v jejim
poskozeni. Bazalni vrstvu epitelii v nenddorovénmwadryji sekretorické biky, které v
zakladnim HE barveni &uiji jeji rozliSeni. Pro potteni subjektivniho hodnoceni je mozné
vyuZzit barveni protilatkou proti vysokomolekularniogtokeratimmm (34E12 - tzv. K 903)
nebo markerem p63. Obvykle se odebira 6 az 1ZXkéalkare o délce kolem 1-1,5 cm.
PrestoZze jde o relatignvelké mnoZstvi tkah CaP byva zachycerekdy v limitovaném

mnozZstvi, nelze stanovit jednoznau diagnozu a je nutra@bér opakovat (Hes et al, 2006).

Staging karcinomu prostaty se provadi dle TNM Klinické klasifikace. Klasifika systém
TNM se pouziva prodtSinu solidnich tumdrjiz od paatku 50. let 20. stoleti (Gabriel et al,
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2004; Sobin et al, 2009). Staging T kategorie htidpomarni nador: TX — primarni nador
nelze hodnotit, T1 — tumor je nehmatny (verifikovaauze biopsii  elevaci PSACci
nadhodr pii TURP), T2 — tumor je omezen na prostatu, T3 — durprofistd fres
prostatickou kapsulu, T4 — tumor pitsta do okolnich orgdin Regionalni mizni uzliny, zde
uzliny v malé panvi, se z hlediska metastaz nadaanoti stupni NX, NO, N1. Vzdalené
metastazy karcinomu prostaty jsou klasifikovany aiod MX, MO a M1, s podskupinami
podle mista lokalizace. Podrodr@bmiz Friloha 1, kde je celéd klasifikace TNM-09 pro
karcinom prostaty (Sobin et al, 2009).

Lokaln¢ roste CaP do prostatické kapsuly a ostatni¢iehtych struktur. Vyznam
uzlinovych metastaz (Batson et al, 1940) se ukazals rozvojem zobrazovaci metody
lymfografie, ktera odhali metastazy i kdyZkdy loZisko karcinomu népristad pouzdro
prostaty (Shridhar et al, 1979). Ve vice nez 80%vaty karcinom prostaty osteoblastické
metastazy, népstji jsou nalézany metastazy v axialnim skeletu, velasto metastazuje do

mekkych tkani.

3.2.3.3 Léba

Optimélni I&ba CaP zahrnuje radikalni prostatektomii (RAPE)diaterapii (RT),
hormonalni terapii (HT) a metodu aktivniho sleddv&olba I&ebné metody se odviji nejen
podle stadia a gradingu tumoru, ale iiag mistnich standardnich posiumdividualniho
soudu Iékee, preference pacienta, jehgku a celkového zdravotniho stavu (Balik a ®a&,
2011; Soumarova et al, 2012).

Operace RAPE jsou prové&dy podle celositové znamych a odtenych technik (Mikhail et
al, 2006). Nutnost panevni lymfadenektomie a né&eficich princig prostatektomie byly
popsany Walshem (1983) atgobily rozsfeni retropubické radikalni prostatektomie, ktera
vystiidala radikalni prostatektomii z roku 1904 (Yourd@®40). RAPE se provadi také ve
variant laparoskopické a jako roboticky asistovanéd¢em kazda z nich ma sva pozitiva
i negativa (Dveéacek, 2007; Balik a Brdiak, 2011). Podle dkterych zdroji redukuje
prostatektomie umrtnost na lokalizovany CaP viez, pozorné Wkavani (Bill-Axelson et
al, 2011). Jiné randomizované studie terffags nepotvrzuji (Wilt et al, 2012).

Zevni aktinoterapie (radioterapie) je vhodna praigaty s lokalizovanym karcinomem
prostaty, a také u ni se mohou vyskytnout kompékagodok hematurieci erektilni
dysfunkce (Jarolim, 2005)riRos adjuvantni aktinoterapie po RAPE provedend 3 @aP
byl prokazan (Bolla et al, 2012).

moznosti hormonalni &by: nevratna chirurgickd bilateralni orchiektomiegdikamentdzni
lé¢ba pomoci LHRH agonigt antiandrogein a estrogenni terapie (Huggins, 1942; Huggins,
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1972; Dvdé&ek, 2008). S dobrymi vysledky zawdy abirateron fisobi selektivni
ireverzibilni inhibici cytochromu P450 (CYP17AXmz zabréuje syntéze testosteronu i u
nemocnych po kastraci (Antonarakis a Eisenberg,9R0@ntiandrogeny (steriodnéi
nesteroidni) kompetitivni inhibici brani vaztestosteronu a dihydrotestosteronu nasboé
receptory (Klener a Klener jr., 2010). Adjuvant@be neoadjuvantni chemoterapie na bazi
mitoxantronu a docetaxelu v kombinaci s kortikomiya dobré vysledky (Berthrold et al,
2008).Casné adjuvantni podani bicalutamidu ke standaréfiippodliouzilo dobu feZivani
bez recidivy CaP (McLeod et al, 2005). Androgentikéda je l1éba LHRH analogy
aplikovana na pokkilé nadory nebo adjuvaninu odoperovanych paciéntse stednim
rizikem. Speky v oboru apeluji na ciléjsi aplikaci hormonalni by (Dvaéiek, 2008) a
Ceska urologicka spoteost pravideld vydava konkrétni dopoteni (Vyzula et al, 2011;
Babjuk et al, 2013).

Pomerné novou metodou je biologickadéa prostaty s efektem inhibice angiogenze (Klener
a Klener jr.,, 2010). Slibné by mohlo byt také zawail na prostaticky fazni gen
TMPRSS2:ETS, podolnjako prvni uspsSny Iék cilené genové terapie Imanitib, ktery
inaktivuje fazni protein BCR:ABL u chronické myedimii leukémie (Druker et al, 2001).
Chemoprevence inhibitory &reduktazy ma opodstatni u muz s pozitivni rodinnou
anamneézou. Finasterid inhibuje izoenzym 5AR 2. tykiery gevazuje u CaP, kdezto

dutasterid je inhibitorem izoenzymu typu 1. i 2 (E&ek, 2007).

Tab. 1: D"Amicova kritéria hodnoceni rizikovosti:&Podlez Kral et al, 2008.

Riziko progrese Klinické stadium Inicialni PSA Gleason skore
nizké Tlc-T2a <10 ng/ml <6

stfedni T2c-T2¢c 10-20 ng/ml 7

vysoké T3a >20 ng/ml >7

Obecr nemocni s nizkym rizikem rekurence byvajieléi monoterapii (RT, RAPE) nebo
jsou pouze p#iv ¢ sledovani (Dusek et al, 2010). Pacienti gedstim rizikem (dle histologie
T2b-c nebo GS 7 nebo PSA 10-20 ng/ml) byvajfemé radikalni prostatektomii nebo
radikalni radioterapii s kratkodobou hormonalni ipalaci. U pacierni s aiekavanou
délkou reziti vice nez 10 let a s nizkym stadiem se daofpgeuradikalni prostatektomie
(Connolly, 1965).

Indolentni karcinomy ¥asnych stadiich byvaji vSakiidka @icinou smrti a postiZzeni
zpravidla zerfou z jinych nesouvisejicichrigin (Ip et al, 2011). Takovy CaP aktivnich
nepotebuje a je pro pacienty dokonce zliyi@ a komplikacemi posSkozuje kvalitu jejich
Zivota (Dvaé&eek, 2007).
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U nadoru lokals pokratileho (pT3-4 stadia T3a nebo GS8 nebo PSA> 20 ng/ml) se
indikuje radioterapie nebo kombinace hormonalrdpger s radioterapii (D°Amico et al, 2004
a 2008). Paciefim s generalizovanym CaP se podava samostatna haimddiba a Iéba
druhé linie. Lokals pokraiilé a generalizované onemaen nelze vyléit, neba’ Ize ovlivnit

pouze symptomy a maximalprodlouzit geziti na 1 az 3 roky (Balik a Bi@k, 2011).
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3.2.4 Nadorové markery u karcinomu prostaty v praxi

Karcinom prostaty stefnjako jiné maligni nadory produkuji molekuly, ktesbuvisi

s vlastnim nadorovymustem. Ozné&ujeme je jako nadorové markery nebo olégcn
biomarkery. Jejich hladina v biologickych tekutihasouvisi s vlastnostmi tumoru a take
s jeho vaskularizaci a rychlostiestupu (Klgka et al, 2010a). Detekce probih& na principu
imunohistochemie pomoci imunoanalytickych metodonetetodami molekularni biologie
(Schneiderka et al, 2004). Tzv. diagnosticky pradamovych markér se nmiize v idealnim
piipact blizit 1 mg nadorové masy, coz odpovida 106 maligouikam. Senzitivita by #a
dosahovat alespio 75-97 % (Petruzelka et al, 2003). Specifita je owasné dob
vyzadovana EGTM (European Group For Tumor Markaes)irovni 95 %, vyjiméné na

90 %. Nadorové markery se vyuzivagdsnému zachytu onemaden (screening), sledovani

pribéhu onemoc#éni a hodnoceni efektudgy.

3.2.4.1 Prostaticky specificky antigen

Jak jiz bylo zmigno, wtSina fipadi CaP je dnes diagnostikovana z krvéemim hladiny
makreru PSA. Prostaticky specificky antigen (PSAsmatic specific antigen) je serinova
proteasa, kterou produkuji luminalnify prostaty. Jeho funkci je praygbdobré S€peni
vétSich proteid v ejakulatu (Hara et al, 1971; Li a Beling, 19%&nsabaugh, 1978; Wang et
al, 1979). Koncentrace PSA v séru koreluji s objanigdzy a také s rozsahem nadoru.
Jelikoz je to organavspecificky marker pro prostatickou tkéstoupa jeho hladina vyrazn
piedevsim u karcinomu prostaty. VysSi hladina PSAdayzi také jiné choroby, ne&brgji
benigni hyperplazii prostaty nebo prostatitidu (s¢& et al, 1987). Obdobny nalefibe byt
zpiasoben i palpagber rectum katetrizaci méového néchyie nebo dokonce delsi jizdou na
kole. FedevSim u generalizovanych natlgsou hodnoty PSA velmi vysoké, takze i do
urcité miry kvantifikuji miru postizeni (Duffy, 1996{ora et al, 2013; Racek et al, 2006).
PSA je kdédovan genem na lidském chromosomu 19 (b &bje vysoce podobny
pankreatickému/renélnimu kalikreinu (hK1) a prdska@mu specifickému glandularnimu
kalikreinu (hK2). PSA je &dy ozn&ovan jako hK3 (Kumar et al, 1996) a ma vice podob
s riznou aktivitou (Lovgren et al, 1997). Aktivni PSA ¢ plazng vaze na inhibitory proteas
(a;-makroglobulin a fevazié az-antichymotrypsin), a tak se pouze malé mnozstzymm
vyskytuje nevazané (Leinonen et al, 1996; Stenn&7)L
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Od zavedeni testovani na PSA do klinické praxecer&988 se jiz mnohé zmilo,
specifinost stanoveni maligniho onemeénn zvysilo zavedeni dalSich kritérii, a to podle
nasledujicich pravidel (Dvé&cek, 2007; Hora et al, 2013):

Sensitivita PSA § rozhodovaci mezi (cut-off) 4 ng/ml je 21% pro eati Zadného
prostatického karcinomu a 51% pro detekci pokeébo CaP. U rozhodovaci meze 3 ng/ml
se sensitivita zvySuje na 32% resp. 68%. SpeafieiBA je 91% u cutoff 4 ng/ml a 85%
u hladiny 3 ng/ml (Meigs et al, 1996). Jako oriénfanormalni hodnota se tedy uvadi
celkovy PSA (total — tPSA) v rozmezi <2,5 aZz 4 rgénvyssi hladina jiz ive indikovat
CaP (Catalona et al, 1993; Crawford et al, 1996sa@ava-Salas et al, 2012). Hodnoty
4-10 ng/ml pedstavuji tzv. Sedou zénu, kdy se karcinom prostatgzne u fiblizné 25%,
ale casgji se histologicky potvrdi BPH. Celoplodmrozsfené uzivani PSA testu vede
k rostoucim pétam provedenych ,zbytaych” biopsii. Z gkolika EBM studii je zndmo, Ze
témef ctvrtina nemocnych s CaP ma hodnotu PSA nizSi (@avet al, 2010). Je zde vSak
také signifikantni péet diagnostikovanych CaP s hladinou PSA nizSi neg/ml, odhaduje
se asi 20-30%, které mohly vést k rozvoji nediatjkoganeho onemodami (Schroder et al,
2000). Ri hodnotach >10 ng/ml je jiz nador velmi suspektii¢ nasledhpotvrzen az u 60%
pacienti. Hladiny PSA nad 30 pg/l mohou signalizovat i Ved&Si metastazy (Valik et al,
2008).

Ke zvySeni specificity vyS&ni se uziva stanoveni pdm volného PSA (free—-PSA, fPSA)
a celkového PSA — f/tPSA, které se udava v prochntgicemz¢im vyssi je fPSA (ideath
nad 25%) tim nizsi riziko karcinomu (Herschman let1897; Valik et al, 2008). PSAV
(prirastek hodnoty PSA za jeden rok) je povaZzovan zaaikéa rizikovosti CaP v obdobi
pied stanovenim diagn6zy. KdyZz hodnota PSAV v toniidobi gesahuje 2 ng/ml/rok, je
karcinom vysoce rizikovy (D"Amico et al, 2004). distudie nadzory offnosu PSAV nesdili
(Vickers et al, 2011; Johnston a Terris, 20Phillips, 2011). PSA denzita (PSAD)
vypccitana jako podil hodnoty PSA a sonograficky stanévémotnosti prostatyiesi
casténé problém nestejné velikosti Zlazy a hladin v sérmiznych pacierit (Dvorécek,
2007). No¥ a s dobrymi vysledky se zavadi PHI (prostate haadlex), coz je vysledek
vztahu (proPSA/fPSAMPSA (Fillela et al, 2013).

ProtoZze samotna biopsie, aliegevsim I8ba CaP finasi pro pacientgadu komplikaci, jsou
hledany markery schopnéeaupowdét progresi a generalizaci oneméaf identifikovat ty
karcinomy prostaty, které budou dale progradovatcéR et al, 2006). &oliv je PSA
vybornym markerem pro sledovani pactepb radikalni prostatektomii, neni optimalnim
markerem pro diagnostiku CaP (Casanova-Salas @0&R). Zbyténé diagnostikovanych

karcinomi prostaty se u samostatneho PSA screeningu odhadujga 50% (Bretthauer a
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Kalager, 2013), proto spdiee s relativié nizkou mirou mortality CaP jgada urolog a

onkolodi ke screeningu skepticka (Moyer, 2012).

3.2.5 Nové nadorové markery u karcinomu prostaty

Jak jiz byloieceno, nizka specificita Siroce vyuzivaného markeBARe divodem pro
intenzivni hledani markéy které by umoznily identifikovat dale progradujicarcinomy

a umozni takéasti mui vyhnout se biopsi¢i pripadré radikalni prostatektomii. RozliSeni
nizko a vysoce-rizikového CaP je v gasnosti obtizné (Cuzick et al, 2006).
V konzervativnim pistupu aktivniho vikavani mohou byt agresivni nadory pro svoje malé
rozmery diagnosticky podhodnoceny (Bangma et al, 2007)klinické praxi se zatim
vyuziva detekce RNA genu PCA3.

3.2.5.1 PCA3

PCAS3 je zkratka pro marker Prostate Cancer Antigerkery Ize v literatte takécasto najit
pod ndzvem DD3 (Differential Display Code 3), nebpodols DD3“*, DD3/PCA3. Jedna
se 0 gen lokalizovany na chromosomu 9¢21-22, kjerfsné a specificky svazan se
vznikem CaP. Jeho funkce neni dodnes objasnnebyl nalezen jeho proteinovy produkt,
pouze mRNA, ktera je povazovana za nekédujici darte k nepitomnosti open reading
frame a velkému mnoZstvi stopkodo(Bussemakers et al, 199Radi se no¥ mezi tzv.
long noncoding RNA, IncRNA (Perkel et al, 2013). aCdkteristika transkripce PCA3
odhalila alternativni sei$h a alternativni polyadenylaci. Organova a nadarspeciftnost
jej predukuji jako specificky marker pro CaP. Analyzou nomiéh a nadorovych tkani
prostaty byla identifikovana vyrazna overexpreseugeCA3 u 95% karcinotnve srovnani
s nenadorovymi prostatickymi tk&mi stejnych paciefit (Klecka et al, 2010b). Také se
ukazalo, Ze PCA3 je vysoce specificky pro CaP, tfietebyl signifikant& v jinych typech
nadorovych i nenadorovych tkanich nalezen (Busdararet al, 1999). V roce 2002 byl
navrzen zpsob detekce PCA3 jakozto diagnostického a progriadio markeru (de Kok
et al, 2002). Srovnanim genu spojeného s telomeoézaktivitou (hTERT) a PCA3 se
ukazalo, Ze zatimto hTERT je u karcinomu exprimoi@x vice, PCA3 az 5849x vice.

Tato skupina dopotila klinické vyuZziti @i analyzach z krve, ntg ejakulatu nebo
tkanovych biopsii, které bylo dale zlepSovano (Hesstlal, 2004; Fradet et al, 2004; Tinzl
et al, 2004). Pozii byla zavedena PCA3 assay s kvantitativnim stanom kopii mRNA.
Metoda méa dobrou senzitivitu a je ji mozno prostad klinické laboratéi stanovenim ve

vzorcich mai (Groskopf et al, 2006; Laxman et al, 2008). PGA8 v porovnani se sérovym
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PSA nizsi senzitivitu, je vice specificky a ma liep8zitivni i negativni predidni hodnotu
(Vlaeminck-Guillem et al, 2008). Hodnota PCA3 naviezavisi na objemu prostaty
(Salagierski et al, 2013). PCA3 koreluje siiepivymi hodnotami prostatického karcinomu,
konkrétré s objemem nadoru a s extrakapsularnirendin (Whitman et al, 2008) nebo s
Gleason skore (de Luca et al, 2013).

Dostupna jsou dopoteni k PCA3 testu (Haese et al, 2008), specialnsgartni zkumavky

i komegkni test PCA3 APTIMA od Gen-probe (de la Taille, 20@rogensa PCA3 Test, San
Diego, CA, USA) nebo PM3TM (DignoCure, Kanada).

3.2.5.2 Rodina fuznich gela TMPRSS2:ETS

K aktivaci protoonkogein mize dojit také v disledku pestavby chromosomu, kdy gést
jednoho genu ifipoji k ¢asti druhého genu. Vysledkemiabe byt novy gen, u kterého je
protoonkogen pod kontrolou promotoru jinélasto v dané tkani aktivnino genu. Timto
zpusobem vznikaji chimerické (fazni) geny, které jsdatekovatelné urady chorob.
Translokace jsou ftomny u lidskych epitelialnich karcinam leukémii a sarkoin
(Mitelman et al, 2007; Prensner a Chinnaiyan, 208@)riklad fuze BCR:ABL vyskytujici

se u chronické myeloidni leukemie tzv. Philadelghskromosom (Todd et al, 1999) nebo
fuze EML4:ALK nachéazejici se u nemalokiného karcinomu plic (Soda et al, 2007).

V nadoroveé tkani prostaty jsou sklony feptavbam v ramci jednoho chromosomu za vzniku
fuzniho genu rodiny TMPRSS2:ETS (Tomlins et al, 200Podstata fuznich onkogen
TMPRSS2:ETS spiva v procesu, id némz se protoonkogen z rodiny ETS dostane pod
kontrolu promotoru TMPRSS2, ktery je regulovany rageény. Fuze TMPRSS2:ETS jsou
identifikovatelné metodami FISH (fluorescennesitu) nebo kvantitativni RT real-time PCR
a to u piblizn¢ 50% acinarnich buwk CaP (Clark a Cooper, 2009; Fernandez-Serra et al,
2013). Tato fuze vznika &asné fazi iniciace karcinomu (Cerveira et al, 20@6)sou
popisovany dva isoby jejiho vzniku (Shah a Chinnaiyan, 2009). Zabrd metodou FISH
ukazalo, Ze genové fuze jsotitpmny pouze v neoplastickych jadrech, ale ne vedéa
benignich buék (Sun et al, 2010). Overexprese ERG (transkiidaktor z rodiny ETS)
piispiva poruSenim signalizace AR k rozvoji androgemavisiého karcinomu (Yu et al,
2010). Ri této fuzi 5" konec genu ERG nahrazuje 5" konegorftor) genu TMPRSS2 a
pod kontrolou androgén se dostava gen ERG. Vysledkem je nadidéd exprese
transkrigniho faktoru ERG. Neé&psgjSimi variantami pestaveb jsou kombinace exon 1
nebo exon 2 TMPRSS2 fuzovan na exon 2, 3, 4, najeng ERG (Obr. 4).
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Obr. 4: Znazoréni fuze gefh TMPRSS2 a ETS. Podle Tomlins et al, 2009 (upraxeno

5* partner (TMPRSS2) ETS gene (ERG)

- - - -=-sHERHERHER- -

Rodina transkripnich faktofi ETS (erythroblastosis virus E26 transforming segeg je
jednou z rodin transkrimich faktofi jeding&nych proMetazoa,ktera uc¢lovéka ¢itad 29
¢lend. Ve viru ptai leukemie E26 (E-twenty six) byl nalezen onkogejenovany v-ets,
prvni ¢len rodiny pozdji dalSich identifikovanych transkipich faktofi (Nunn et al, 1983;
Leprince et al, 1983). Rodina ETS sé&asni regulace bétné diferenciace a b&&ného
cyklu (Verger a Duterque-Coquillaud, 2002; Sastaetial, 2010), dale ¥izeni migrace a
proliferace (Foos a Hauser, 2000)dstni se regulace apoptézy a angiogeneze (Birdsey e
al, 2008; Ellett et al, 2009) a maji vliv na henpatézu a diferenciaciiznych tkani (Oliver
et al, 2012).

