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SOUHRN

Rakovina prostaty se v poslednich tiech letech dostala na prvni misto Zebfi¢ku v poctu
nove hlaSenych nadorovych onemocnéni v muzské populaci. Ackoli jde ve vétSin€ piipadii o
pomérn¢ dobfe 1écitelnou afekcei, je vyzkum novych metod a postupti v diagnostice karcinomu
prostaty velmi intenzivni, nebot’ stézejnim bodem tuspéSné 1éCby je zachyt casnych
( kurabilnich ) stddii onemocnéni. Tato diplomovéa prace poskytuje uceleny piehled
histologickych a imunohistologickych metod, které je mozné pouzit v diagnostice karcinomu
prostaty.

Histologické vySetfeni na zakladé¢ zhodnoceni tvaru bunc¢k a charakteristickych
bunéénych struktur umoziuje vynést soud o pfitomnosti ¢i nepiitomnosti nddorovych zmeén,
coz ma vysokou diagnostickou i prognostickou hodnotu. V piipadech, kde klasicka
histologickd analyzy selhava, jsou Kklinickymi pracovniky vyuZivany specidlni metody
imunohistochemické.

Imunohistochemie je zaloZzena na reakci specifické protilatky a antigenu, ktery ma
v bunice funkci receptoru, enzymu nebo transkripcniho faktoru, a jehoz pfitomnost
( nepfitomnost ) ¢i intenzita jeho exprese jsou charakteristické pro maligni nebo benigni tkan,
kterd je vySetfovdna. Naplni této prace je zejména piechledny vycet pouzivanych
imunohistochemickych markert 1 s jejich stru¢nou charakteristikou a zhodnoceni jejich
vyuzitelnosti a vypovédni hodnoty v diagnostice karcinomu prostaty.

Pozornost je rovnéz vénovana praktickému vyuziti imunohistochemie v ptipadech, kdy je

klasickymi postupy nemozné rozlisit benigni hyperplazii a karcinom prostaty.



ABSTRACT

In the last three years prostatic carcinoma reachs the first place in the ledder of number
of new reported tumour diseases in male population. Although in most cases it is a relatively
well curable affection, the research of new methods and procedures in the prostatic carcinoma
diagnostics is very intensive, because the main point of successful therapy is the disclosure of
early ( curable ) stages of disease. This graduate work gives the integral summary of
histological and immunohistochemical methods, which are possible to be used in the prostatic
carcinoma diagnostics.

Histological examination based on the apprasial of the cell shape and characteristic
cell structures permits to pass a judgement over the presence or absence of tumour changes,
which has a high diagnostic and prognostic value. In the cases where the classic histological
analysis failed, the special immunohistochemical methods are used by the clinical workers.

Immunohistochemistry is based on the reaction of specific antibody and antigen, which
has a receptor, enzymatic or transcription factor function in the cell and its presence
( absence ) or the expression intensity is characteristic for malignant or benign tissue which is
examined. The content of this work is primarily synoptic enumeration of using
immunohistochemical markers with their utility and notice value in prostate carcinoma
diagnostics.

The attention is also given to the practical use of immunohistochemistry in cases when it is

impossible to distinguish benign hyperplasia and tumour of the prostate by classic methods.



1. UVOD



V roce 2005 bylo do Narodniho onkologického registru CR nové nahlaseno celkem

71 449 piipadt zhoubnych novotvari a novotvard in situ, z toho 36 823 u muzt a 34 628

ptipadi u Zen.

Zhoubny nador prostaty byl v roce 2005 nejcastéji diagnostikovanym onkologickym

onemocnénim u muzt ( Tab. 1), nebot’ pocet nové hlasenych piipada ( 4 846 