Byly nalezeny vice nez dvstovky cilovych gei transkrignich faktof ETS to ukazuje
rozsah jejich psobeni a jejich vyznam pro bkimou regulaci a kancerogenezi. Vysoka
exprese onkogénrodiny ETS byla prokazana u nadorovych &unych linii a roviz v radk
vzorka CaP, a to v prostatickych karcinomech lokalizovdmy 43% metastaz (Perner et al,
2006) a také u 20% HGPIN (Cerveira et al, 2006).

Transmembranova proteasa serinového typu 2 je erizymy je uclovéka kbédovan genem
TMPRSS2 (Paoloni-Giacobino et al, 1997). Proteasgrimari nachazi v plasmatické
membrag a pati k Il. typu, receptorovéridé A (Lin et al, 1999). Doména TMPRSS2
podléha Stpeni a extracelularni sekreci u Blrprostatického karcinomu (Afar et al, 2001),
piicemz biologickd funkce této proteasy neni znama é€Ywal, 2010). Gen TMPRSS2
lokalizovany na 21q22.3, je u androgen-sensitiviffa® nadrérné exprimovan, ale u CaP
na androgenech nezavislého je jeho exprese snizena.

Pomoci fluorescencén situ byly rozpoznany it nejéastjSi TMPRSS2:ETS iestavby.
Nejobvykleji vznika fazni protein &stmi TMPRSS2 a ERG u 51% resp. 60% primarnich
CaP (Svensson et al, 2011 resp. Perner et al, 209pickymi produkty jsoutizné varianty
onkogenu ERG (21922.2) nebo pouz&tarych exod ERG. DalSimi partnery TMPRSS2
z rodiny ETS jsou ETV1 z lokusu 7p21.2, podstatmacrejSi jsou ETV4 z lokusu 17921
a ETV5 umistny na 3928 (Tomlins et al, 2006; Tomlins et al, 280Clark a Cooper, 2009;
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Svensson et al, 2011). Kolektiv Svenssona nendk@ahou pestavbu s ETV4 v souboru
86 prostatickych karcinofna s ETV5 pouze u 1% (Svensson et al, 2011). Honmdgielece
¢asti chromosomu mezi genem ERG a TMPRSS2 bylaiftkentna v rozsahu asi 38,765
az 38,911 Mb. Delece jefipinou fuze TMPRSS2:ERG, ktera se poji s klinickyrpsyr
progrese CaP, na rozdil od karcinore nizkou urovni festavby (Perner et al, 2006).
Tomlinsiv tym (2008) také prokazal u transgennich mysSi dsmdenou tvorbou ERG
tendence k tvorblézi PIN véasném ¥ku 12 — 14 tydd.

V epitelidlnich prostatickych hikadch je mozné najit také dalSi fuze @enrodiny ETS

s jinymi partnery nez TMPRSS2 rfas geny SLC45A3, HERV-K, C150rf21, NDRGd
HNRPA2B1 (Tomlins et al, 2007b; Kumar-Sinha et #&0&, Pflueger et al, 2011).
Chimerické geny v CaP tkanich tvdtzv. non-ETS geny: CDKN1A (p21), CD®KBKB
(IKK-beta), které se d¢astni buscné homeostdze nebo tumorigeneze, onkogen PIGU nebo
tumor supresor RSRCZyto fuzni geny byly nalezeny s nizsi frevencicuze ve tkanich
s @itomnym fuznim produktem TMPRSS2:ERG (Pfluegerle@ll)

Ackoliv je prestavba a vznik fuzniho genu u CaP jizZ znama, seiliS mnoho o cilovych
genech produktu TMPRSS2:ERG (Ribeiro et al, 20Pisobenim gein z rodiny ETS se
zprostedkovavaji interakce mezi nadorovymi a stromatickybunkami, které maji
vyznam khem procesu epitelidlni-mesenchymatické tranzicéoef® et al, 2011).
Epitelidlni-mesenchymaticka tranzice (EMT) je ¢khly proces mj. § iniciaci vzniku
mestataz (Thiery et al, 2009). Proteiny ETS/ERG omolisnadnit interakce b&kv nadoru

a tak napomahat iniciaci jeho proliferaci a tvorbetastaz (Mitelman et al, 2007; Aharinejad
el al, 2009). Tento fuzni gerfigpiva k rozvoji androgen-independentniho CaP \ddiie k
poruseni androgenni receptorové signalizace (Ga&koper, 2009).

Ve HGPIN s pestavbou TMPRSS2:ETS dochazi ke snizeni expreser tsmapresorovych
geni PTEN a k overexpresi onkogenu cMYC (Koh et al,®0da Silva et al, 2013). Pagd
se neoplasie smi v CaP, zvySuje se exprese AR a cMYC a klesaemepp53 (Yu et al,
2010; Palanisamy et al, 2010; PeSta a Kulda, 2012).

Bylo zjisttno, Ze HDAC1 (histon deacetylaz&astnici se epigenetickychigstaveb) je
konzistent® exprimovana saiasré s ERG. Také se poji se zvySenou expresi regulator
spojenych s drahami PCD (lljin et al, 2006). HladmRNA genu ERG koreluje s hladinou
CRISP3 a ob se poji se stadiem oneméanpT3. CRISP3 jeiffmym cilem ERG, ktery je
silné overeprimovan u TMPRSS2:ERG (Ribeiro et al, 201D\ erexprese ERG je
povazovana za novy diagnosticky a prognosticky eraniro diagnézu CaP, uZitey

k posouzeni pacientovy odpmir na I&bu a zjis¢ni rizika recidivy (Demichelis et al, 2007;
Lu et al, 2009; Jost et al, 2010).
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CaP je klinicky heterogenni a multifokalni onem&dn Mehra et al (2007), Clark et al
(2008) i pozdji Svensson et al (2011) nalezli ve dvaizmych loziskach CaP dwuazné
piestavby TMPRSS2:ETS obsahujici ERG a ETV1. Studimtastaz paciemtzentelych
na CaP rezistentniuwi kastraci ukazalo klonalni expanzi karcinomu d&usirnich mist
(Mehra et al, 2008), a také metastazy shodné sapnimy klony (Liu et al, 2009; Attard et
al, 2009).

Fuze TMPRSS2:ERG je asociovana se Spatnou progri@aewnebo agresivnimi formami
CaP a vyssim podilem PSA u chirurgick§dgych lokalizovanychifpadi (Cerveira et al,
2006; Mitelman et al, 2007; Stern et al, 2008). #fitemnost fizniho genu se ukazuje byt
piiznivym prognostickym faktorem (Nam et al, 2007 nTlims et al, 2009).
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3.2.6 MikroRNA u karcinomu prostaty

MicroRNA (miRNA) jsou malé, 17-27 nt dlouhé, nek@idujednoviaknové molekuly RNA,
které negativé reguluji genovou expresi. Tato regulace je reslima inhibici nebo
degradaci mRNA gén jejichz sekvence odpovida konkrétni molekule miRNhterakce
MiIRNA a mRNA spoiva v komplementarni (nebgéast&éné komplementarni) vazb
pocateEnich 2-7 nukleotil miRNA k prislusSné mRNA a to v oblasti 3'UTR (untranslated
region, nepekladatela oblast pobliz 3" konce molekuly cilovéMA), Ryan et al, 2010.

3.2.6.1 Biogeneze miRNA

Geny pro jednotlivé miRNA obsahuji vlastni promgtomyto geny jsou transkribovany
RNA Polymerasou Il za vzniku dlouhé dsRNA nazyvapoemiRNA. RNaza Il Drosha a
RNA-binding protein Pasha (DGCRS8) se navazi na pukaniRNA a S¢pi ji za vzniku asi
70 nukleotidi dlouhé molekuly pre-miRNA. Prekurzorova pre-miRApomoci RAN-GTP
dependentniho transportinu Exportinu 5 transportav@lo cytoplasmy. V cytoplagm
ribonukleaza Dicer &pi pre-miRNA za vzniku duplexu miRNA:miRNA*. TentmiRNA
duplex mé asi 22 nt (Esquela-Kerscher et al, 20@&jurovana miRNA se navaze na RISC
(RNA-inducer silencing complex) a jako jeho &ast interaguje s cilovymi misty

konkrétnich mRNA a zamezuje jejich translaci, taktabuje expresifislusnych gein.

3.2.6.2 miRNA v nadorové patogenezi

Na obecné udrovni byla poprvé popsana spojitost neegiresi miRNA a nadorovou
patogenezou Vv publikaci Calina a jeho spolupradavr{002), kt&i popsali deregulaci
miR-15a a miR-16-1 u B-bwtiné chronické lymfatické leukémie. Bagidbylo zjisteéno, Ze
apoptoza je také indukovanéaspbenim miR-15 a miR16-1 na anti-apoptoticky gerLBC
(Cimmino et al, 2005). DalSi podrofgi studie ukazaly zemy hladin exprese miRNA u
fady naddorovych onemoéni. Overexprese miRNAasté urady mtiznych tumod ( miR-21,
miR-191, miR-17-5p), tyto mMiRNA jsou signifikaritrv nadngérném mnoZstvi u vSech
testovanych tumdr DalSi miRNA jsou specifické pro &ité tumory a to: miR-125b, miR-
145, miR-21 u rakoviny prsu; miR-103, miR-155 (@adt al, 2002).

Jedna z prvnich praci popisujigimy vztah molekul miRNA s nadorovou patogenezi byla
publikovana v roce 2005 a aiitoni davaji do souvislosti molekulu let-7 s onkngen RAS
(Johnson et al, 2005). Od té doby mnoZstvi publikag téma miRNA a nadorové

problematiky strr narista.
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Obr. 5: Model biogeneze a biologické funkce mikrdRMdroj Slaby et al, 2012.
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Zakladni pedstava fedpoklada, Zze miRNA cilici tumorsupresorové genydseegulaci
muze stat onkogenem a miRNA cilici protoonkogen m@véhi tumorsupresoru. Futrk
studie odhalily, Ze tyto nadfm¢ exprimované miRNA, mohou byt chapany jako onkogeny
Onkogenni miRNA obvykle podporuje rozvoj tumoru gifednictvim negativni inhibice
tumor supresorovych gémebo gef kontrolujicich BC, diferenciaci nebo apoptozu, ¢
normalnich podminek brani rozvoji nadoru (SlabgleR013).

Exprese onkogeénmiZe byt regulovana cestou mikroRNA, blokaci jejisipresi vazbou na
MRNA (Negrini et al, 2007). Mutace ¥chto miRNA (také onkomirs) mohou vést
k aktivacim onkogein (Esquela-Kerscher et al, 2006). Kazda individudmRNA miaze
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navic ovlivnit stovky iznych mRNA a konkrétni cilovA mRNA tthe byt regulovana
n¢kolika miRNA (Pang et al, 2010).

Procesy vedouci k odchylné/aberantni expresi miRihou byt zpsobeny epigenetickymi
modifikacemi gef pro miRNA, dale mutaceméthto geri nebo selhanim v procesu tvorby
mMiRNA. To znamena4, Ze zZmy v hladinach proteintidicich biogenezi miRNA mohou mit
vliv na nddorovou pategenezi. Nagbonukleaza Dicer je u agresivnich CaP up-regina,

to mizZe byt jednou z i¢in nadngrné tvorby miRNA v souvislosti s nadory prostatyali@

et al, 2002). Také DGCRS (viz vySe) je u nadprostaty nachazen veétgim mnozstvi. Jiné
studie ukazuji, Ze redukovana exprese ribonukle@iger koreluje se zkracenym
pooperanim pgezivanim u rakoviny plic (Karube et al, 2005). Bnoy Argonaut, kkiové
slozky komplexu RISC, jsou také spojovany s nadowopatogenezi. KonkrétnAGOL1,
AGO3 a AGO4 jsoutasto v deficitu u nadarledvin, naopak v tumorech, které postradaji
gen tumor supersor WT1 je AGO1 znatelovySeny. DalSi gen péti mezi Argonaut
proteiny, HIW1, se ve zvySeném mnozstvi nalézaétding testikularnich seminaoim
(Esquela-Kerscher et al, 2006).

Ukazalo se, Ze miRNA se podileji fiaeni fistu, vyvoje a metastazovaisidy nadorovych
onemockni, wetne CaP (Calin et al, 2002; Porkka et al, 2007). Rpwcexprese
jednotlivych miRNA byvaji shodné tady tiznych karcinormi a mohou tak byt pouzity jako
diagnostické, prognostické a terapeutické nas{f®géni et al, 2010). &oliv je historie této
problematiky porarné kratka, zakladni pravidla a principy chovani miRlsduU pondrné
dohie znamé. restoze vyzkum neustaléipasi nove poznatky, je slozité komplexni regulaci
porozungt (Slaby et al, 2012). Tato prace poukazuje narmiéni pouziti mikroRNA jako
biomarkeru v klinické medicéu prostatického karcinomu v souvislosti s jehagmdzou.
Vysledkytady publikaci se shoduji na snizené expresi miR¥R;181a, miR-15a, miR-16,
miR-17-5p, miR-221, let-7a, miR-2 u tuniornez v normalni tkani a na jejich
tumorsupresivnim gsobeni. Snizena expresehto miRNA byla nalezena u rakoviny plic
(Johnson et al, 2005), u kolorektalniho karcinorMiclael et al, 2003), glioblastomu
(Ciafré et al, 2005; Chan et al, 2005), B-t&tmeho lymphomu (Eis et al, 2005) a
hepatocelularniho karcinomu (Murakami et al, 2006).

Zajimavy je také vliv mikroRNA na vytieni a udrzovani rakovinovych kmenovych &kin
které jsou velmi odolné chemoterapiimiasto zodposdné za relaps (Qian et al, 2011).

3.2.6.2 miRNA v patogenezi karcinomu prostaty
ZvySend hladina miR-153 napomahéankam proliferovat v dsledku utlumeni tumor
supreseoru PTEN u lidského CaP, coz souvisi saitikKT a downregulaci FOXO1 (Wu
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et al, 2013). Mikro RNA-125b se jevi byt regulovaa@drogeny, nehbobyl zjiStn rozdil
mezi expresi hladin RNA u androgen-dependentnimhdaogen-independentnich karcinbm
prostaty. A navic transfekce tiky miR-125b stimulovala androgen-independentimt r
bungk CaP (Shi et al, 2007).

3.2.6.3 MikroRNA-23b

Gen pro miRNA-23b se nachazi na chromosomu % gatgenové rodiny miR-23, do niz
z lidskych miRNAtadime miR-23a a miR-23b. SniZzend hladinamiR-23la Imglezena u
buréénych linii rakoviny @lozniho ¢ipku (Lui et al, 2007). Také u kmenovych kkn
gliomu byla nalezena epigeneticky (methylaci) smZenladina miR-23b, dikgemuz
dochézi k indukci BC a k inhibici proliferace (Geagal, 2012). Vysoka hladina miR-23b
pozitivré koreluje s pezivanim CaP paciehtjak bylo testovanin vivoi in vitro. Majid et

al (2012) ukazali, Ze miR-23bagobi gimo na protooknogeny Sr a Akt. Podékhako u
gliomu byloin vitro zjiSt€no, Zze zvySené mnozstvi této mikroRNA brani prodite tvorke
koloni burgk a také migraci ainvazivit na druhou stranu vede itky CaP ke spudhi
GO/G1 procesu v BC a k apoptoze. Overexprese miRia3buje bugcnou transici EMT
(epithelialni-mesenchymatickou tranzici)igpbenou poklesem mesenchymalnich marker
Vimentinu a Snailu a nastem epithelialniho markeru E-cadherinu (Majid et2812). U
mySi pisobi exprese miR-23b zfray pokles #istu tumoru a nizsi expresi Src. U rakoviny
ledvin se také ukazalo, Ze miR-23b cili na tumgrssor nazyvany prolin oxidaza (POX) a
tak napomaha rozvoji nadoru. U tohoto nadoru gktemiR-23b pozorovan jako chovani
onkogenu (Liu W et al, 2010).

Na buikach hepatocelularniho karcinomu (HCC) hledali Bet\al (2009 spojitost miR-23b
s urokinazou (uPA) a c-met, jez majilekité role vinvazi rakoviny a v metastazovani
(Tkachuk et al, 1996; Salvi et al, 2007; Salvi et2009). Overexprese c-met proteinu je
dulezita pro invazi bugk prostednictvim ERK signalni drahy (Xie et al, 2010). Rmin
luciferazového reportérového konstruktu a kotrakedeburtk HCC genovymi konstrukty
miR-23b a uPA s c-met zjistili snizeni aktivity,ekbu gicitaji pasobeni miR-23b. Tato
MIiRNA se niize vazat u mRNA uPA a c-met na jejich oblasti 3'R) R tak transkan¢
branit jejich expresi u HCC bgk.

MiR-23b je také nefimo odpo¥dna za hypoxické podminky u CaP, néBaiZzena exprese
peroxiredoxinu Ill (PRDX3) u bufgné linie karcinomu prostaty (DU145) je tgmbena
vySSi hladinou této miRNA. Stejny jev byl&en soubzne na klinickych vzorcich (He et al,
2012). ZvySena exprese PRDX3 a PRDX4 souvisi s Wgdvym efektem a byla
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diskutovana v souvislosti s vysSim PSA a GleasodreskBasu et al, 2011). &dci se
domnivaji, Ze miR-23b je methylaci utlumeny tumapresor, methylace e byt tudiz
uzitetnym markerem u CaP. Ztrata této miRNA prépadobré vede k proliferani vyhodk
burgk a nasledéik Sieni CaP, naopak obnova exprese by motitadi k epigenetické k&b
tohoto karcinomu (Quinn et al, 2005).

V neposledniad, Sun s kolektivem, 2012, zjistili souvislost dowgulace miR-23b (miR-
23b/-27b) s vyskytem agresivniho kastraci rezisti¢wat CaP.

3.2.6.4 MikroRNA-26a

MikroRNA-26a inhibuje angiogenezi downreguladistového faktoru VEGFA cestou
PIK3C2u/Akt/HIF-1a u burgenych linii hepatocelularniho karcinomu (Chai et2fl13).

Icli et al (2013) ukazali, Ze miR-26a reguluje patickou i fyziologickou angiogenezi
pusobenim na endotelovéiiky, konkrétré na signalizaci BMP/SMAD1. miR-26a inhibuje
BMP/SMAD1 drdhu v endotelovych bBkach vazbou na SMAD1 3'-UTR aigobi tak
pokles faktoru Id1 a nast p21 (WAF/CIP) a p27. Navicv. podavani inhibitoru miR-26a
(locked nucleic acid-anti-miR-26a) zvySilo expreSMAD1 a indukovalo vyraznou
angiogenezi (Icli et al, 2013). miR-26a je exprirana hem diferenciace mysich
kosternich svd@l a pedpoklada se, Ze je cilem ihnibitoru diferenciasignalni drahy
transformé&niho iistového faktorys/bone morphogenetic protein (TGMBMP). Exogenni
miR-26a napomaha diferenciaci myoblastu, a naopakibici miR-26a (antisence
oligonukleotidy) je diferenciace zpodth. miR-26a se vaze na transkripfaktory Smadl a
Smad4, kikové v signélni draze TGEBMP. Exprese miRNA rezistentnich foregcthto
transkrignich faktofi inhibuje diferenciaci. Podani tzv. antagomiru k RaZ6a
novorozenym mysim sniZuje expresi a aktivitu Smadkainhibuje diferenciaci kosternich
svali. Také byla zjig&tna Fitomnost miR-26adhem regenerace svabo zrargni (Dey et al,
2012).

Kombinacecétyi mikroRNA, miR-19b, miR-23b, miR-26a a miR-92a, uingje proliferaci
prostatickych buék downregulaci PTEN. Suprese drahy PTEN jé&sppena fimo interakci
s 3’'UTR v prostatickych epitelidlnich a rakovinyblnék. Naopak pokud se nadma
exprese dchto miRNA sniZi antisense neutralizaci, dojde tegplaci exprese genu PTEN.
Exprese d&chto miRNA miZe samostath nebo spoléné poznenit expresi klEovych
komponent PI3K/Akt signalni drahy, konkrétRPIK3CA, PIK3CD, PIK3R1 a Akt, a také
cyklinu D1. Kombinace &hto miRNA tak niZze napomahat proliferaci prostatickych
rakovinych bugk regulaci exprese drah PTEN, PI3K/Akt drahy aieykD1 in vitro (Tian
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et al, 2013). Také u mysi bylo navic zjish, Ze miR-26a secastni mj. kontroly drahy PI13-
kinase/Akt, a to pravghodobré cestou zvySeni PTEN exprese, dmuz doSlo vliivem miR-
26a (Bhattachariya et al, 2013).

Srovnanim 51 vzorfk CaP a 53 benignich vzdrk prostaty immunoprecipitaim
sekvenovanim methylované DNA bylo v souvislostiascknomem zjigino vice nez
147 tisic epigenetickych zZm. Celkova methylace u vzarks a bez TMPRSS2:ERG
piestavbou se velmi liSila. Hypermethylace miR-26a rbghla byt alternativni drahou
pieskupeni ERG, nebdiyla pozorovana zvySena methylace miR-26a u CaPflmniho
genu, tak by mohlo byt vysttena (mimo jin€) tumorigenniho procesu u naddez
genomoveé festavby TMPRSS2:ERG (Borno et al, 2012).

Mahn et al (2011) provedli v roce 2011 analyzu miRINséru pacierit s lokalizovanym
CaP nebo s BHP a také mezi zdravymi jedinci. Araliladiny miR-26a ukazala dobrou
moznost sensitivni diskriminace CaP a BHP (89%jetini specificitu (56%; AUC=0,703).
Analyza kombinace mIiRNA zvySovala diagnostickodegmost (sensitivita: 78.4%;
specificita: 66.7%; AUC=0,758). MiR-26a korelujen&lezem pozitivnich chirurgickych
okraji. Tk&ové miRNA korelovaly s miRNA v sérui@d prostatektomii a ro¢h sérove
hladiny miRNA po operaci poklesly. Sérova hladinaRMA spojovanych s rakovinou

dovoluje neinvazivni rozliSeni CaP a BHP (Mahnlg@ll).

3.2.6.5 MikroRNA-221

Zmeénéna hladina mikroRNA-221 je nachazenaady nadorovych onemoéni karcinomu
prostaty ¥etre (Galardi et al, 2007; Mercatelli et al, 2008). MiRNA 221 se spolu
s miR-222 nachazi v jednom klastru na kratkém r&mé&hromosomu X.

Nadnmeérna exprese miR-221 byla u prostaty nalezena. negektivem Quintvalle et al
(2012). Nadmarna exprese u HCC koreluje s agresivnimi znaky nado s pitomnosti
metastaz (Fu et al, 2011). Ve shadtesty na bufgnych liniich u pacierit s metastazujicim
CaP byla tato miRNA nalezena v j@stvysSi mfe nez u CaP lokalizovaného
(Yaman-Agaoglu et al, 2011). Porovnanim exprese-BR a miR-222 u bunych linii
PC3, modelujici agresivni typ CaP, a u LNCaP a 22Rurék, modelujici karcinomy
s pomalym i#istem, zaznamenal Galardi et al (2007) u agresiviypa CaP overexpresi
miR-221 a miR-222, coz potvrzuji vysledky pe@Ed vysledky Sun a kolég(2012). Ti
zZjistili, Ze expreseniR-221a miR222byla vyrazg zvySena u metastatickych CRPC nador
(4,5 az 6,2 krat) v porovnanim s expresi v HSPCoriadl,5 az 2,2 krat) vztazeno k
normalni tkani (Sun et al, 2012). MiR-221 negativieguluje hladinu inhibitoru cyklin
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dependentnich kinas P27KIP1 a dava tak nadorovyiikdmn dalSi moznost k Unikuigd
zastavou bugtného cyklu (Fornari et al, 2008; Coppola et al,201

Nékdy je pozorovano tumorsupresivnigobeni této miR-221. Kombinaci miR-221 a miR-
222 se indukuje antiangiogenni efekt snizenimséud proliferace u buik erytroleukémie
(Felli et al, 2005). V klinické studii nemalobtimého karcinomu plic (NSCLC) byly miR-
222, let7a, miR-7, miR-21, miR-155 a miR-210 aswény s rekurenci nadoru po resekci u
pacientt s nizkym stddiem (T1 nebo T2). Hladina miR-221abyl n&ddok spojenych

s relapsem signifikanénsnizena (p = 0,0036) ve srovnani s ostatnimi (Buage et al,
2011). Dalsi studie protektivnEinky miR-221 a let-7a u NSCLC potvrdila (Yu et 2008).
Spojeni downregulace miR-221 s expresi fuzniho gMBRSS2:ERG u rakoviny prostaty
ukazuje vztah miRNA a fazniho genu (Gordanpourlef@11). Vyznamna downregulace
miR-221 se poji s agresivnim typem CaP (Spahn, &04l0) a také s nalezem biochemické
rekurence (Schaefer et al, 2010). Spahn et al {2@b@nanim vzork lokalizovaného CaP a
metastaz hodnoti miR-221 jako vhodny diagnosticlarkar pro odliSeni vysoce rizikového
CaP. Lupini a kolektiv (2013) diky rozsahlé analyd# miR-221 dospli k zawru, Ze
puasobeni niZze zaviset také na konkrétnim typu Bkinvysledky tudiZz nejsou jednotné.
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4. Metodika

Pritomnost fuzniho genu TMPRSS2:ERG, genu PCA3 a ¢l ve tkanich FFPE byla
analyzovana metodami reverzni transkripce a rea@-tiPCR s pouZitim LNA sond.
Kvantifikace miRNA (miR23b, miR26a, miR221, a U6RNAe tkanich FFPE byla
provedena metodou RT real-time PCR s pouzitim TaxgvislicroRNA Assays.

4.1 Soubor pacienéi s karcinomem prostaty

Studie zahrnuje 110 paciéntkterym byla vyoperovana prostata radikalni prtestamii,
piicemZ indikace operace byla potvrzena pozitivhim téggm vySetenim s nalezem
loZiska. U vSech pacieitbyla zaznamenana zvySena hladina sérového PSAlavyidé
DRV. V¢k pacient v doke operace byl 43,8 az 73,9 letapwr 62,9 let, v diznych stadiich
onemocgni. Rozaéleni stadii onemoemi dle UICC Klasifikace (International Union
Against Cancer) udava tabulka 2. Vzorky FFPE (FRR&R, formalin-fixed paraffin-
embedded tkaf) byly ziskany od pacietitoperovanych na Urologické klinice FN v Plzni
v obdobi ledna 2011 déervna 2012 ve spolupraci s Bioptickou a nekroptickaborati
Bory, Sikliv patologicko-anatomicky Gstav, FN Piize

Stadium onemocn éni Pocéet pacient

I 2 (14,5%)

1" 65 (59%)

1 39 (35,5%)

v (0]

Tab. 2: Rozdleni stadii onemoemi dle UICC klasifikace v souboru zkoumanych pattien

4.2 Tkénoveé vzorky pro stanoveni exprese vybranych gén

Nadorova prostaticka tkaFFPE byla ziskana od 110 pacierd karcinomem prostaty.
Zpracovanych vzorkbylo vice, do studie vSak mohly bytiaaeny jen vzorky od osob, kde
se podélo zjistit a sledovat dalSi vyvoj onemagn. ZjiSttna patologicka stadium se liSila
od lokalizovaného aZz po extraprostatickéesi nadoru. Parafinem zalité formalinem
fixované prostatické tk&nbyly odebrany disekci dle celagavé znamych a odfenych
technik (Mikhail et al, 2006). Aby se zabranilo ktadu tkar, byla standarth fixovana
formalinem a zalita do vosku (Vacek, 1996). Ziskarérky tkani byly zpracovavany
technikou formalinové fixace a barveni (Stameyle1@88). Zpracovani vzotkv laboratdi

SPAU prothlo podle laboratorni ffrucky verze SME 8/004/02, dostupné na
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http://www.fnplzen.cz/dokumenty/lp/sme_8 004_02.@ttolog oznél na sklicku tu ¢ast,
kterd obsahovala lozisko karcinomu a podle tohawagni byla z parafinového hiku
(FFPE) makrodisekci za pouziti mikrotomu (Leica RMI35) a sklapelu Wznuta ¢ast
normalni tkan acast tka nadorové o tlouEe 15 pm a plose cca 100 fim

4.3 Stanoveni exprese gén

Exprese genu byla zj&ta stanovenim mnozZstvi mRNA daného genu ve tkagia B
provedena izolace celkové RNA, kterd byla nasledmewerzni transkripci (RT)ipvedena
na cDNA. Metodou kvantitativni PCR v realnidase (real-time PCR) bylo zj&to

mnoZzstvi cDNA odpovidajici expresi zkoumaného gentkani.

4.3.1 Isolace celkové RNA

Extrakce RNA byla provedena kondef sadou miRNeasy FFPE Kit (Qiagen, GmbH,
Hilden, Germany) dle protokolu miRNeasy FFPE Hami)09/2010, k dispozici na
http://www.giagen.com/knowledge-and-support/, Ct. 217504. B praci byl pouzit

RNase-free certifikovany plast (zkumavky,&yi s filtrem).

Sekce normalni a nadorové tkém roznérech cca 15 pm x 100 nfimvyiiznuté za pomoci
mikrotomu (Leica RM 2135) a sklapelu, byly deparefovany inkubaci s 16Q1 xylenu
(Sigma) 3 min g 56°C. Ridanim 150ul lyzatniho pufru PKD se po promichani a
centrifugaci (1 min, 10 000 rpm) ssrozcli na dw faze. Po fidani 10ul proteinasy K ke
spodni fazi se sés inkubuje 15 min i) 56°C a nasledh15 min g 80°C. Spodntira faze

je prenesena doisté 2 ml mikrozkumavky, kterd je vychlazena nauladcentrifugovana (15
min, 13 500 rpm). K supernatantiiepesenému doisté mikrozkumavky je fiddano 16ul
DNAase Booster pufru, sia je promichana a ponechana 15 niinppkojové teplat. Poté

je lyzat smichan s 320l pufru RBC a poté s 1120l ethanolu (100%) pro optimalni
navazani RNA na membranu RNeasy MinElute Spin KolomNa kolonku umighou v
mikrozkumavce se postupne 2 az 3 krocichipnese cely objem sisi za kratkého steni
(15 s, 10 000 rpm), odpad se z mikrozkumavky odsiad@le je na RNAeasy MinElute Spin
kolonku gidano 500ul pufru RPE, opt se centrifuguje (15 s, 10 000 rpm) a odpad se
vyléva. Krok se opakuje jaéSfjednou s delSi dobou centrifugace (2 min, 10 Q@@)r Po
tomto promyti membrany jsou kolonkygmeseny do novych 2 ml mikrozkumavek, které
jsou sowasti baleni, a stase s otekenym vikem maximalni rychlosti 5 min. Celkova RNA

je z membrany RNAeasy MinElute Spin kolonky eluaémo novych 1,5 mi
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mikrozkumavek 20-tul RNase-free deionizované vodyi gentrifugaci 1 min na nejvyssi
rychlost.

Cistota a mnozstvi izolované RNA bylastana spektrofotometrickyifstrojem NanoDrop
ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DBSA), @i absorbanci Aeo, A23zo, A2so,
Azz0, pOeEr As/Azgo a to v 1 pl vzorku. Izolace vzaiks koncentraci nizSi nez 15 ng/ul
byla opakovana. Jiz ze samé podstatgdphozich fixaci byla @kavana ftomnost
degradované RNA¢emuz byly pizpasobeny dalSi analyzy (stanoveni exprese kratkych
Useki). Vzorky RNA byly do pouziti skladovanyip-80°C, gi¢cemz byl kladen draz na to,

aby nasledna reverzni transkripce byla provedemeefbive.

4.3.2 Reverzni transkripce (RT) — piprava cDNA

Procesem reverzni transkripce za vyuZiti enzymuwere transkriptdzy bylatpvedena
labilni a nestala izolovana RNA do stabjii cDNA, tedy “kopie get bez introri“. Pro RT
jsme pouzili reverzni transkriptazu SuperScriptig(lhvitrogen, Carlsbad, USA)

Reverzni transkripce TMPRSS2:ERG, PCA3 a PSApro stanoveni expreséchto geri
byla provedena pomoci nahodnych hexanukleotidovyaimer - random hexamer
(BioTech, CR) a soupravy SuperScript® lll Reverse Transcriptésivitrogen, Carlsbad,
USA).

Reakce v celkovém objemu 20 ul byla provedena pddigorieni vyrobce, dostupné:
http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/protii2574026?CID=cvc-rt-pcr-c3t1.

Pro syntézu jednovlaknové cDNA byla pouzita sadeeBscript® Il Reverse Transcriptase.
Do sterilni nuclease-free 0,21 mikrozkumavky (RT) byly postugn piidano po 1l
nahodnych (20 nM) hexanukleotidovych prifaéBioTech,CR), 1 pl dNTP mixu (10 mM),
250 ng celkové RNA doptmé sterilni ddHO tak, aby objem byl 12 upl (podle koncentrace
daného vzorku). Tato sim byla nasledhvioZzena do termélniho cyklatoru (MJ Research,
USA) s programem inkubace 5 miii p5°C. Po nejmé&hl min zchlazeni na ledovédti a
kratké centrifugaci byly ke stsi piidany: 4ul 5x First Strand pufru, &l 0,1 M DTT a 1ul
(200 U) reverzni transkriptazy (SuperSclipt Ill, Life Technologies, Invitrogen).
Mikrozkumavky byly dale inkubovany 5 mini@25°C, 50 min g 50°C, 15 min p 70°C
(denaturace enzymu), nasledovalo zchlazeni 15 niiin1H°C. V jednom Bhu bylo

obsazovano 48 mist termocykleru. Vzorky reverziighskripti jsme uchovavaliip-20°C.

Reverzni transkripce miRNA (miR26a, miR221, miR23ba U6RNA) byla provedena
metodou RT real-time PCR s pouzitim TagMan® MicrédRAssays, kteraigvadi RNA na

cDNA za pomaoci specifickych microRNA primtedodavanych v souprav
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Detekované  molekuly miRNA @&y  nasledujici  sekvence: hsa-miR-23b
AUCACAUUGCCAGGGAUUACC, hsa-miR-26a UUCAAGUAAUCCAGBUAGGC,
hsa-miR-221 AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC.

Izolovana RNA byla pouzita pro reverzni transkript\pplied Biosystems, Life
Technology). Reverzni transkripce pro kvantifikagiRNA (UBRNA, miR-26a, miR-221,
miR-23b) byly provedeny podle nasledujiciho protaka dopordeni za pomoci miRNA-
specifickych RT primat.

Nejprve byla pipravena smés obsahujici 0,15 pul 100mM dNTP (s dTTP), 1 ul (80
reverzni transkriptazy (MultiScribe™ TagMan, AppliBiosystems, Foster, CA, USA), 1,5
pl 10x pufr pro RT, 0,19 (20V) inhibitor RNase, 6,66l H,O bez nukleaz. Sés byla
jemrg promichana, kratce stena a uchovana na ledu. Kazda reakce byla doplna 15ul
pridanim 2,5ul RNA a 3 ul 5x RT primefi specifickych pro kazdou miRNA, s lehce
promichana a chlazena na ledu 5 min. Termalni cyllenastaven na reverzni transkripci a
to: 30 min 16°C, 30 min 42°C, 5 min 85°6,4°C. Ripravené reverzni transkripty byly do
provedeni real-time PCR uchovany {20°C.

4.3.3 PCR v reélniméase (real-time PCR)

Cilem metody real-time PCR, ktera flamezi kvantitativni PCR (gPCR), je stanoveni
mnoZzstvi DNA (napp cDNA) v analyzovaném vzorku. V naSetigact stanoveni mnoZzstvi
cDNA odpovidajicimu expresi RNA prodemi aktivity sledovanych gén

Toto stanoveni (real-time PCR) je moZno provéstolaiis® (stanoveni p&u kopii),

s pouzitim standard o znamé koncentraci pro kagdy Qale je mozné kvatifikaci provétd
relativre, jako ponér vici jinému genu, kdy se porovnavaji hodnoty Ct nebonpzno tyto
piistupy kombinovat (rozvedeno dale).

Pro stanoveni exprese genu PSA a PCABzkoumanych vzofkmetodou RT real-time
PCR byly pouZity sondy Universal ProbeLibrary (URL)master mix FastStart TagMan
Probe Master ¢ 04673417001, oboje (Roche Applied Science&mbicko). FastStart
TagMarf Probe Master je hotovy komigi mix reagencii poskytujici citlivou detekci a
kvantifikaci vybrané DNA sekvencerastStart TagMah Probe Master (2x master mix
obsahujici FastStart Tag DNA Polymerasu, pufr deutldy (dATP, dCTP, dGTP, dUTP).
Kazda Universal ProbeLibrary (UPL) sonda je jedmatlhydrolyzovana proba, ktera
hybridizuje s komplementarni sekvenci. Pro kvadifikgenové exprese PSA byla pouzita
UPL sonda 44, pro stanoveni exprese PCA3 UPL s66da

Reakce o objemu 20 pl obsahovala 10 pl FastStataa Probe Master 2x sisi, 7,5 pl
H.O PCRgrade, 0,5 ul primeru FWD 20 uM, 0,5 pl primBEV 20 pl (Generi Biotech,



38

CR), 0,5 pul UPL proby 10 uM, 1 pl cDNA templatu. Rea probihala v 96 jamkovych
destékach, v nichz byla sis na za¥r opatrré promichana pipetovanim. Stanoveni bylo
provedeno na ifstroji Agilent Technologie Stratagene Mx3005P &&tgene, USA).
VSechny vzorky byly stanoveny duplikatu a byla tagfvedena negativni kontrola
(bez templatu cDNA). Primery byly navrzeny s pomocidatabaze

https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/ a syntetizoy& Generi BiotechCR (tab. 3).

Gen Sekvence Patet | Nazev primeru
bazi
PCA3 5"-TGT GTG GCC TCA GAT GGT AA-3’ 20 DD3R_70UR56
PCA3 5-TGG GAA GGA CCT GAT GAT ACA-3’ 21 DD3F_70WLP66
PCA3 5-CCC AGG GAT CTC TGT GCT T-3' 19 DD3RR_XUHR6
PSA 5-CAG CAA GAT CACGCT TTT GT-3 20 PSAR_108ufL
PSA 5-GTG CTT GTG GCC TCT CGT-3’ 18 PSAF_108UPL44
TMPRSS2 5"-GTC CAT AGT CGC TGG AGG AG-3 20 TMPR&334PR1
TMPRSS2 5"-TAG GCG CGA GCT AAG CAG-3’ 18 TMPRSS2ERP&1
TMPRSS2 5"-CTG CTT AGC TCG CGC CTA-3’ 18 TMPRSS2HetE-5
ERG 5-CTC CTC CAG CGA CTA TGG AC-3’ 20 ERGFda_4-5

Tab. 3: Sekvence prime(FWD A REV) pro RT-PCR f» stanoveni genu PCA3 a PSA.

Pro stanoveni exprese molekul miRNA(U6RNA, miR-23b, miR-221, miR-26a) bylo
provedeno metodou RT real-time PCR s TagMan Uraldvkaster Mix Il (2x, obsahuje
pufr, dNTP, TagMan polymerazu) and TagMan miRNA a&sgobsahuje sondu a primery)
(Applied Biosystems, Life Technology, USA).

Reakce o objemu 20 ul obsahovala 10 ul 2x Tagmawnetsal Master Mix 1l (bez UNG),
0,5 ul 20x TagMan miRNA Assay (obsahuje sondu mery), a 7,5 pl KD bez nukleaz,
1,5 pl produktu RT (cDNA). Reakce probihala podigenuvedeného nastaveni: Nejprve
probéhla Uvodni inkubace 2 min 50°C a 10 min 95°C provaki ,hot start* polymerazy,
pak nasledovalo 40 cykbpii denaturaci 95 °C 15 s a annealing 40 &yki 60 °C 1 min.

U6RNA byla pouzita jako kontrola pro normalizaciatiiny exprese. Relativni hladiny
exprese kazdé miRNA byla hodnocen@; metodou, kde plathCi=Cimirna—Cisnus) @ Ct
piedstavuje cyklus PCR ve kterém byla dosazena figeree shodna pro vSechny vzorky.
Dostupné na: https://www.lifetechnologies.com!/.
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4.4 Imunoanalytické metody

Sérové hladiny PSA byly stanoveny imunoanalytickymetodami v imunoanalytické
laboratd@i OID FN Plze Bory vedené prof. MUDR. O. Topnem, Ph.D. Stanoverni bylo
provedeno automatickym chemiluminis¢éeim pistojem Unicel Dxl 800 se sadou
ACESSPSA a ACCESS fPSA (Beckman Coulter, Brea, USHYbritech kalibraci.

Pouzili jsme pedoper&ni hodnoty pro vypéet prognoézy a také hodnoty ziskané
v pooperanich nalrech Ehem sledovani pacientpro stanoveni biochemické recidivy.
Biochemicka recidiva byla zaznamenana jako podpéralevace sérového PSA nad

hodnotu 0,2 ng/ml po uplynuti Sesti a vice tidrml operace.
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5. Vysledky

Statistické zpracovani dat ziskanych RT-PCR progedl RNDr. Ladislav Pecen, CSc. s
pomoci statistického programu SAS 8.02. Udaje mid#iém stavu pacietoyli ziskany ve
spolupraci s Urologickou klinikou FN Plize

Ze statistickych analyz vyplyva, Ze vztategoperani hladiny PSA a tzv. betjznakového
obdobi (DFI, Disease Free Interval) je statistigiggnamny (Coxv model; p = 0,0153). K
DFI ma statisticky signifikanth vyznamny vztah itomnost genu TMPRSS2:ERG v
nadorové tkani. Pacienti bezifomnosti fuzniho genu maji delSi bézmakové obdobi.
(Coxav model; p=0,0020). Statisticky signifikativyssi byly také hodnoty PCA3/PSA a
mMiR221 u nadorové tk&nve srovnani s normalni tkani, oboje u FFPE vizqp«< 0,0001;
resp. p< 0,0005). Nyni budu pokewat grehledem vSech vysletk

5.1 Vztah predoperainich hladin PSA ke klinicko-patologickému stavu paienti
Vztah hodnot PSA (ng/ml) ke stadiu onem@dn(l-11l) a také k hodnat histopatologického
gradingu (G2 vs. G3-4) a k hodidbleason skoére (6 az 9) neni u sledovaného souboru
statisticky vyznamny. Vzhledem k tomu, Ze g&inou nejedna o normalni rageni dat,
byly pouzity Kruskalv-Wallisiv test (pro porovnani vice nez 2 skupin) a Wilcaxotest
(pro porovnani 2 skupin).

Stadium

Po et

N

Pramér

SD

Minimum

Dolni kvartil

Median

Horni kvartil

Maximum

1

16

15

9.41

7.08

3.00

4.93

7.02

13.70

30.64

2

63

63

11.00

5.62

3.30

6.84

9.55

13.30

34.77

3

29

29

11.97

10.24

3.70

6.33

9.71

13.30

55.95

Tab. 4.:Charakteristika hladirfgdoperaniho PSA (ng/ml) mezi stadii onemae.
Vyznamnost vztahuipdoperani hodnoty PSA (ng/ml) ke stadim onemeétin(Stadium 1,

Stadium II, Stadium Ill) byla hodnocena testem éoditody testem (Kruskal-Wallis test, p=
0,2595). Data jsou uvedena v tabulce 4. Rozdilgdpper&nich hodnot PSA mezi
skupinami Stadium Il a Stadium 11l (Wilcoxon Two+8ple Test, p=0,6814), Stadium | a
(Wilcoxon Two-Sample Test, p=0,0958) a mezi skupinéStadium | a Stadium |l
(Wilcoxon Two-Sample Test, p= 0,3042) nedostahafistické vyznamnosti.

Grading

N Obs

N

Prameér

SD

Minimum

Dolni kvartil

Median

Horni kvartil

Maximum

G2

37

36

10.09

5.84

3.00

6.75

8.92

11.68

30.64

G3-4

70

70

11.42

7.96

3.30

6.69

9.90

13.30

55.95

Tab. 5: Charakteristika hladirfgdoper&nho PSA v zavislosti na gradingu nadoru.
Vztah gedoperaniho PSA a histopatologického gradingu G2 a G3ab(b) nebyl v naSem
souboru prokazan (Wilcoxon Test, p=0,3969), st@ko jeho vztah ke Gleason skére
(Kruskal-Walllis Test, p=0,6553).
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Gleason
skére [ N Obs N Pramér SD Minimum Dolnf kvartil Median Horni kvartil Maximum
6 37 36 10.09 5.84 3.00 6.75 8.92 11.68 30.64
7 54 54 11.35 8.36 3.30 6.69 9.72 13.30 55.95
8 11 11 12.63 7.85 3.70 6.97 10.24 17.20 30.90
9 6 6 11.07 4.04 5.48 6.33 13.19 13.73 14.50
Tab. 6: Charakteristika hladirfghdoperaniho PSA pi riznych Gleason skére nadoru.
Obr. 6: Distribuce fedoperaniho PSA Obr. 7: Distribuce fedoperaniho PSA
u jednotlivych podskupin Gleason skore. ve skupinach podlegku.

Distribution of predoperacni_PSA

Distribution of predoperacni_PSA

na/ml
na/ml
o

o

0

i - el

0+ Pr>F 0.7510 04 Pr>F 0.0124
T T T

T T T T
6 7 8 8 0-55 55-65 65-75
Gleason score vek_kat

predoperacni PSA

predoperacni PSA
3 8

Nenalezli jsme ani statisticky vyznamny vztabgoperanich hladin PSA k rozdeni do
vékovych skupin (Kruskal-Wallis test, p= 0,2387).

5.2 Vztah @ritomnosti fuzniho genu TMPRSS2:ERG s klinicko-patadgickym
stavem pacieni

Vztah gitomnosti fazniho genu TMPRSS2:ERG v nadorové tkd@rstadia onemoeni
(Stadium | a Stadium 1lI, Stadium Il a Stadium Btadium | a Stadium 1ll) je patrny z
tabulky 7. Rozdil hladin markeru TMPRSS2:ERG mdaipsnami Stadium |, Stadium Il a
Stadium 1ll. neni signifikantni (test dobré shoghs 0,2308), stegtak mezi skupinami
Stadium | a Stadium Il (p= 0,2008) a mezi skupin&tadium Il a Stadium Il (p=0,1395).

Vztah gitomnosti fzniho genu TMRSS2:ERG v nadoroveé tkaezi skupinami gradingu
G2 a G3-4 ukazuje tabulka 8. V testovaném soubaciepfi neni tento vztah signifikantni
(Kruskal-Wallis test, p= 0,4590).
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Stadium TMPRSS2:ERG Grading TMPRSS2:ERG

Frekvence Frekvence

Pocet % Pocet %

% (Row Pct) % (Row Pct)

% (Col Pct) 0 1 Celkem % (Col Pct) 0 1 Celkem

1 15 1 16 2 34 3 37
13.89 0.93 14.81 31.78 2.80 34.58
93.75 6.25 91.89 8.11
15.79 7.69 35.79 25.00

2 57 6 63 3-4 61 9 70
52.78 5.56 58.33 57.01 8.41 65.42
90.48 9.52 87.14 12.86
60.00 46.15 64.21 75.00

3 23 6 29 Celkem 95 12 107
21.30 5.56 26.85 88.79 11.21 100.00
79.31 20.69
24.21 46.15

Celkem 95 13 108
87.96 12.04 100.00

Tab. 7: Ritomnost fizniho genu TMPRSS2:ERG podle stadif Tab. 8: Ritomnost fuzniho genu TMPRSS2:ERG podle

CaP. gradingu.

Expresi markeru TMPRSS2:ERG (pozitivni, negatiwniadoroveé tkani u podskupin podle
Gleason skére ukazuje tabulka 9. Signifikance wef&itomnost TMPRSS2:ERG a hodnoty
Gleason skore nebyla prokadzana (test dobré sho@y) @adnymi podskupinami skore.
Vysledky srovnani fitomnosti fuzniho genu ve tkani tumoru nejsou paileoto testu
signifikantni a jsou: mezi podskupinami Gleason rek® az 9 (p 0,7778), mezi
podskupinami Gleason skoére 6 a 7 (p= 0,4670), medskupinami Gleason skoére 6 a 8 (p=
0,3369), mezi podskupinami Gleason skoére 6 a 90(p9832), mezi podskupinami Gleason
skore 7 a 8 (p= 0,6478), mezi podskupinami Gleasagre 7 a 9 (p= 0,8001) a mezi
podskupinami Gleason skére 8 a 9 (p= 0,9378), vEskal-Wallis test.

Gleason skére TMPRSS2:ERG pozitivni Vékova
Frokvence kategorie TMPRSS2:ERG pozitivni
é 0,
E’ocet % Frekvence
% (Row Pct) Poget %
% (Col Pct) 0 1 Celkem % (Row Pct)
6 34 3 37 % (Col Pct) 01 Celkem
31.48 278 34.26
o189 o1 0-55 12 1 13
: : 11.11 0.93 12.04
35.79 23.08 9231 769
7 47 7 54 12.63 7.69
43.52 6.48 50.00 T e 3 =
87.04 12.96 41.67 2.78 44.44
49.47 53.85 038 P
8 9 2 1 47.37 23.08
8.33 1.85 10.19 s=7E % S =
8o 1818 35.19 8.33 4352
5 = = 5 80.85 19.15
40.00 69.23
Sg'gg lg-g? 556 Total 95 13 108
jped 760 87.96 12.04 100.00
Total 95 13 108
87.96 12.04 100.00

Tab. 9: Ritomnost fuzniho genu TMPRSS2:ERG v

nadorové tkani podle Gleason skére.

Tab. 10: Pitomnost fuzniho genu TMPRSS2:ERG

v nadorové tani podleskovych skupin.
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Rozdily exprese genu TMPRSS2:ERG (pozitivni, negdti v nadorové tkani mezi
vékovymi skupinami 0-55 a 55-65, 0-55 a 65-75 a 55&6%5-75 nejsou statisticky
signifikantni (Kruskal-Wallis test; p= 0,8522, ps53@66 resp. p= 0,0585).fi®omnost

fuzniho genu v nadoru véeth skupinach podleskovych kategorii ukazuje tabulka 10.

Rozdil hladin markeru (miRNA a mRNA) u nadorovérnkamezi skupinami s nalezenym
fuznim genem TMPRSS2:ERG a skupinou b&irompnosti TMPRSS2:ERG
testy ANOVA a Wilcoxonovym testem. Viz tabulky 11 2.

byl hodnocen

N

TMPRSS2:ERG | O Dolni Horni
pozitivni bs | Marker N Pramér SD Minimum kvartil Median kvartil Maximum
0| 95 | miR_26a_UBRNA_t 86 12.26 13.16 0.20 4.01 9.00 16.56 78.79
miR_221_UB6RNA _t 86 6.07 11.06 0.01 1.41 2.91 5.27 70.64
miR_23b_UBRNA_t 85 5.01 6.12 0.08 1.50 3.38 6.42 44.86
MRNAPSA_t 95 27.15 4.84 20.38 23.35 25.63 30.74 38.37
MRNAPCA3_t 89 31.61 3.95 25.78 28.60 30.69 34.46 40.99
MRNAPCA3_PSA _t 95 0.16 0.53 0.00 0.01 0.03 0.09 4.56
1| 13 | miR_26a_UBRNA _t 10 12.43 10.24 0.66 3.13 10.39 18.38 30.48
miR_221_UBRNA_t 10 3.91 2.94 0.88 1.65 2.65 5.51 9.73
miR_23b_UBRNA _t 10 3.86 3.80 0.31 1.49 2.09 5.92 11.53
MRNAPSA_t 13 26.57 4.81 21.46 23.46 24.74 29.12 37.48
mMRNAPCA3_t 12 30.22 2.78 26.93 28.37 29.13 32.44 35.96
MRNAPCA3_PSA_t 13 0.10 0.17 0.00 0.02 0.04 0.07 0.63

Tab. 11: Charakteristika hladin markeniRNA a mRNA mezi skupinami TMPRSS2:ERG pozitieni

negativni, ndfeno v nadorové tkani.

p p
Marker0 (ANOVA test) (Wilcoxon test)

miR-26a/U6RNA 0.9689 0.6887
miR-221/U6RNA 0.5418 0.7879
miR-23b/U6RNA 0.5613 0.5338
mMRNAPSA 0.6838 0.6994
mRNAPCA3 0.2410 0.3086
MRNAPCA3/PSA 0.7290 0.7064

Tab. 12: Statisticka signifikance vztahu hladinyrkeau mezi skupinami stffomnosti fizniho genu
TMPRSS2:ERG a TMPRSS2:ERG negativnéf@mo v nadorové tkani.



44

5.3 Vztah nangifenych hodnot miRNA a mRNA ke klinicko-patologickémustavu
pacienti
Hladinu markeit v tumoru vs. zdravé tkani FFPE u vSech padiarkazuje tabulka 13.

V tabulce 14 jsou pak rozdily hladin mezi tumoremkantrolou a jejich statisticka

vyznamnost.

Tumor/ Dolni

Kontrola N Obs | Marker N Pramér SD Minimum kvartil Median | Horni kvartil Maximum

T 108 | miR_26a_UBRNA 96 12.28 12.84 0.20 3.57 9.00 16.77 78.79
miR_221_U6RNA 96 5.85 10.53 0.01 1.41 291 5.32 70.64
miR_23b_U6RNA 95 4.89 5.92 0.08 1.49 3.29 6.42 44.86
mMRNAPSA 108 27.08 4.82 20.38 23.37 25.39 30.41 38.37
MRNAPCA3 101 31.44 3.84 25.78 28.53 30.52 34.36 40.99
mRNAPCA3_PSA 108 0.15 0.50 0.00 0.01 0.03 0.08 4.56

4 108 | miR_26a_U6RNA 98 13.58 12.72 0.26 4.24 1091 18.06 62.47
miR_221_U6RNA 97 6.41 551 0.55 2.66 5.03 8.57 28.05
miR_23b_U6RNA 98 6.02 5.70 0.16 1.41 4.31 8.74 27.43
mMRNAPSA 108 27.07 4.47 20.89 23.74 25.45 29.99 39.81
mRNAPCA3 102 34.37 3.70 25.98 31.76 34.01 37.22 42.19
mRNAPCA3_PSA 108 0.02 0.06 0.00 0.00 0.00 0.02 0.47

Tab. 13: Charakteristika natienych hodnot markérv naddoru (T) a v normalni tkani (Z).
Zajimaveé jsou rozdily normalizovanych hodnot miR®8a, miRNA-221 a miRNA-23b ve

tkdni nadorové vs. v normalni. Vzhledem keyézre nenormalnimu rozdeni dat byly
pouzity testy znaménkovy test (Sign) a WilcokenSigned Rank test. Statisticky
signifikantni na hladi& p= 0,0005 vychazi rozdil exprese miR-221 mezi itk@dorovou a
zdravou. Na hladiqp< 0,0005 je vyznamny rozdil mezi expresi genu PCAGmoru vs. v

normalni tkani prostaty, stejnak rozdil pordra PCA3/PSA.

p (Sign test) | p (Wilcoxon

Dolni Horni Signed Rank)

Marker N | Pramér SD Minimum kvartil Median kvartil Maximum 9

miR_26a_UG6RNA_t z 92 -1.57 13.70 -48.24 -4.90 -0.83 1.84 54.63 [0.1750 0.0712
miR_221_U6RNA_t z 92 -0.14 10.14 -24.92 -2.96 -1.04 0.28 61.69 [0.0002 0.0005
miR_23b_U6RNA_t z 92 -1.09 6.90 -26.11 -2.58 -0.24 0.93 37.02 10.3481 0.0640
mMRNAPSA t z 108 0.02 2.97 -10.46 -1.33 0.05 1.83 8.85 (0.9234 0.7608
MRNAPCA3_t_z 98 -2.88 3.38 -11.80 -4.72 -2.85 -0.71 7.04 [<.0001 <.0001
MRNAPCA3_PSA_t z 108 0.13 0.50 -0.42 0.00 0.01 0.07 4.55 [<.0001 <.0001

Tab. 14: Charakteristika rozdihladin négenych markear mezi nadorem (T) a zdravou tkani (Z) a jejich
vyznamnost u vSech paciént

Rozdil hladin markeru mezi nadorovou tkani (T) atkolou (Z) u skupin pacie@itpodle
stadia ve skupih Stadium |, ve skupih Stadium Il a ve skupin Stadium 1l a jeho
charakteristiky uvadi tabulka 15. Porovnani jedwpth miRNA a mRNA mezi stadia

ukazuje tabulka 16.

N Pramé Dolni Horni
Stadium Obs | Marker — rozdil (T)/(Z) N r SD Minimum kvartil Median kvartil Maximum
1 16 | miR_26a_U6RNA_t z 16 -4.10 6.53 -42.53 -4.90 -0.58 1.26 13.61
miR_221_UBRNA_t z 16 -3.27 7.86 -24.92 -3.17 -1.93 -0.17 2.34
miR_23b_U6RNA_t z 16 -1.96 2.65 -26.11 -4.89 -0.39 3.39 8.81
mMRNAPSA t z 16 0.26 3.05 -4.63 -1.54 0.04 2.16 4.99
MRNAPCA3_t_z 16 -3.93 1.13 -8.14 -7.28 -3.89 -1.26 0.50
MRNAPCA3_PSA_t z 16 0.31 -0.01 0.00 0.01 0.05 4.55
2 63 | miR_26a_U6RNA t_z 52 -0.21 13.67 -31.59 -4.93 -0.83 1.98 54.63
miR_221_U6RNA_t z 52 0.61 12.04 -21.59 -2.88 -0.99 0.67 61.69
miR_23b_UBRNA_t_z 52 -1.24 7.17 -19.66 -2.90 -0.41 0.84 37.02
mMRNAPSA t z 63 0.08 2.67 -6.84 -1.43 0.05 1.90 8.85
mMRNAPCA3_t z 59 -2.88 2.87 -10.69 -4.48 -2.79 -1.22 5.13
MRNAPCA3_PSA_t z 63 0.12 0.30 -0.04 0.00 0.02 0.08 1.99
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N Pramé Dolni Horni
Stadium Obs | Marker — rozdil (T)/(Z) N r SD Minimum kvartil Median kvartil Maximum
3 29 | miR_26a_UBRNA t z 24| -2.82 14.37 -48.24 -4.63 --0.81 1.06 23.52
miR_221_UBRNA_t_z 24| 0.30 7.02 -8.20 -2.96 -0.90 0.48 28.10
miR_23b_UBRNA_t_z 24| -0.16 5.74 -11.32 -0.94 0.06 1.10 19.65
MRNAPSA_t z 29 -0.26 3.76 -10.46 -1.23 -0.09 1.65 7.96
MRNAPCA3_t z 23 -2.14 4.59 -11.80 -5.77 -2.08 1.28 7.04
MRNAPCA3_PSA _t z 29| 0.04 0.18 -0.42 0.00 0.01 0.06 0.81

Tab. 15: Charakteristiky rozdihodnot narstenych marker (T)/(Z) podle skupin stadii CaP.

Marker —rozdil (T)/(Z) Stéadium |, 11, 1l Stadium | Stadium |1 Stadium Il
p (Sign p (Signed p (Sign p (Signed p (Sign p (Signed p (Sign p (Signed
test) Rank test) test) Rank test) test) Rank test) test) Rank test)
miR-26a/U6RNA _t_z 0.1750 0.0712 0.4545 0.3225 0.3317 0.2401 0.8388 0.3277
miR-221/U6RNA_t z 0.0002 0.0005 0.0213 0.0131 0.0365 0.0309 0.0639 0.1252
miR-23b/U6RNA_t_z 0.3481 0.0640 0.2101 0.3484 0.6778 0.0349 1.000 0.9119
mMRNAPSA t_z 0.9234 0.7608 1.0000 0.7820 0.8013 0.8154 1.000 0.9245
mRNAPCA3_t z <0.0001 <0.0001 0.0042 0.0003 <0.0001 <0.0001 0.0931 0.0453
MRNAPCA3/PSA_t z <0.0001 <0.0001 <0.0005 <0.0005 <0.0001 <0.0001 0.0192 0.0194

Tab. 16. Hodnoceni vyznamu roZdflangtenych marker (T)/(Z) mezi stadii CaP.

Byly hodnoceny rozdily hladin markeru mezi nadoramdravou tkani(T)/(Z) (jedn&a se o
hodnoceni zrny hladiny v nadoru &i piilehlé dravé tkani) u pacieinpodskupin Gleason
skore 6, podskupin Gleason skére 7, podskupin Gleakdre 8 a podskupin Gleason skére
9. Charakteristka dat a hodnoty p (Wilcoxon Sigrieahk test) u jednotlivych stip

Gleason skore je uvedena v tabulce 17.

Gleaso N ISigned Rank
. (¢] Minim Dolni | Media Horni -

n skore bs | Marker — rozdil (T)/(2) N Pramér SD um kvartil n | kvartil | Maximum Sign P hodnota

6 37 | miR_26a_U6RNA_t z 31 -2.88 8.95| -42.53 -4.83 -0.88 0.96 11.07 0.4731 0.0706|
miR_221_UBRNA_t z 31 0.36 | 13.55| -24.92 -3.29 -1.15 0.27 61.69 0.0107| 0.0271]
miR_23b_UBRNA_t_z 31 -1.78 543 | -26.11 -2.82 -0.37 0.53 4.58 0.4731] 0.109
MRNAPSA_t z 37 0.06 2.79 -5.63 -1.89 0.05 1.86 8.85 1.0000] 0.9352
mRNAPCA3_t_z 35 -3.47 3.11| -10.46 -5.09 -3.44 -1.22 5.13 <.0001| <.0001
mRNAPCA3_PSA t z 37 0.18 0.75 -0.04 0.01 0.02 0.07 4.55 <.0001| <.0001]

7 54 | miR_26a_UBRNA_t z 46 -1.50 | 17.20 | -48.24 -5.92 -1.04 3.21 54.63 0.1038| 0.2444
miR_221_UBRNA_t z 46 -0.90 7.71| -21.59 -2.68 -0.91 0.18 41.39 0.0259 0.0059
miR_23b_UBRNA_t_z 46 -0.54 8.20 | -19.66 -3.95 -0.41 0.97 37.02 0.4614 0.3070]
MRNAPSA_t z 54 0.13 3.14 | -10.46 -0.99 0.25 2.16 6.61 0.4966| 0.2707|
mRNAPCA3_t z 48 -2.60 3.33| -11.80 -4.28 -2.14 -0.42 5.13 <.0001| <.0001]
mRNAPCA3_PSA t z 54 0.13 0.33 -0.12 0.00 0.01 0.07 1.99 <.0001| <.0001]

8 11 | UBRNA _Ct t z 9 2.09| 12.08| -1842 -0.69 0.19 | 11.47 22.34 0.5078 0.4961]
miR_26a_UBRNA_t_z 9 0.13 6.17 -8.20 -2.89 -0.31 2.64 11.95 1.0000] 0.8203
miR_221_UBRNA_t z 9 -2.37 6.82 | -17.54 -2.34 0.16 1.08 5.41 1.0000] 0.7344
miR_23b_UBRNA_t_z 11 -0.35 3.37 -4.93 -2.29 -0.83 -0.09 7.96 0.0654] 0.2783
mRNAPSA t_z 9 -1.92 441 -6.87 -4.74 -2.92 -1.05 7.04 0.1797| 0.2500]
MRNAPCA3_t_z 11 0.00 0.15 -0.42 0.00 0.01 0.09 0.14 0.1094 0.1934
MRNAPCA3_PSA _t_z

9 6 miR_26a_U6RNA_t_z 6 -0.72 2.10 -4.21 -1.60 -0.42 0.39 1.94 1.0000] 0.6875|
miR_221_UBRNA_t z 6 270 | 1253 -4.00 -3.71 -1.89 -0.40 28.10 0.2188] 0.4375]
miR_23b_UBRNA_t_z 6 0.27 0.87 -0.85 -0.04 -0.01 0.92 1.62 1.0000] 0.8438
MRNAPSA_t z 6 -0.67 2.29 -4.03 -3.06 0.31 1.19 1.27 0.6875| 1.0000]
MRNAPCA3_t_z 6 -3.14 3.96 -8.33 -5.77 -3.63 -0.32 2.87 0.2188| 0.0938]
mRNAPCA3_PSA t z 6 0.03 0.03 -0.00 0.00 0.02 0.05 0.06 0.2188] 0.0625]

Tab. 17: Charakteristika rozdihodnot marker mezi (T)/(Z) u fiznych skupin podle Gleason skore.

Nebyla zjiséna signifikance rozdilu hladin markeru (hladiny &emé pouze v nadorové
tkani) mezi skupinami Stadium | a Stadium 1l, mskupinami Stadium Il a Stadium Ill a

mezi skupinami Stadium | a Stadium 1ll. Viz tabulk& a 19. Pro porovnani vSe¢hgkupin
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byl pouzit Kruskalv-Wallisiv test a pi srovnavani dvou skupin Wilcoxém Two Sample

test.
N Dolni Horni
Stadium Obs | Marker N Prameér SD Minimum kvartil Median kvartil Maximum
1 16 | miR-26a/UBRNA 16 8.09 7.68 0.45 2.37 4.84 12.98 26.35
miR-221/U6RNA 16 2.48 1.86 0.01 0.91 2.10 3.96 5.51
miR-23b/U6RNA 16 4.65 4.71 0.08 0.50 2.46 8.91 12.62
MRNAPSA 16 2534 | 464 20.38 22.59 23.98 27.38 38.36
mMRNAPCA3 16 30.77 3.63 26.66 27.67 30.11 32.69 38.16
MRNAPCA3/PSA 16 0.32 1.13 0.00 0.01 0.01 0.06 4.56
2 63 | miR-26a/U6RNA 55 13.90 | 15.18 0.42 4.01 9.00 18.06 78.79
miR-221/U6RNA 55 6.52 | 12.14 0.12 1.55 3.53 5.63 70.64
miR-23b/U6RNA 54 5.08 6.53 0.24 1.50 3.75 6.09 44.86
mMRNAPSA 63 27.28 4.75 21.08 23.39 25.85 31.48 38.15
mRNAPCA3 60 31.49 3.72 25.78 28.85 30.81 33.98 40.99
mMRNAPCA3/PSA | 63 0.13 0.30 0.00 0.01 0.04 0.09 2.08
3 29 | miR-26a/U6RNA 25 11.38 8.83 0.20 4.33 10.20 14.22 30.48
miR-221/U6RNA 25 6.52 9.78 0.14 1.72 2.93 6.43 42.15
miR-23b/U6RNA 25 4.65 5.38 0.13 1.83 2.87 4.29 25.06
MRNAPSA 29 27.61 5.01 21.74 23.59 25.86 31.75 38.37
mMRNAPCA3 25 31.76 4.35 26.93 28.53 29.79 34.87 40.81
MRNAPCA3/PSA 29 0.10 0.18 0.00 0.00 0.03 0.09 0.88

Tab. 18: Charakteristiky hodnot nafanych market v nadorové tkani podle skupin stadii CaP.

Marker — hladina u tumoru Stadium 1, 11, 11l Stadium 1l vs. 1l Stadium | vs. Ill Stadium | vs. Ill
p (Kruskal -Wallis) p (Wilcoxon Two p (Wilcoxon Two p (Wilcoxon Two Sample)
Sample) Sample)

miR-26a/U6RNA 0.3086 0.8320 0.2856 0.1261
miR-221/U6RNA 0.2005 0.7721 0.1138 0.1074
miR-23b/U6RNA 0.7218 0.5120 0.6051 0.5824
MRNAPSA 0.1565 0.6631 0.0628 0.1049
mRNAPCA3 0.7695 0.9425 0.5598 0.4896
MRNAPCA3/PSA 0.3535 0.4563 0.7863 0.1423

Tab. 19: Hodnoceni vyznamu né&fanych market (T)/(Z) mezi stadii CaP



Obr. 8: Distribuce hodnot miR-23b (8a), miR-221
(8b) a miR-26a (8c) v jednotlivych stadiich
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Obr. 9: Distribuce hodnot mRNA genu PSA (9a),
genu PCA3 (9b) a potru t€chto geri PCA3/PSA

karcinomu prostaty. (9c).
Distribution of miR_26a_U6RNA_t Distribution of MRNAPSA_t
807 ° °
35
o
60| o
]
4 <<
s P 304
T 40 <
t
i <&
20 25
- L
0 L 20
T T T T T T
1 2 3 1 2 3
stadium stadium
Distribution of miR_221_U6RNA_t Distribution of MRNADD3_t
°
40
60 -
o
g o 35
£ 40 o 2
2 3
S 2
o 4
g E o <
E o O
30
20 -
od == % é 25
1 2 3 1 2 3
stadium stadium
Distribution of miR_23b_UERNA_t Distribution of MRNA PCA3/PSA t
° -
40 4
30| J
< 3
2 -
2 B
o 20 < 2 ©
4 ° [3)
£ '8
<
o o 5
10| g E 1 ) )
8
<& o
% : = $
04 04 — - =

1 2 3
stadium

stadium




48

Analyza rozdilu hladin markeru v nadorové tkani msaipinami podle histopatologického
gradingu G2 a G3-4. Byl zaznamenan rozdil hladimraizované miR-26a mezi skupinami
G2 a G3-4 (Wilcoxon test, p = 0,0118). Stejtak jsme zaznamenali rozdil hladin

normalizované miR-23b mezi skupinami G2 a G3-4 tailka 21.

Grading N Obs | Marker (T) N Pram SD Minimum Dolni kvartil Median Horni kvartil Maximum
2 37 | miR-26a/U6RNA 33 8.06 7.74 0.45 2.60 4.98 12.34 30.70
miR-221/U6RNA 33 6.01 13.44 0.12 0.93 2.25 5.16 70.64
miR-23b/U6RNA 32 3.53 4.14 0.08 0.79 1.85 5.12 17.72

mMRNAPSA 37 26.34 4.23 20.38 23.39 25.07 29.11 38.36

mRNAPCA3 35 31.05 3.26 25.78 28.76 30.69 32.46 38.16
mRNAPCA3/PSA 37 0.19 0.75 0.00 0.01 0.02 0.08 4.56

3-4 70 | miR-26a/U6RNA 62 [ 14.49 14.51 0.20 6.23 10.41 18.70 78.79
miR-221/U6RNA 62 5.82 8.81 0.01 1.77 3.51 5.37 46.69
miR-23b/U6RNA 62 5.63 6.61 0.13 1.88 3.75 7.48 44.86

MRNAPSA 70 27.51 5.11 21.16 23.35 25.69 31.68 38.37

mRNAPCA3 65 [ 31.70 4.14 26.43 28.34 29.90 34.87 40.99
mRNAPCA3/PSA 70 0.13 0.30 0.00 0.01 0.03 0.09 2.08

Tab. 20: Charakteristiky hladin markeun riznych skupin podle histopatologického gradingu.

Marker —
rozdil hladin mezi
G2 aG3-4 p (ANOVA) p (Wilcoxon Test)
miR-26a/U6RNA 0.0200 0.0118
miR-221/U6RNA 0.9350 0.1910
miR-23b/U6RNA 0.1048 0.0132
MRNAPSA 0.2340 0.4589
mMRNAPCA3 0.4258 0.6892
mMRNAPCA3/PSA 0.5733 0.6127

Tab. 21: P hodnoty analyzy variance a Wilcoxon@siut

Dale byl zji¥ovan rozdil hladin markeru mezi podskupinami Gleas&ore 6, 7, 8, 9.
Zaznamenali statisticky signifikartnvyssi hladiny miR-23b (p=0,0024) a miR-26a
(p=0,0052) ve vzorcich s Gleason skore 7 ve srdveanvzorky Gleason skoére 6, coz
znamenana zvyseni hladiny miR-23b a miR-26a uéniierencovanych nador Nejlépe
vidime vztah hladiny markeru k naddorové tkani kasken skore na grafech na nasledujicich
stanach (obrazky 10, 11, 12 a 13).

Gleason N
score | Obs Marker N Pramér SD Minimum Dolni kvartil Median Horni kvartil Maximum
6 37 | miR-26a/UBRNA 33 8.06 7.74 0.45 2.60 4.98 12.34 30.70
miR-221/U6RNA 33 6.01 13.44 0.12 0.93 2.25 5.16 70.64
miR-23b/U6RNA 32 3.53 4.14 0.08 0.79 1.85 5.12 17.72
mMRNAPSA 37 26.34 4.23 20.38 23.39 25.07 29.11 38.36
mRNAPCA3 35 31.05 3.26 25.78 28.76 30.69 32.46 38.16
MRNAPCA3/PSA 37 0.19 0.75 0.00 0.01 0.02 0.08 4.56
7 54 | miR-26a/U6RNA 48 15.86 15.59 0.66 6.70 10.61 20.18 78.79
miR-221/U6RNA 48 5.01 7.35 0.01 1.89 3.51 5.36 46.69
miR-23b/U6RNA 48 6.11 7.20 0.24 2.85 3.82 7.76 44.86
MRNAPSA 54 27.84 5.12 21.16 23.70 25.80 31.75 38.37
mRNAPCA3 51 31.93 4.08 26.61 28.60 31.01 34.87 40.99
MRNAPCA3/PSA 54 0.15 0.33 0.00 0.01 0.04 0.12 2.08
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Gleason N
score | Obs Marker N Pramér SD Minimum Dolni kvartil Median Horni kvartil Maximum
8 11 | miR-26a/U6RNA 9 12.65 9.68 1.32 4.07 11.96 18.06 30.48
miR-221/U6RNA 9 8.00 9.48 1.15 2.14 4.98 9.73 31.61
miR-23b/U6RNA 9 5.24 3.91 1.13 2.38 3.24 9.27 11.14
mMRNAPSA 11 27.82 5.52 22.05 23.26 26.30 31.89 37.48
mRNAPCA3 9 31.04 4.14 26.94 27.85 29.52 35.26 37.74
MRNAPCA3/PSA 11 0.07 0.09 0.00 0.00 0.04 0.09 0.30
9 6 | miR-26a/U6RNA 6 6.20 5.24 0.20 0.42 7.21 10.20 11.96
miR-221/U6RNA 6 8.45 16.55 0.40 0.45 2.33 3.03 42.15
miR-23b/U6RNA 6 1.88 1.90 0.13 0.37 1.62 2.16 5.40
mMRNAPSA 6 23.49 1.60 21.74 22.55 23.31 23.58 26.46
mRNAPCA3 6 30.22 4.88 26.43 26.93 28.35 31.95 39.31
MRNAPCA3/PSA 6 0.03 0.02 0.00 0.02 0.02 0.05 0.07

Tab. 22: Charakteristiky hladin marken niznych skupin podle Gleson skére.

Gl.6vs. 7vs.8vs. 9 Gl.6vs. 7 Gl.6vs. 8 Gl.6vs. 9
Marker
p (Kruskal- p (Wilcoxon p (Wilcoxon p (Wilcoxon
p (ANOVA) | Wallis Test) p (ANOVA) Test) p (ANOVA) Test) p (ANOVA) Test)
miR_26a_U6RNA_t 0.0315 0.0127 0.0096 0.0024] 0.1426| 0.2508| 0.5772 0.5499
miR_221_U6RNA_t 0.7926 0.2497 0.6668 0.2350) 0.6796| 0.1119 0.6949 0.6850)
miR_23b_U6RNA _t 0.1511 0.0064 nenormalni 0.0052] 0.2764| 0.1190| 0.3485) 0.3736|
MRNAPSA t 0.1193 0.1219 0.1431 0.2836) 0.3467| 0.5267| 0.1143 0.0965|
MRNAPCA3_t 0.6043 0.5376 0.2931 0.4676| 0.9922| 0.7614 0.5947| 0.3526|
MRNAPCA3_PSA _t 0.8361 0.8253 0.7664 0.4616| 0.5942 0.9416| 0.6172] 0.9583]

Tab. 23: P hodnoty analyzy variance a Kruskalovdlgéaa testu u sledovanych markegyodle podskupin
Gleason skore (6, 7, 8, 9).

Gl.7vs. 8 Gl. 7vs. 9 Gl.8vs. 9
Marker
p (ANOVA) p (Wilcoxon Test) p (ANOVA) p (Wilcoxon Test) p (ANOVA) p (Wilcoxon Test)

miR_26a_U6RNA_t 0.5551 0.8531] 0.1405| 0.0771 0.1621] 0.1339
miR_221_U6RNA _t 0.2886| 0.2645| 0.3638| 0.3196) 0.9481 0.2363]
miR_23b_U6RNA _t 0.7269 0.8361 0.1617| 0.0209 0.0751 0.0891
MRNAPSA t 0.9895| 0.9098| 0.0440) 0.0248 0.0835) 0.1388|
MRNAPCA3_t 0.5503 0.5102 0.3456| 0.2125| 0.7318] 0.4564
MRNAPCA3_PSA t 0.3919 0.5834 0.3813] 0.5242 0.3827| 0.8047|

Tab. 24: P hodnoty analyzy variance a Kruskalovadlgéwa testu u sledovanych markgyodle podskupin
Gleason skore (6, 7, 8, 9).



Obr. 10: Distribuce stanovenych hodnot miR-26a u

jednotlivych podskupin Gleason skére (10a, 10b,

10c).
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Obr. 11. Distribuce stanovenych hodnot miR-221 u
jednotlivych podskupin Gleason skére (11a, 11b,

11c).
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Obr. 12: Distribuce stanovenych hodnot miR-23b u  Obr. 13: Distribuce stanovenych hodnot mRNA

jednotlivych podskupin Gleason skére (12a, 12b, PSA u jednotlivych podskupin Gleason skore (13a,
12¢) 13b, 13c).
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Rozdil hladin markeru mezi vzorky nadorovych tkérézi wkovymi skupinami 0-55 a 55-
65, mezi ¥kovymi skupinami 0-55 a 65-75 a mezikevymi skupinami 55-65 a 65-75 byl
hodnocen testem ANOVA a Kruskalovym-Wallisovym &sst Tabulka 25 ukazuje
distribuci hodnot ve &kovych skupinach, tabulka 26 pak hladiny vyznaminost

vek_ka
t N Obs . Minimu Dolr]i y Horr]i Maximu
Marker (T) N Pramér SD m kvartil Median kvartil m
0-55 13 | miR_26a_UBRNA t 10 10.49 8.29 141 5.15 9.28 12.55 30.70
miR_221_U6RNA _t 10 6.40 11.75 1.72 2.00 2.30 3.77 39.74
miR_23b_U6RNA _t 10 5.75 4.80 0.27 3.17 4.86 7.43 17.72
MRNAPSA_t 13 27.86 4.94 22.39 23.74 28.79 31.07 36.90
MRNAPCA3_t 12 32.01 411 26.66 28.96 31.17 34.66 39.30
mMRNAPCA3_PSA _t 13 0.05 0.05 0.00 0.01 0.04 0.07 0.16
55-65 48 | miR_26a_UBRNA _t 44 13.78 16.27 0.42 4.17 9.55 15.93 78.79
miR_221_U6RNA_t 44 5.81 8.62 0.40 1.63 3.34 5.50 46.69
miR_23b_U6RNA_t 43 5.05 7.13 0.37 1.50 3.04 5.91 44.86
MRNAPSA_t 48 26.17 4.60 20.38 22.87 24.63 27.56 38.15
MRNAPCA3_t 46 30.71 3.73 25.78 27.85 29.80 32.89 39.31
MRNAPCA3_PSA_t 48 0.16 0.35 0.00 0.01 0.04 0.10 2.08
65-75 47 | miR_26a_UBRNA_t 42 11.13 9.20 0.20 2.74 8.54 17.75 31.56
miR_221_U6RNA_t 42 5.76 12.19 0.01 1.08 2.55 5.30 70.64
miR_23b_UG6RNA_t 42 4.52 4.78 0.08 1.16 3.20 6.46 25.06
MRNAPSA_t 47 27.80 4.95 21.36 23.70 25.74 31.48 38.37
mMRNAPCA3_t 43 32.06 3.84 26.80 28.97 3177 35.26 40.99
mMRNAPCA3_PSA _t 47 0.17 0.67 0.00 0.01 0.02 0.08 4.56
Tab. 25: Distribuce hodnot hladiny markeru wkavych skupinach
0-55, 55-65, 65-76 0-55 a 65-75 0-55 a 65-75| 55-65 a 65-75
Marker p (Kruskal- p (Wilcoxon p (Wilcoxon p (Wilcoxon
p (ANOVA) | wallistest)y | P (ANOVA) fest) P (ANOVA)  test) P (ANOVA)  ftest)
miR_26a_UBRNA_t 0.5722 0.9534 0.5394 0.8855| 0.8429| 0.9724 0.3576 0.7664
miR_221_UBRNA_t 0.8207 0.5229 0.8539 0.6659 0.8804| 0.6198| 0.9839 0.2813
miR_23b_UBRNA _t 0.9847 0.4724 0.7696 0.2516| 0.4697| 0.2854 0.6915] 0.7558)
MRNAPSA_t 0.2111 0.1678 0.2502 0.2909 0.9689| 0.9146 0.0984 0.0731)
MRNAPCA3_t 0.2214 0.1827 0.2978 0.2827 0.9690| 0.8951 0.0969 0.0845|
MRNAPCA3_PSA_t 0.7453 0.3764 0.2998 0.5228 0.5256| 0.7076 0.8980 0.1775)

Tab. 26: Rozdil hladin markiemezi wkovymi skupinami

5.4 Vztah hladin markeri k délce bezjfiznakového obdobi

Vztah stanoveného markeru miR-23b, miR-26a, miR-2BRNA-PSA, mRNA-PCA3 a
délky bezpiznakového obdobi (DFI, Disease Free Interval) ubsou vSech pacieitneni
statisticky vyznamny (Coxovy regresni modely praj@nich rizik).

Parameter Standard Hazard | 95% Hazard Ratio Confidence
Parameter F Estimate Error Chi-Square P-value Ratio Limits
miR_26a_UBRNA_t 1 0.00416 0.02438 0.0291 0.8646 1.004 0.957 1.053
miR_221_U6RNA_t 1 -0.04266 0.06318 0.4559 0.4996 0.958 0.847 1.085
miR_23b_U6RNA_t 1 -0.02989 0.07313 0.1671 0.6827 0.971 0.841 1.120
MRNAPSA t 1 0.06127 0.05465 1.2569 0.2622 1.063 0.955 1.183
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D Parameter Standard Hazard | 95% Hazard Ratio Confidence
Parameter F Estimate Error Chi-Square P-value Ratio Limits
mRNAPCA3_t 1 0.08367 0.07138 1.3739 0.2411 1.087 0.945 1.251
MRNAPCA3_PSA t 1 0.05091 0.62678 0.0066 0.9353 1.052 0.308 3.594

Tab. 27:Analyza vztahu beidpnakového obdobi a stanovenych maiker
Zaznamenali jsme vztah hladinyepdoperaniho PSA a doby DFI u vSech pacieiCoxiv
regresni model proporcialnich rizik, Analysis of dtaum Likelihood Estimates, p=0,0153).

U pacient s vy3Si hladinou PSA bylo zaznamenano kratSiiioarmkové obdobi po operaci.
Celkovy paet sledovanych paciegnbyl 106, cenzorovany get pacieni byl 93 (87,74%).

Parameter Standard Hazard 95% Hazard Ratio
Parameter DF Estimate Error Chi-Square P-value Ratio Confidence Limits
predoperacni_PSA 1 0.06002 0.02475 5.8778 0.0153 1.062 1.012 1.115

Tab. 28: Analyza vztahu bedpnakového obdobi a hodnotigdoperaniho PSA.
Obr. 14: Prav&podobnost feziti pacieni v zavislosti na fedoperani hodno¢ PSA (ng/ml)
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Dale jsme zaznamenali vztatiitpmnosti TMPRSS2:ERG v nadorové tkani a doby DFI,
hodnoceno u vSech paciérfCoxiv model, p=0.0020).

Parameter Standard Hazard 95% Hazard Ratio
Parameter DF Estimate Error Chi-Square P-value Ratio Confidence Limits
TMPRSS2:ERG pozitivni 1 1.81531 0.58649 9.5804 0.0020 6.143 1.946 19.391

Tab. 28: Analyza vztahu beiipnakového obdobi afpomnosti fizniho genu TMPRSS2:ERG.
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Obr. 15: Prav&podobnost feZiti v zavislosti naifftomnosti fizniho genu. TMPRSS2:ERG.
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Nakonec jsme zjtovali, jak ovliviuje délku DFI jak pitomnost fazniho genu
TMPRSS2:ERG, tak hladina PSA stanovemn@dpoperaci. NejkratSi beipnakové obdobi
jsme zaznamenali u paciénts gitomnosti fuzniho genu TMPRSS2:ERG a vysokou
hladinou PSA% 9,5 ng/ml) ukazuje obrazek 16.

Obr. 16: Prav&podobnost feziti u vSech paciefntrozdélenych doctyt skupin podle hodnotipdoperaniho
PSA (<9,5 ng/ml &9,5 ng/ml).
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6. Diskuse

Pres nezanedbatelnyipos screeningovych metod karcinomu prostaty (stamoPSA), je
hlavni limitaci této metody nedosté&té specificita, ktera vytigje ve velké mnoZstvi
zbytein¢ provadnych biopsii. Druhym hlavnim problémem diagnostiaycinomu prostaty
je v sowasnosti nemoznost identifikovat ty karcinomy, ktbt&lou nasledhprogradovat a
ohrozi pacienta na Zivatod €ch, které budoutist pomalu a  daném ¥ku pacienta by jej
na Zivot€ neohrozily. Ty jsou pak po umrti pacienta z jiny@ftin nachazeny ip pitvach
padesatiletych u¢tiny muzi a u osmdesatiletych v 80% (Hora et al, 2013). asnosti je
jedinym kurativnim pistupem v lébé¢ CaP radikalni prostatektomie ¢asném stadiu
onemockni, ktera je vSak spojenaradou negativnich vedlejSich efékte smyslu snizeni
kvality Zivota.

VySe uvedené je ivodem pro hledani novych markepro diagnostiku CaP s vyssi
senzitivitou a vysSi specificitou, které by sniZzpyocento negativnich biopsii (Bunting,
2002). A dale je snaha nalézt markery, které umaithialeni agresiwgich forem
karcinomu prostaty, coz byl cil této diplomové mrac

U vSech paciefit u kterych jsme prové&t stanoveni nami vybranych markeijsme ngli
také k dispozici rutink stanovené iedoperani hodnoty PSA a hodnoty stanovované
v pooperanim obdobi. Ty jsme vyuZili pro stanoveni biochékicecidivy.

Zjistili jsme, Ze se hodnotyipdoperanich hladin PSA (median) zvySuji se &tajicim
staddiem onemocmi, ale nedosahuji statisticky vyznamnych hodnotSak jedna se o
indicii, Zze zaazeni pacietit do jednotlivych stadii je odpovidajici. St&jtak pacienti s
vySSim gradingem #i vysSSi median fedoperanich hodnot PSA a pacienti s vysSSim
Gleason skoére #hi také vysSi median PSA (oboje statisticky nedigantni). Je iteba
poznamenat, Ze vysSi hodnoty Gleason skore jsoro@t@iSim stadiem v dabstanoveni
diagnézy (vysledky 5.2.1).

Jednim z novych markierkarcinomu prostaty préasnou diagnostiku je stanoveni genu
PCA3. Tento gen p#tdo rodiny nekddujicich RNA IncRNA afgstoze byl jeho vztah ke
karcinomu prostaty objeven jiz vroce 1999, je majé, Ze se zatim nepdiia nalézt
piesnou funkci této INCRNA. My jsme zaznamenali stadky signifikanti vyssi hladinu (p
< 0,0001) PCA3 v nadorové tkani oproti normalni pmtské tkani. Tento vysledek je
v souladu s jiz publikovanymi daty auliode Kok et al (2002), Hessels et al (2004) atkde

et al (2010b). Toto naSe pozorovani potvrzuje vlestinpouziti tohoto markeru pro
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diagnostiku karcinomu prostaty. Na druhou stramuejsiezaznamenali vztah hladin tohoto
markeru k délce DFIl. MZemefici, Ze hladiny byly stanoveny velicagsré a to Fimo

v nadorové tkani. Tento nas vysledek nepotvrzujedwost stanoveni exprese PCA3 pro
detekci agresivnich forem karcinomu prostaty.

Jako dalSi potencialni markery z rodiny non cod®MA jsme stanovali miR-23b, miR-221
a miR-26a. Tyto mikroRNA mimo jiné drdhu PISK/AKTIMOR, jednu z hlavnich
deregulovanych drah karcinomu prostaty. Tato drajea inhibovana proteinem
exprimovanym genem PTEN, ktery inhibujgepenu IP2 na IP3, ktery je aktivatorem této
signalni drahy. Inaktivace genu PTEN byla zaznamanéiady solidnich naddér proto
mMiRNA sniZujici expresi genu PTEN, jsou potenci@nimarkery rozvoje karcinomu
prostaty (Bhattachariya et al, 2013; Tian et all30 Proto jsme se rozhodli ro stanoveni
praw téchto miRNA s pedpokladem jejich pronadorového efektru v karcingrostaty.

Na Uvod diskuse vysledkstanoveni mikroRNA v nadorové a nenédoroveé tkénkgba
poznamenat, Ze tyto vysledky nas zklamalyivad, pr@& jsme se rozhodli stanovovat
molekuly mikroRNA jako potencialni nadorové markee ten, Ze vykazuji vysokou
stabilitu v prostedi nepiznivém pro ostatni typy molekul (obzvl&§tro mRNA). Protoze se
jedna o velice malé molekuly s vysokou stabiliti ja biologickych tekutindch, tak ve
vzorcich zpracovanych laboratornimi technikami,inapFFPE. Z laboratorniho hlediska se
jedna o molekuly vhodné pro ulohu biomarkeru. Sigantni rozdil mezi nadorovou a
normailni tkani jsme zaznamenali pouze u molekulR-221. Hladina molekuly miR-221
byla niZ8i v nddorové tkani oproti zdravé tkani. gublikace autdr Gordanpour et al, 2011,
ukazala odliSné chovani miR-221 v nadorové tkaostaty oproti nadorovym tkanim jinych
solidnich nadar. Zjistili, Zze CaP s fitomnosti s fuzniho genu TMPRSS2:ERG vykazuje
snizenou hladinu miR-221. My jsme zaznamenali swidehladinu miR-221 u vSech
karcinomi prostaty. Na druhou stranu signifikaéitnvysSi hladinu miR-221 u
generalizovaného CaP ve srovnani s lokalizovanyrnoin@mem nalezl kolektiv Yaman-
Agaoglu (2011).

Dale jsme zaznamenali statisticky signifikantmySsi hladiny miR-23b a miR-26a ve
vzorcich s Gleason skoére 7 ve srovnani se vzorkasain skére 6, coZz znamenana zvyseni
hladiny miR-23b a miR-26a u mé&nliferencovanych nadbr Pro relevanciéchto vysledk
mluvi, z pohledu nasi studie, g8t pacieni v jednotlivych skupinach. U Gleason skére 6 -
37 pacieni, Gleason skore 7 - 54 paciéntVysSi hladiny &hto miRNA zgisobuji
zvysenou inhibici exprese genu PTEN, jednoho zritdvinhibitof drahy
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PISK/AKT/mTOR. Disledkem této inhibice je vySSi aktivita této signarahy a nasledn
vétSi dereglace bukiného cyklu.

Hlavni cil vSak bylo zjigni vztahu nami stanovenych mikroRNA k délce lfezapkoveho
obdobi, a tim i k agresiwitCaP. Proto bylo zklamanim, Ze jsme nezaznamerzadihv
hladiny Z&dné z nami stanovenych miRNA k DFI, tarmena, nenalezli jsme opodstath
pro vyuziti €chto miRNA jako markeru progrese karcinomu prostaty

Pritomnost fazniho genu TMPRSS2:ERG jsme zaznamepalize ve 12% vSech
analyzovanych karcinoin prostaty. Literarni (Odaje uv&d vyskyt fazniho genu
TMPRSS2:ERG az u 50% CaP (Svensson et al, 20113e Nags¥tleni, pr@ jsme
detekovali pitomnost fuzniho genu pouze ve 12%, je dvoji. Jedjsane detekovali
konkretni typ pestavby, ktery je povazovan za nejagre§sinve svém projevu, cozZ se take
potvrdilo nalezenim vztahutijpomnosti tohoto genu k DFI, jednak vzorky, ve ktdr byl
gen analyzovan, pochazely z parafinovychtkip kde proces fixace vede k degradaci RNA.
To znamena, Ze u vzarks malym procentem kléns pgestavbou jsme nemuseltifpmnost
nami detekovanéipstavby zaznamenat. Na druhou stranu, pokud jsitenmost fuzniho
genu zaznamenali, nachazi se v dané nadorovéteanifuzni gen s vysokou jistotou.
Pouziti tkaovych blaki vSak bylo z nasi strany zémé. Vzorky tkag jsme izolovali tzv.
mikrodisekci, a to dle eosinového gkk, na kterém patologgsré oznail nadorovou tkéa.
M¢li jsme tak jistotu, Ze nami detekované markery js@ieny v nadorové resp. normalni
tkani a izolovana RNA neni "kontaminovana" RNA mlho typu tké& Toto bylo zviast
dulezité pro stanoveni mikroRNA, kterd je narozdilfédniho genu itomna i u normalni,
nenadorové tkan Také je teba uvést, Ze pro praxi jsou sad@ae vhodna stanoveni
markefi v periferni krvi nebo v ms. Abychom mohli vybrat vhodné markery pro proveiden
analyz v &chto €lnich tekutinach, je nutné znategné Udaje o jejich vztahu ke klinickym
datim na zaklad stanoveni v samotné nadorové tkani.

Zjistili jsme, Ze pitomnost fuzniho genu TMPRSS2:ERG v jednotlivyctadsth
onemocgni koresponduje se zavaznosti stddia onesmica se zavaznosti gradingu. U
stadia | onemoaini jsme i poctu 16 pacient zaznamenaliifitomnost fuzniho genu pouze
u jednoho z nich (tj. u 6% paci@émgtadia I), u stadia Il u 9,5% paciéna u stadia Il u 21%
pacient.

Nejvice nas zajimal vztah Kippmnosti fuzniho genu TMPRSS2:ERG k n&dorové tkani
k délce bezfiznakového obdobi, v naSemiigad urceném na zaklad biochemické
recidivy. Zaznamenali jsme tento vztah statistickignifikantni (p= 0,002). Pacienti,

v jejichz nadorové tkani doslo Kegstavid mezi geny TMPRSS2 a ERG, élin kratSi
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bezgiznakové obdobi, recidiva oneme@an u nich nastalaitve. Z toho dvodu je dle
nasich vysledi z nami stanovenych markepro identifikaci agresivnich forem karcinomu
prostaty fuzni gen TMPRSS2:ERG nejvhg8n Je teba piznat, Ze vztah k DFI jsme
zaznamenali také u hodnategdoperaniho PSA (p= 0,0153), ale z vyslédkyplyva, Ze pro
detekci agresiwjSich forem karcinomu prostaty je vhaii TMPRSS2:ERG (p=0,002).
Podobi se vyjadili v diskusi ke svémulanku "Comparative assessment of urinary prostate
cancer antigen 3 and TMPRSS2:ERG gene fusion \Weghserum [-2]proprostate-specific
antigen-based prostate health index for detectioprostate cancer” jeho autor Carsten
Stephan (2013).

Zajimavy vysledek ve vztahu k DFliipesla kombinace markier TMPRSS2:ERG a
piedoperaniho PSA. Pacienti s‘ffpomnym faznim genem v nadoroveé tkani a vysokytedp
hladinami PSA vykazovali nejkratSi bézmakové obdobi (obr. posledni graf). Tento
vysledek byl vSak ziskdn u maléhaipopaciend.
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6. Zavéry

7.1Zavéry diplomové prace

1) Zaznamenali jsme statisticky vyznamny vztakiedoperani hladiny PSA a
beziznakového obdobi (DFI).

- tento vysledek podporuje stasné snahy hledanianych forem vyhodnoceni PSA
v periferni krvi pro ziskani co nejlepsiho diagistho vysledku (nap PHI).

2) Zaznamenali jsme statisticky vyznamny vztatitgmnost genu TMPRSS2.ERG v
nadorove tkani k bezfznakovému obdobi (p=0,0020).

- tento marker v ramci moznosti naSi studie napleji [cil, schopnost odhalit
agresivijSi formy karcinomu prostaty

3) Statisticky signifikantd vysSSi byly hodnoty exprese genu PCA3 v nadoroénitk
oproti nenadorové tkani.

- stanoveni exrese genu PCAS potvrdildjsliagnosticky potencidl, spolehlivé odliSeni
nadorové prostaty od nenadorové tkan

4) Hladina miR221 byla statisticky signifikartrsnizena v u nadoroveé tkani oproti
normaini tkani (p< 0.0001; resp. p< 0.0005).

- vyswtleni divodu snizené hladiny miR-221 v nddorové tkani aprehadorové tkani,
vyZaduje dalSi analyzy, protoZe se odliSuje od é&howeto mikroRNA u jinych

solidnich nadar.

7.2 Zawry pro klinickou praxi

Na zaklad vysledki této prace je mozno konstatovat, Ze pro klinickoaxi bude pinosné
vytvoreni rozséhlejSich studii stanoveni fuzniho genu RBIB2:ERG v m&i pacienti
s pode¥enim na karcinom prostaty pro potvrzeni schopntstioto markeru odhalit
agresivijSci formy karcinomu prostaty.

Dale je teba konstatovat, Ze stanoveni PSA gewyalo swj diagnosticko-prognosticky
potencial.
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9.1 TNM-09 klinicka klasifikace karcinomu prostaty

TNM KLINICKA KLASIFIKACE

T - Primarni nador
X primérni nador nelze hodnotit
TO bez znamek primamiho nadoru
T1 klinicky nezjistitelny nador, ani palpa¢né, ani zobrazovacimi
vysetiovacimi metodami
Tla nador zjistén nahodné histologicky v 5% nebo méné resekované
tldné
T1b nador zjistén nahodné histologicky ve vice nez 5 % resekované
tlané
Tlc nador zjistén pii punkeni biopsii (napi. pii zvysené sérové hladiné
prostatického specifického antigenu /PSA/)
T2 nador omezen na prostatu ¥
T2a nador postihuje polovinu jednoho laloku nebo méné
T2b nador postihuje vice nez jedmu polovinu jednoho laloku, ne viak
oba laloky

T2¢ néador postihuje oba laloky

I T3 nador se 3ifi pies pouzdro prostaty »
T3a extrakapsularni &ifeni (jednostranné nebo oboustranné) véemée
mikroskopického postizeni hrdla moéového méchyie
T3b nador infiltruje semenny vacek (vacky)
T4 nador je fixovan nebo postihuje okolni struktury jiné nez semenné

vacky: zevni sfinkter, rektum, mm. levatores a/nebo sténu panve

Poznamka: U Nador nalezeny v jednom ¢&i obou lalocich punkéni biopsii.
aviak nezjistitelny palpaéné. ani spolehlive patrny
zobrazovacimi vysetifovacimi metodami. je klasifikovan
jako Tlec.

) Invaze do apexu prostaty nebo do pouzdra prostaty (ne viak
pres pouzdro) se neklasifikuje jako T3. nybrz jako T2.

N - Regionalni mizni uzliny
NX regionalni mizni uzliny nelze hodnotit
NO regionilni mizni vzliny bez metastaz
N1 metastazy v regionalnich miznich uzlinach
M - Vzdilené metastazy )
MX vzdalené metastazy nelze hodnotit (viz Uvod strana 21)
MO bez vzdalenych metastaz
M1 vzdalené metastazy
Mila jina nez regionalni mizni uzlina (uzliny)

M1b kost(1)
Milec jina (jiné) lokalizace
Poznamka: D Je-li pritommna vice ner jedna metastaticka lokalizace.
pouziva se kategorie nejpokrocilejsi (pMle).

G - HISTOPATOLOGICKY GRADING

GX stupenl diferenciace nelze hodnotit

Gl dobie diferencovany (lehka anaplazie) (Gleason 2—4)

G2 stiedné diferencovany (stfedni anaplazie) (Gleason 5-6)
G344 nizce diferencovany/nediferencovany (vyrazna anaplazie)

(Gleason 7-10)

ROZDELENi DO STADIi

Stadium 1 T1. T2a NO MO
Stadium 1T T2b. T2c NO MO
Stadium TIT T3 NO MO
Stadium IV T4 NO MO
jakékoliv T N1 MO
jakékoliv T jakékoliv N M1

Zdroj: TNM Klasifikace gesky geklad UZISCR, 2011.
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9.2 Tabulka zjisténych klinickych dat a stanovenych hodnot

73



61 G2 G34 z & &
-]
3 3
o <
g H 3 gi8/3 P | =

A : T 121888 olqlelelnlelels iz | 3
g (#1358 T I H T TE) glolulule] |alululzle| B2 | B |2|8|8|88
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1 7.1.1958 12.5.2011 5338 | 1| o]o| 7] of of of of of 1] o] of o of o] 1] of o of of o] 1] o 1040 | pr2c 0] 0[0[0]0
1
2 4.2.1948 16.5.2011 6332 o] 1][o|6] of of of of 1] o] o] of o of of 1] of o of of 1] of of 493 pT2a | 0 of1]o0
2
3 21.8.1944 11.5.2011 6676 | 0| o] 1] 7] of of of of of 1] of of of 4] of of of 1] o o o 1] of of 3s8s pt3b [0 0000
3
4 11.7.1943 27.4.2011 6784 | o] o] 1] 7] of of of of of 1] of of of 4] of of of 1] o of of 1] of of e84 pr2c [o|ofofofo
4
5 | 18.11.1957 2.5.2011 5349 [ 1[ofo] 7] of of of of of 1] of of of 4] of of of 1] o of of 1] of of 1948 | pr2c [0 o0[0[0]0O
5
6 | 18.11.1957 2.5.2011 5349 [ 1[of[o] 7] of of of of of 1] of of of 4] of of of 1] o of of 1] of of 1948 | pr2c [0 o0[0[0]0
6
7 30.9.1939 24.8.2011 7195 [o|o[1]6] of of of of 1] o] o] of o of of 1] of o ol of 1] of of 904 pr2c [o|ofofofo
7
8 | 20.11.1957 | 18.8.2011 5378 | 1o o] 8] of of of of of of 1] of o of of 1] of o of of of of 1] 3090 [ pm3a|0]0[0[0]0
8
9 27.7.1952 22.9.2011 5919 [o| 1[o]6] of of of of 1] o] o] of o of of 1] of o of of 1] of of 1098 | pr2c|0]o0f[0][0]0
9
10 | 10.6.1939 8.7.2011 7213 [o| o[ 1] 7] of of of of of 1] o] of o of of 1] of o of of of 1] of 1488 | pr2c [0 o0[0[0]0
10
11 | 20.8.1951 9.5.2011 5976 | o] 1] o] 7] of of of of of 1] of of of 3] of of 1] of o of of of 1] of 1140 | pr2c [0 0[0[0]0O
11
12 8.5.1945 17.8.2011 6632 | o] o] 1] 7] of of of of of 1] of of of 3] of of 1] of o of o of 1] of =23 pT2a [0 o]0 1] 0
12
13 | 25.11.1938 | 26.5.2011 7255 [ o[ o[ 1] 7] of of of of of 1] of of of 3] of of 1] of o of of of 1] of 951 pr2c [o|ofofofo
13
14 | 20.10.1937 7.9.2011 7393 (oo 1] 7] of of of of of 1] of of of 3] of of 1] of o of of of 1] of 1080 | pr2c [0 o0[0f[0]0
14
15 8.8.1961 4.7.2011 4994 [1[ofo]7] of of of of of 1] of of of 3] of of 1] of o of o of 1] o es3 pr2c [o|ofofofo
15
16 5.2.1945 31102011 | 6678 | 0| o] 1] 8| of of of of of of 1 of of 3] of of 1] of o of of of of 1] 942 pT3a [0 o[ o[ o0 0
16
17 | 31.1.1954 1.11.2011 5779 [ o[ 1] o] 7] of of of of of 1 of of of 3] of of 1] of o o of of 1] of 330 pT2a [0 o[ o[ 1] 0
17
18 19.9.1967 11.7.2011 4384 [ 1]/0|0|6| 0o of of of 1f of of o| of 3| of of 1| o © 0| o 1| 0| of mMereno | pT1a 1|0 0|00
18
19 | 24121953 | 29112011 | 5797 [0 | 1] o] 6| of o] of of 1] of of of o 3] of of 1] of o ol of 1] of of 401 pT3a [0 00|00
19
20 | 1431948 | 28112011 | 6375 |o| 1|0 6| o] of of of 1] of of of of 3] of of [ of o of of 1] of of 1570 [ pr2a o000 1]0
20
21 [ 23.6.1942 15112011 | 6944 |o|o| 1|7 [ o] o] of of of 1] of of of 4] of of of 1] o of of 1] of of 1930 | pr2c [0 o0f[0[0]0
21
22 [ 22.7.1945 10.1.2011 6552 | 0| o] 1] 7] of of of of of 7[ of of of 4] of of of 1] o ol o 1] of of 420 pT2a [0 o]0 1] 0
22
23 [ 29.4.1953 24.1.2011 5778 | o[ 1] o] 6] of of of of 1] of of of of 3] of of 1] of o of of 1] of of 1690 | pr2c [0 o0[0[0]0
23
24 [ 11.2.1955 7.2.2011 5603 | 0| 1]0o] 7] of of of of of 1] of of of 3] of of 1] of o of of of 1 of 482 pT2c [o|ofofofo
24
25 | 23.4.1956 2432011 5495 [ 1[of[o] 7] of of of of of 1] of of of 4] of of of 1] o of of 1] of of 1800 [pr2b | 00001
25
26 | 30.7.1951 28.2.2011 5962 | 0| 1] o] 7] of of of of of 1] of of of 3] of of 1] of o o of of 1] of 809 pr2c [o|ofofofo
26
27 | 12.7.1937 28.2.2011 7368 o] o] 1]6] of of of of 1] of of of of 3] of of 1] of o o o 1] of of 300 pT2a [0 o[ o[ 1[0
27
28 | 17.2.1949 132011 6207 |o| 1] o] 8] of of of of of of 1] of of 4] of of of 1] o of of of 1] of 2050 | pr2c [0 o0[0[0]0O
28
29 [ 19.7.1948 11.1.2011 6252 | o] 1][o|6| of of of of 1] of of of of 3] of of 1] of o o o 1] of of 789 pT2a [0 o[ o[ 1] 0
29
30 | 14.7.1945 21.9.2011 6623 | o] o] 1]8] of of of of of of 1] of of 4] of of of 1] o of of of 1] of 1350 | pr2c [0 o0[0[0]0
30
31 [ 11.2.1944 23.2011 6720 | o] o] 1] 7] of of of of of 1] of of of 3] of of 1] of o of of of 1] of 1900 | pr2c [0 0[0[0]0
31
32 [ 19.6.1948 23.2011 6274 | o] 1] o] 7] of of of of of 1] of of of 3] of of 1] of o o of of 1] of =88 pt2c [o|ofofofo
32
33 [ 26.6.1950 1032011 6075 | o] 1[o]6] of of of of 1] of of of of 3] of of 1] of o of o 1] of of 744 pr2c [o|ofofofo
33
34 | 11.12.1950 9.3.2011 6028 | o] 1][o] 7] of of of of of 1] of of of 3] of of 1] of o o of of 1] of es2 p2c [o|ofofofo
34
35 8.6.1955 2132011 5582 | 0| 1] 0] 7] of of of of of 1] of of of 4] of of of 1] o o o 1] of o s=s0 pr2c [o|ofofofo
35
36 | 16.2.1946 2232011 6514 | o] o] 1] 7] of of of of of 1] of of of 4] of of of 1] o of of 1] of of 1330 [ pr3c|0]0[0[0]0O
36
37 | 181.1944 2432011 6722 [ o] o[ 1] 7] of of of of of 1] of of of 4] of of of 1] o o of 1] of of e01 pt2c [o|ofofofo
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37
38 5.2.1948 26.4.2011 63.26 0 1 0 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 9.00 pT2c 0 0 0 0 0
38
39 4.11.1951 11.5.2011 59.56 0 1 0 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 4 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 9.91 pT3b 0 0 0 0 0
39
40 13.9.1943 28.4.2011 67.67 0 0 1 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 8.13 pT2c 0 0 0 0 0
40
41 3.6.1953 23.5.2011 58.01 0 1 0 9 0 0 0 0 0 0 0 1 0 4 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 13.73 pT3b 0 0 0 0 0
41
42 11.5.1949 26.9.2011 62.42 0 1 0 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 13.50 pT2c 0 0 0 0 0
42
43 30.9.1951 27.9.2011 60.03 0 1 0 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 13.30 pT2c 0 0 0 0 0
43
44 8.5.1941 11.10.2011 70.47 0 0 1 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 4 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 9.88 pT2c 0 0 0 0 0
44
45 28.12.1941 15.9.2011 69.76 0 0 1 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 11.59 pT2c 0 0 0 0 0
45
46 10.2.1949 5.9.2011 62.61 0 1 0 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 25.20 pT2c 0 0 0 0 0
46
47 17.6.1943 5.10.2011 68.35 0 0 1 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 11.77 pT2c 0 0 0 0 0
47
48 10.4.1952 17.10.2011 59.56 0 1 0 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 4 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 9.97 pT2c 0 0 0 0 0
48
49 4.3.1953 20.10.2011 58.67 0 1 0 8 0 0 0 0 0 0 1 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 17.20 pT2c 0 0 0 0 0
49
50 19.12.1939 25.1.2011 71.15 0 0 1 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 8.84 pT2c 0 0 0 0 0
50
51 16.5.1947 16.11.2011 64.55 0 1 0 8 0 0 0 0 0 0 1 0 0 4 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 12.10 pT3a 0 0 0 0 0
51
52 5.7.1944 8.8.2011 67.14 0 0 1 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 5.60 pT3b 0 0 0 0 0
52
53 1.4.1958 9.1.2012 53.81 1 0 0 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 4.03 pT2c 0 0 0 0 0
53
54 25.7.1960 16.1.2012 51.51 1 0 0 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 9.46 pT2c 0 0 0 0 0
54
55 17.12.1946 5.1.2012 65.10 0 0 1 8 0 0 0 0 0 0 1 0 0 4 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 9.71 pT3b 0 0 0 0 0
55
56 6.9.1939 11.1.2012 72.40 0 0 1 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 9.55 pT2c 0 0 0 0 0
56
57 2.5.1942 29.8.2011 69.37 0 0 1 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 11.36 pT2c 0 0 0 0 0
57
58 12.5.1943 28.3.2011 67.92 0 0 1 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 10.00 pT2c 0 0 0 0 0
58
59 25.9.1944 6.2.2012 67.41 0 0 1 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 6.00 pT3a 0 0 0 0 0
59
60 8.2.1949 30.1.2012 63.02 0 1 0 8 0 0 0 0 0 0 1 0 0 4 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 3.70 pT3a 0 0 0 0 0
60
61 10.6.1946 7.2.2012 65.71 0 0 1 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 737 pT2c 0 0 0 0 0
61
62 19.1.1952 7.2.2012 60.09 0 1 0 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 20.40 pT2c 0 0 0 0
62
63 2.4.1962 12.12.2011 49.73 1 0 0 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 10.00 pTlc 0 0 1 0 0
63
64 14.10.1948 13.12.2011 63.21 0 1 0 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 7.02 pT2a 0 0 0 1 0
64
65 13.7.1945 7.12.2011 66.45 0 0 1 9 0 0 0 0 0 0 0 1 0 5 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 5.48 pT3b 0 0 0 0 0
65
66 15.12.1942 5.12.2011 69.02 0 0 1 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 9.19 pT2a 0 0 0 1 0
66
67 18.10.1940 30.11.2011 71.16 0 0 1 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 5.78 pT2a 0 0 0 1 0
67
68 29.3.1940 11.4.2011 71.08 0 0 1 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 6.80 pT2c 0 0 0 0 0
68
69 4.4.1952 3.10.2011 59.54 0 1 0 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 30.64 pT2a 0 0 0 1 0
69
70 9.3.1943 8.12.2011 68.80 0 0 1 8 0 0 0 0 0 0 1 0 0 4 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 10.24 pT3a 0 0 0 0 0
70
71 25.5.1963 3.1.2012 48.64 1 0 0 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 3.30 pT2c 0 0 0 0 0
71
72 1.6.1948 4.1.2012 63.64 0 1 0 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 4.74 pT2c 0 0 0 0 0
72
73 21.2.1949 22.8.2011 62.54 0 1 0 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 6.70 pT2c 0 0 0 0 0
73
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74 26.9.1941 14.2.2012 70.43 0 0 1 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 13.30 pT3a 0 0 0 0 0
74
75 1.8.1944 16.2.2012 67.59 0 0 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 4 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 6.69 pT2c 0 0 0 0
75
76 28.4.1953 13.2.2012 58.84 0 1 0 8 0 0 0 0 0 0 1 0 0 4 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 4.71 pT3b 0 0 0 0 0
76
77 17.8.1942 20.2.2012 69.56 0 0 1 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 4 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 6.52 pT3a 0 0 0 0 0
77
78 9.5.1946 27.2.2012 65.85 0 0 1 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 7.21 pT3a 0 0 0 0 0
78
79 7.3.1955 22.2.2012 57.00 0 1 0 9 0 0 0 0 0 0 0 1 0 4 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 14.50 pT2c 0 0 0 0 0
79
80 23.2.1946 29.2.2012 66.06 0 0 1 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 6.25 pT2c 0 0 0 0 0
80
81 24.3.1962 1.3.2012 49.97 1 0 0 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 55.95 pT3b 0 0 0 0 0
81
82 8.5.1949 6.3.2012 62.87 0 1 0 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 9.55 pT2c 0 0 0 0 0
82
83 16.4.1953 10.4.2012 59.02 0 1 0 9 0 0 0 0 0 0 0 1 0 4 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 6.33 pT3b 0 0 0 0 0
83
84 1.10.1946 11.4.2012 65.57 0 0 1 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 7.04 pT2c 0 0 0 0 0
84
85 4.9.1941 17.4.2012 70.67 0 0 1 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 7.35 pT3a 0 0 0 0 0
85
86 1.7.1947 26.4.2012 64.87 0 1 0 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 4 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 34.77 pT2C 0 0 0 0 0
86
87 26.4.1940 26.4.2012 72.05 0 0 1 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 6.70 pT2a 0 0 0 1 0
87
88 27.5.1945 24.4.2012 66.96 0 0 1 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 5.83 pT2c 0 0 0 0 0
88
89 25.2.1952 16.4.2012 60.18 0 1 0 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 12.01 pT2c 0 0 0 0 0
89
90 6.10.1956 25.4.2012 55.59 0 1 0 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 4 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 11.26 pT2c 0 0 0 0 0
90
91 4.4.1944 24.4.2012 68.10 0 0 1 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 18.53 pT3a 0 0 0 0 0
91
92 1.3.1949 27.3.2012 63.12 0 1 0 9 0 0 0 0 0 0 0 1 0 4 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 13.19 pT3a 0 0 0 0 0
92
93 5.1.1952 13.3.2012 60.23 0 1 0 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 4 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 8.54 pT3a 0 0 0 0 0
93
94 1.3.1949 27.3.2012 63.12 0 1 0 9 0 0 0 0 0 0 0 1 0 4 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 13.19 pT3a 0 0 0 0 0
94
95 4.4.1944 24.4.2012 68.10 0 0 1 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 18.53 pT3a 0 0 0 0 0
95
96 6.10.1956 25.4.2012 55.59 0 1 0 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 4 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 11.26 pT2c 0 0 0 0 0
96
97 25.2.1952 16.4.2012 60.18 0 1 0 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 12.01 pT2c 0 0 0 0 0
97
98 27.5.1945 24.4.2012 66.96 0 0 1 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 5.83 pT2c 0 0 0 0 0
98
99 24.12.1946 14.3.2012 65.27 0 0 1 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 10.05 pT2c 0 0 0 0 0
99
100 20.9.1945 3.4.2012 66.58 0 0 1 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 4 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 13.70 pT2a 0 0 0 1 0
100
101 30.9.1952 2.4.2012 59.55 0 1 0 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 8.65 pT2c 0 0 0 0 0
101
102 5.4.1953 26.3.2012 59.01 0 1 0 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 4 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 12.46 pT3a 0 0 0 0 0
102
103 27.10.1953 28.3.2012 58.46 0 1 0 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 7.89 pT2c 0 0 0 0 0
103
104 4.11.1950 2.5.2012 61.53 0 1 0 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 7.98 pT2c 0 0 0 0 0
104
105 8.3.1960 17.5.2012 52.23 1 0 0 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 7.64 pT2C 0 0 0 0 0
105
106 21.7.1947 14.6.2012 64.95 0 1 0 7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 4 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 16.35 pT3b 0 0 0 0 0
106
107 16.10.1949 23.5.2012 62.64 0 1 0 8 0 0 0 0 0 0 1 0 0 4 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 6.97 pT3b 0 0 0 0 0
107
108 8.8.1946 29.5.2012 65.85 0 1 0 6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 13.91 pT2a 0 0 0 1 0
108
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1/0|0|0]0 neni 12.9.2011 5.10.2011 1z z 27.670 23.670 24.485 24.500 16.000 9.095 9.000 30.935 41.260 0.000780
i T 27.730 24.355 25.865 25.800 10.375 3.643 3.811 29.080 33.535 0.045594| 0
o|jo0ojo0oj0|oO neni 31.8.2012 neni 2z z 27.145 23.920 24.460 23.895 9.350 6.431 9.514 25.485 37.445 0.000251
2T T 26.010 23.775 25.050 24.405 4.708 1.945 3.042 22.850 30.395 0.005355| 0
o|o0j1j0/|0 neni 3.10.2012 neni 3z z 27.740 22.705 24.875 24.250 32.786 7.285 11.236 32.070 38.205 0.014229
3T T 28.785 24.645 26.035 25.175 17.630 6.727 12.210 35.405 neni Ct 0.000000| O
1/0|0|0]0 neni 27.4.2011 8.6.2011 4z z 26.645 22.170 22.865 23.225 22.239 13.737 10.703 29.965 38.750 0.002267
417 T 28915 24.385 27.065 25370 23.103 3.605 11.672 33.170 40.990 0.004425| 0
1/0|0|0]0 neni 25.10.2012 neni 5z z 26.035 23.005 24.595 23.995 8.168 2713 4.112 24.180 34.570 0.000745
5T T 25.565 23.200 24.565 23.655 5.152 2.000 3.758 23.740 29.850 0.014478| 0
1/0|0|0]0 neni 25.10.2012 neni 6Z z 26.215 23.760 23.885 24310 5.483 5.028 3.745 23375 35.125 0.000290
6T T 25.815 22.675 24.585 23.250 8.815 2346 5918 22.385 30.515 0.003570| 1
1/0|0|0]0 neni 16.11.2012 neni 7z z 25.795 22.080 24.090 22.795 13.132 3.260 8.000 24.800 32.775 0.003975
as T 26.105 23.415 24.285 23.965 6.453 3.531 4.408 25.255 32.285 0.007652| 0O
oj1(0j0]|0O0 neni 15.9.2012 neni 8Z z 25.285 23.035 23.125 23.215 4.757 4.469 4.199 24.940 33.005 0.003734
8T T 25.735 23.710 24.955 24.070 4.070 1717 3.171 22.490 27.065 0.041955| 0
1(0| 0| 0] 0] neni 8.11.2012 neni 9z z neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct 28.820 37.740 0.002064
9T T 25.185 21.135 23.700 22.640 16.564 2.799 5.836 26.930 37335 0.000738| 0
1/0|0|0]O0 neni 7.1.2013 neni 10z z 26.610 22.680 23.440 22.870 15.242 9.000 13.361 32.615 40.900 0.003206
10T T 26.285 21.555 26.175 24.385 26.538 1.079 3.732 34.875 36.425 0.341510| O
1/0|0|0]0 neni 15.6.2013 neni 11z z 25.855 22.715 24.030 23.090 8.815 3.543 6.797 22.790 30.850 0.003747
11T T 37.095 31.130 36.170 35.585 62.466 1.899 2.848 22345 29.395 0.007546| 0
o|o0ojo0j0|oO neni 15.9.2012 neni 12z z 26.520 21.380 23.720 22.475 35.261 6.964 16.507 28.080 38.390 0.000788
127 T 27.765 24.020 25.715 24.725 13.408 4.141 8.225 29.720 36.215 0.011087| 0
1/0|0|0]0 neni 11.7.2013 neni 13z z 29.095 23.785 25.815 26.375 39.671 9.714 6.589 33.360 36.425 0.119493
137 T 27.400 23315 24.365 24.325 16.971 8.196 8.427 30.735 34.455 0.075887| 0
1(0| 0| 0| 0] neni 27.7.2012 neni 14z| z neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct 34.155 40.440 0.012824
147 T 27.550 22.570 24.530 24.543 31.559 8.112 8.042 31.480 37.650 0.013888| 0
1/0|0|0]0 neni 12.2.2013 neni 152 z 30.395 26.105 27.230 26.738 19.562 8.969 12.619 34.025 neni Ct 0.000000
57| T 27.510 neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct 36.895 neni Ct 0.000000| O
oj|1(0j0]|0O neni 15.5.2013 neni 162 z 26.105 22.655 23.775 22.978 10.928 5.028 8.739 23.530 36.310 0.000142
16T T 29.650 25.165 28.555 26.328 22.393 2.136 10.004 26.465 35.255 0.002259| 0
ojo0ojo0ojo0|oO neni 15.4.2013 neni 172 z 26.230 23.615 23.670 23.253 6.126 5.897 7.876 20.960 37.340 0.000012
177 T 26.255 22.735 23.830 22.688 11.472 5.370 11.856 21.160 29.830 0.002455| 0
ojo0ojo0ojo0|oO neni 10.12.2012 neni 18z z 26.680 22.560 23.860 22.968 17.388 7.062 13.109 28.615 37.655 0.001900
18T T 27.670 24.020 25.755 24.778 12.553 3.771 7.426 31.070 38.160 0.007340| O
oj|1(0j0]|0O neni 15.7.2013 neni 19z z 26.960 23.130 24.120 23.243 14.221 7.160 13.155 24.090 33.450 0.001522
19T T 28.865 25.340 26.180 27.548 11.511 6.431 2.492 27.270 neni Ct 0.000000| O
o|jo0ojo0ojo0|oO neni 16.10.2012 neni 20z z 27315 21.745 22.625 22.538 47.505 25.813 27.427 26.850 35.450 0.002577
20T T 26.575 24.260 26.735 26.183 4.976 0.895 1.313 24.795 27.880 0.117848| 0
1(0| 0| 0] 0] neni 15.6.2013 neni 212 | z neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct 30.100 40.830 0.000589
21T | T neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct 32.255 32.920 0.630689| 1
o|jo0ojo0ojo0|oO neni 16.1.2013 neni 22z z 26.315 24.135 25.665 23.738 4.532 1.569 5.969 22.730 32.980 0.000821
2217 T 26.490 24.380 32.845 25.588 4317 0.012 1.869 25.630 32.265 0.010062| O
1/0|0|0]0 neni 15.1.2013 neni 23z z 25.555 22.120 26.330 23.358 10.815 0.584 4.587 22.365 33.155 0.000565
23T T neni Ct 24.770 27.970 25.468 neni Ct neni Ct neni Ct 24.565 32.460 0.004201| O
1/0|0|0]0 neni 15.8.2012 neni 24z z 26.025 22375 24.720 22.843 12.553 2471 9.079 22.275 35.610 0.000097
241 T 25.715 22.590 25.280 23.778 8.724 1.352 3.830 22.890 27.955 0.029873| 0
ojo0ojojo0|oO neni 24.3.2011 15.5.2011 252 z 25.680 22320 24.603 23.713 10.267 2.110 3.911 26.505 37.955 0.000357
25T T 26.845 22.840 25.868 23.943 16.056 1.969 7.477 28.790 34.890 0.014579| 0
1/0|0|0]0 neni 25.10.2012 neni 267 z 26.220 22345 23.248 22.888 14.672 7.849 10.074 22.400 29.700 0.006346
26T T 26.430 23.045 23.448 24.218 10.447 7.904 4.635 23.860 27.740 0.067921| 0
ojo0ojojo0|oO neni 5.2.2013 neni 27z z 26.475 22.420 24353 23.533 16.622 4.354 7.687 25.050 36.355 0.000395
27T T 27.165 22.965 24.703 23.638 18.379 5.512 11.531 29.120 31.955 0.140146| 1
1/0|0|0]0 neni 15.2.2013 neni 282 z 25.890 21.475 22433 21.513 21.333 10.985 20.785 25.410 30.760 0.024518
28T T 26.755 23.170 24.553 25.058 12.000 4.603 3.243 24.840 27.845 0.124568| 0
ojojojoj|oO0 neni 19.12.2012 neni 29z z 26.400 22.225 24.953 23.393 18.063 2.727 8.042 21.980 28.750 0.009163
29T T 26.405 21.685 24.063 22.748 26.355 5.072 12.619 22.425 26.935 0.043889| 0
1/0|0|0]O0 neni 15.10.2012 neni 30z z 27.245 24.690 25.943 25.103 5.877 2.467 4.415 24.275 32.495 0.003354
30T T 27.215 23.040 24.863 24.758 18.063 5.107 5.493 22.045 29.515 0.005640| 0
1/0|0|0]0 neni 23.7.2013 neni 31z z 27315 22.055 23.638 22.788 38.319 12.795 23.063 26.190 31.355 0.027873
31T T 26.035 23.285 24.263 24.268 6.727 3.416 3.405 22.205 27.270 0.029873| 0
1/0|0|0]O0 neni 29.5.2012 neni 32z z 25.580 23.255 23.443 23.358 5.011 4.400 4.667 24.845 32.400 0.005318
3217 T 27.755 24.715 25.528 25.903 8.225 4.683 3.611 28.050 33.380 0.024861| 0
1/0|0|0]0 neni 15.12.2012 neni 33z z 25.380 23.295 23.918 23.438 4.243 2.756 3.844 21.610 32.190 0.000653
33T T 24.580 22.935 24.143 23.958 3.127 1.354 1.540 21.455 27.175 0.018972| 1
1/0|0|0]0 neni 5.6.2012 neni 34z z 25.235 22.855 23.778 23.408 5.205 2.746 3.549 23.295 30.955 0.004944
341 T 26.255 25.010 24.728 24.123 2370 2.883 4.385 23.345 29.705 0.012174| 0
1/0|0|0]O0 neni 26.2.2013 neni 35z z 26.460 23.625 24.498 23.753 7.135 3.897 6.532 21.995 31.060 0.001867
35T T 26.555 23.385 24.063 23.993 9.000 5628 5.907 22.615 28.340 0.018906| 0
ojojoj1]0 neni 7.11.2012 neni 36Z z 26.800 21.970 25.163 22.923 28.443 3.111 14.698 24.205 40.205 0.000015
36T T 25.895 23.255 25.658 24.138 6.233 1.179 3.381 25.855 40.805 0.000032| 0
1/0|0|0]0 neni 19.11.2012 neni 37z z 28.895 23.800 25.923 24.738 34.178 7.849 17.846 29.965 35.205 0.026461
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37T T 27.005 23.575 24.693 24.323 10.778 4.967 6.420 29.370 31.005 0.321970| 0
1/0|0|0]O0 neni 26.2.2013 neni 382 z 27.160 22.955 24.433 24333 18.443 6.623 7.098 23.685 33.120 0.001445
38T T 25.980 23.165 24.593 24.263 7.037 2,616 3.289 23.870 29.800 0.016402| 0
o|o0j1j0/|0 neni 28.2.2012 16.5.2013 39z z 29.280 24.430 26.948 26.003 28.840 5.037 9.697 32.720 36.430 0.076415
39T | T neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct 34.175 34.355 0.882703| 0
1(0| 0| 0| 0] neni | 1511.2012 neni 40z | z neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct 32.040 38.855 0.008881
40T | T neni Ct neni Ct neni Ct 27.238 neni Ct neni Ct neni Ct 29.905 35.605 0.019237| 0
o|o0j1j0/|0 neni 2.1.2013 neni 41z z 25.950 22.905 23353 23.508 8.253 6.052 5.436 22.030 35.855 0.000069
41T T 25310 21.960 23.713 22.878 10.196 3.026 5.398 23.300 27.520 0.053660| 0O
1(0| 0| 0] 0] neni 7.12.2012 neni 42z z neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct 23.710 30.795 0.007366
42T T 25.840 23.835 25.988 neni Ct 4.014 0.903 neni Ct 21.075 25.780 0.038340| 0
1/0|0|0]0 neni 19.10.2012 neni 43z z 26.875 22.725 23.748 23.983 17.753 8.739 7.426 23.915 31.175 0.006524
43T T 26.575 22.640 23.523 23.968 15.295 8.296 6.094 22.760 28.120 0.024349| 0
1/0|0|0]0 neni 15.11.2012 neni 44z z 26.760 22.680 25.348 24.618 16.912 2.662 4.415 21.625 25.975 0.049037
441 T 25.825 22.810 24913 24.108 8.084 1.882 3.289 22.115 26.800 0.038875| 0
1(0| 0| 0| 0] neni 9.11.2012 neni 452 | z neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct 36.730 41.285 0.042541
45T | T neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct 34.280 neni Ct 0.000000| O
1/0|0|0]0 neni 7.5.2012 neni 46Z z 25.265 27.185 neni Ct 26.248 0.264 neni Ct 0.506 29.945 36.135 0.013697
46T | T neni Ct neni Ct 25.933 neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct 25.925 31.540 0.020404| 0
1/0|0|0]0 neni 18.7.2012 neni 472 z 26.715 22.380 22.848 24.153 20.182 14.596 5.907 30.525 37.065 0.010746
47T T 27.430 23.055 24.923 24.388 20.749 5.686 8.239 32.815 34.695 0.271684| 0
1/0|0|0]0 neni 30.1.2013 neni 482 z 25.645 22.620 23.403 23373 8.140 4.732 4.832 22.530 30.425 0.004201
48T T 25.905 21.680 23373 23.778 18.700 5.786 4370 24.435 31.140 0.009585| 0
1(0| 0| 0| 0] neni 15.2.2012 neni 49z | z neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct 36.600 41.580 0.031686
49T | T neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct 31.675 neni Ct 0.000000| O
1/0|0|0]0 neni 14.1.2013 neni 50z z 27.230 23.290 24.548 24.128 15.348 6.420 8.589 23.770 33.100 0.001554
50T T 26.575 23.090 24.178 23.883 11.197 5.269 6.464 23.820 31.770 0.004044| 0
o|1(0j0]O0 neni | mezi16/11/11 a 20312 20.3.2012 51z z 27.320 24.295 25.158 25373 8.140 4.477 3.857 32.000 33.075 0.474671
51T T 26.720 21.790 23.438 23.508 30.484 9.730 9.270 31.885 35.960 0.059334| 1
o|o0j1j0/|0 neni 7.2.2013 neni 52z z 25.005 22.565 23.408 23.558 5.426 3.026 2.727 23.940 37.215 0.000101
52T T 26.230 23.490 25.243 24.128 6.681 1.983 4.295 25.740 32.865 0.007164| 0
1/0|0|0]0 neni neni neni 53z z 25.885 22.115 23.098 22.083 13.642 6.904 13.953 25.210 30.985 0.018262
53T T 25.740 22.455 23.573 23.178 9.747 4.492 5.907 23.780 28.925 0.028262| 0
1/0|0|0]0 neni 20.2.2013 neni 54z z 26.665 22370 22973 22.568 19.630 12.929 17.119 26.115 39.455 0.000096
54T T 26.570 21.630 21.258 22423 30.696 39.739 17.722 25.065 29.000 0.065380| 0
0| 0|1]|0]| 0| neni 12.7.2012 neni 552 | z neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct 37.570 neni Ct 0.000000
55T | T neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct 37.480 neni Ct 0.000000| 1
1/0|0|0]0 neni 15.3.2012 neni 56Z z 26.780 27.085 25.483 26.998 0.809 2458 0.860 28.535 34.410 0.017039
56T T 26.905 26.080 26.408 26.838 1.772 1.412 1.048 30.075 35.660 0.020833| 0
1/0|0|0]0 neni 12.1.2012 15.7.2012 57z z 26.110 25.900 24.948 25.863 1.157 2.238 1.187 24.805 32.585 0.004550
57T T 26.250 26.840 23373 27.928 0.664 7.349 0313 24610 28.775 0.055746| 1
1/0|0|0]0 neni 15.12.2012 neni 582 z 27.350 25.990 24.983 27.593 2.567 5.160 0.845 33.830 39.385 0.021271
58T T 27.145 26.380 24.233 26.928 1.699 7.529 1.163 28.205 31.855 0.079660| 0
oj1(0j0]O0 neni 30.11.2012 neni 592 z 26.450 25.170 22.238 27.098 2428 18.539 0.638 22.920 28.250 0.024861
59T T neni Ct 27.105 23.228 28.183 neni Ct neni Ct neni Ct 24.450 33.385 0.002043| 1
oj1(0j0]O0 neni 1.7.2013 neni 60Z z 27.450 26.735 23.153 27.643 1.641 19.664 0.875 25.555 31.675 0.014378
60T T 27.595 26.265 22.613 27.198 2514 31.614 1317 23.260 26.935 0.078292| 0
1/0|0|0]0 neni 7.1.2013 neni 61Z z 26.975 26.235 23.813 27.958 1.670 8.954 0.506 24.945 31.720 0.009131
61T T 29.430 28.050 23.288 29.838 2.603 70.644 0.754 33.790 36.855 0.119493| 0
1/0|0|0]0 neni 21.1.2013 neni 627 z 26.035 27.470 25.333 27.088 0.370 1.627 0.482 23.975 34.580 0.000642
62T T 25.555 24.325 23.188 25.828 2346 5.160 0.828 25.980 29.670 0.077482| 0
ojo0ojojo0|oO neni 7.12.2012 neni 63Z z 25.805 24.605 23.403 26.378 2.297 5.287 0.672 20.890 31.760 0.000534
63T T 26.200 25.700 25.033 28.113 1414 2.246 0.266 22.745 26.655 0.066523| 0
ojojojo0|oO neni 15.4.2012 neni 647 z 26.875 25.215 23.018 26.633 3.160 14.495 1.183 23.575 34.895 0.000391
64T T 25.075 23.550 23.203 26.408 2.878 3.662 0.397 20375 26.760 0.011965| 0
o|o0j1]0]0 neni 28.11.2012 neni 652 z 26.805 26.620 22.993 29.418 1137 14.050 0.164 25.265 32.270 0.007785
65T T 26.655 28.995 21.258 29.563 0.198 42.151 0.133 26.455 31.950 0.022174| 0
ojo0ojo0ojo0|oO neni 5.12.2012 neni 66Z z 26.220 25.560 25.573 27.383 1.580 1.566 0.447 21.780 35.210 0.000091
66T T 25.695 26.850 25.803 29.418 0.449 0.928 0.076 21.355 27.465 0.014478| 0
ojojojo0|oO neni | mezi 301111 a 17712 17.7.2012 672 z 27.275 27.010 27.468 27.643 1.202 0.875 0.775 29.075 34.280 0.027111
67T T 26.710 25.740 27.378 27.513 1.959 0.630 0.573 24.445 30.620 0.013840| 0
1/0|0|0]O0 neni 15.2.2013 8.3.2012 68Z z 26.320 26.785 27.188 26.953 0.724 0.548 0.645 22.720 31.940 0.001677
68T T 26.015 24.580 25.293 25.438 2.704 1.650 1.492 24.770 29.290 0.043586| 1
o|o0ojo0ojo0|oO neni 11.12.2012 neni 692 z 26.255 26.890 26.523 27.348 0.644 0.831 0.469 24.615 32.805 0.003424
69T T 26.070 26.470 26.518 27313 0.758 0.733 0.423 24.270 33.105 0.002190| 0
o|1(0]0]0 neni 8.12.2011 20.1.2012 70z z 26.805 26.580 26.263 26.843 1.169 1.456 0.974 24.420 31.950 0.005411
70T T 26.995 26.590 26.793 26.818 1324 1.151 1.131 23.590 29.240 0.019915| 0
1/0|0|0]0 neni 15.1.2013 neni 71z z 27.025 25.445 25.413 26.078 2.990 3.058 1.929 28.195 35.045 0.008669
71T T 27.055 24.460 25973 26.018 6.042 2.118 2,053 29.105 31.815 0.152830| 0
1/0|0|0]O0 neni 21.1.2013 neni 72z z 28.560 26.075 26.163 26.488 5.598 5.269 4.206 31.460 35.580 0.057512
72T T 27.255 26.455 27.608 26.783 1.741 0.783 1.388 31.905 32415 0.702222| 0
1/0|0|0]0 neni 19.7.2012 neni 73z z 26.130 25.355 26.093 26.398 1.711 1.026 0.831 21.665 26.045 0.048027
73T T 27.235 26.490 28.008 27.228 1676 0.585 1.005 22.070 26.630 0.042394| 0
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o|1(0j0]0O neni 25.10.2012 neni 742 z 29.390 27.090 25.943 26.953 4.925 10.909 5.417 34.840 neni Ct 0.000000
741 T 32.850 28.020 29.303 28.203 28.443 11.692 25.063 38.370 neni Ct 0.000000| O
1/0|0|0]0 neni 15.12.2012 neni 752 z 26.050 25.860 25.488 25.558 1.141 1.477 1.407 30.020 38.150 0.003570
75T T 25.765 24310 23.913 25.148 2.742 3.611 1.534 23.180 27.460 0.051474| 0
o|o0j1j0/|0 neni 13.9.2012 neni 762 z 27.025 22.100 23.305 22.713 30.379 13.177 19.870 27.525 36.660 0.001779
76T T 26.510 22.930 24.195 23.033 11.959 4.976 11.139 26.295 29.790 0.088695| 0
oj1(0j0]|0O0 neni 7.9.2012 neni 772 z 25.870 24.945 25.345 25.178 1.899 1.439 1616 29.015 35.700 0.009719
77T T 25.005 25.575 27.825 25.233 0.674 0.142 0.854 24.655 31.095 0.011518| 0
0| 1(0| 0] 0| neni 11.4.2012 21.11.2012 | 782 | Z neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct 26.590 34.545 0.004030
78T T 26.505 25.030 25.200 24.878 2.780 2471 3.090 25.520 27.295 0.292194| 0
1/0|0|0]0 neni 25.1.2013 neni 792 z 25.425 24.405 25.225 26.868 2.028 1.149 0.368 22.060 30.240 0.003448
79T T 26.815 28.055 28.145 28.248 0.423 0.398 0.370 22.550 26.430 0.067921| 0
1/0|0|0]0 neni 15.12.2012 neni 80Z z 27.850 22.480 23.380 24.318 41.355 22.162 11.571 35.360 39.470 0.057912
80T T 26.800 21.995 27.605 28.868 27.954 0.572 0.239 37.900 40.050 0.225313| 0
o|o0j1]0/|0 neni 1.3.2012 13.4.2012 81Z z 27.465 27315 22.655 23.643 1.110 28.051 14.148 35.675 neni Ct 0.000000
81T | T neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct 35.270 39.300 0.061214| 0
1/0|0|0]0 neni 13.9.2012 neni 82Z z 25.655 21.060 23.250 22.683 24.168 5.296 7.849 27.235 32.000 0.036778
82T T 32.790 26.490 27.245 27.303 78.793 46.689 44.864 26.500 29.900 0.094732| 0
o|o0oj1j0|0 neni 13.7.2012 neni 83Z z 26.155 24.175 26.380 25.008 3.945 0.856 2215 23.180 36.440 0.000102
83T T 25.410 23.295 26.550 24.958 4.332 0.454 1.368 23310 39.310 0.000015| O
1/0|0|0]0 neni 2.7.2012 neni 84Z z 25.305 22.405 25.495 24.093 7.464 0.877 2317 23.155 30.470 0.006280
84T T 25.175 22.405 25.360 24.903 6.821 0.880 1.208 23.455 28.210 0.037034| 1
o|1(0j0]O0 neni 25.11.2012 neni 85Z z 24.840 21.155 24.020 23.858 12.862 1.765 1.976 24.385 30.705 0.012517
85T T 25.615 22.100 24.120 24.093 11.432 2.819 2.873 23.190 28.970 0.018199| 0
1/0|0|0]0 neni neni neni 86Z z 25.960 20.075 21.665 22.218 59.096 19.630 13.385 31.540 42.190 0.000622
86T T 26.965 21.100 22.280 23.243 58.283 25.723 13.200 38.145 38.270 0.917004| 0
ojo0ojo0ojo0|oO neni 12.2.2013 neni 872 z 26.190 21.920 24.495 23.978 19.293 3.238 4.635 24.525 32.880 0.003054
87T T 25.735 23350 25.845 25.018 5.223 0.927 1.644 23.505 28.755 0.026278| 0
1/0|0|0]0 neni 15.1.2013 neni 88Z z 25.500 21.920 23.825 24.707 11.959 3.193 1.733 24.305 35.170 0.000536
88T T 25.275 21.650 25.805 24.097 12.338 0.693 2.263 23.195 29.310 0.014428| 0
1/0|0|0]0 neni 2.7.2012 neni 89Z z 25.245 20.870 23.245 23.842 20.749 4.000 2.645 24.805 33.630 0.002205
89T T 25.415 21.100 23.440 22.627 19.904 3.931 6.907 27.855 31.860 0.062284| 0
1/0|0|0]0 neni 23.1.2013 neni 90Z z 27.080 22.780 23.980 24.537 19.698 8.574 5.828 34.660 38.125 0.090559
90T T 28.095 23.590 25.305 26.587 22.706 6.916 2.844 36.390 35.335 2.077718| 0
oj|1(0j0]|0O neni 24.4.2012 1.6.2012 91z z 27.665 21.700 24.915 26.302 62.466 6.727 2572 34.140 neni Ct 0.000000
91T T 25.440 21.610 24.400 24.237 14.221 2.056 2302 24.735 28.530 0.072043| 1
oj|1(0j0]|0O neni 2.11.2012 neni 922 z 25.755 22.435 23.240 26.637 9.987 5.716 0.543 26.635 32.625 0.015734
92T T 25.560 22.225 24.785 24.447 10.091 1.711 2.163 23.580 29.180 0.020617| 0O
o|1(0j0]|0 neni 22.1.2013 neni 93z z 26.040 22.180 23.670 24.772 14.520 5.169 2.408 27.290 32.405 0.028856
93T T 26.805 22330 24.385 25.937 22.239 5.352 1.825 31.745 34.865 0.115023| 0
o|1(0j0]|0 neni 2.11.2012 neni 942 z 25.860 21.845 23.125 25.922 16.167 6.658 0.958 25.770 32.695 0.008229
94T T 25.375 21.795 23.815 24.467 11.959 2.949 1.876 21.740 26.925 0.027489| 1
o|1(0j0]|0 neni 24.4.2012 1.6.2012 952 z 27.980 22.565 24.840 26.732 42.666 8.815 2375 37.500 40.760 0.104386
95T T 26.220 21.460 23.815 24.582 27.096 5.296 3.112 27.040 28.960 0.264255| 1
1/0|0|0]0 neni 23.1.2013 neni 96Z z 30.670 26.925 26.930 27.332 13.408 13.361 10.112 39.810 neni Ct 0.000000
96T T 28.410 24.055 26.025 25.197 20.464 5.223 9.273 36.980 39.280 0.203063| 0
1/0|0|0]0 neni 2.7.2012 neni 972 z 24.515 20.270 23.320 21.587 18.961 2.289 7.611 26.600 33.860 0.006524
97T T 25.495 21.790 23.410 22.397 13.041 4.243 8.562 31.765 32.890 0.458502| 0
1/0|0|0]0 neni 15.1.2013 neni 982 z 25.410 21.645 24.355 24.467 13.595 2.078 1.923 25.745 34.150 0.002950
98T T 26.750 22.805 29.795 27.452 15.402 0.121 0.615 23.390 29.060 0.019641| 0
1/0|0|0]0 neni 15.11.2012 neni 992 z 25.835 22355 24.495 24.182 11.158 2.532 3.145 25.365 30.110 0.037292
99T T 25.410 22.240 25.765 23.282 9.000 0.782 4371 25.010 29.795 0.036272| 0
ojo0ojojo0|oO neni 11.9.2012 neni 100z| z 25.490 23.440 25.425 25.822 4.141 1.046 0.794 23.825 29.355 0.021642
100T| T 26.475 22325 25.075 23.212 17.753 2.639 9.600 23.695 29.145 0.022876| 0
1/0|0|0]0 neni 15.12.2012 neni 101z| z 25.790 21.725 23.300 26.607 16.737 5618 0.568 23.680 29.225 0.021418
01T T 25.190 22.540 24.365 24.602 6.277 1.772 1.503 23.500 26.605 0.116226| 0
o|1(0j0]|O0 neni 7.12.2012 neni 102z z 25.190 21.405 23.305 23.977 13.785 3.694 2318 27.670 29.130 0.363493
1021 T 25.255 22.130 23.705 23.432 8.724 2.928 3.538 26.760 28.600 0279322 0
1/0|0|0]O0 neni 1.3.2013 neni 103z| z 25.340 21.690 23.195 24.077 12.553 4.423 2.400 25.285 32.145 0.008609
103T| T 25.545 24.115 24.910 26.402 2.694 1.553 0.552 25.955 30.930 0.031796| 0
1/0|0|0]0 neni 17.9.2012 neni 104z| z 25.270 21.455 22.290 24.992 14.074 7.890 1.213 26.160 31.805 0.019984
104T| T 25.770 22.850 24.450 24.732 7.568 2.497 2.053 25.845 30.685 0.034915| 0
1(0| 0| 0| 0] neni 5.4.2013 neni 105z| z neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct 31.020 38.475 0.005699
105T| T neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct neni Ct 31.795 34.430 0.160985| 0
o|o0j1j0/|0 neni 24.8.2012 neni 106z| z 26.070 23.075 24.220 24.107 7.972 3.605 3.899 24.630 26.905 0.206613
106T| T 25.135 22510 24.635 24.277 6.169 1414 1.813 24.685 28.185 0.088388| 0
o|jo0j1j0/|0 neni 27.9.2012 neni 107z| z 26.130 22.685 22.930 23.892 10.891 9.190 4.717 28.035 30.700 0.157672
1077 T 29.720 26.250 26.260 28.472 11.081 11.004 2375 35.990 37.740 0.297302| 0
ojo0ojo0j0]|O neni 5.10.2012 neni 108z| z 25.615 22.660 23.690 26.447 7.754 3.797 0.562 33.365 39.600 0.013276
108T| T 27.780 26.305 27.485 25.977 2.780 1.227 3.489 38.355 36.165 4.563055| 0




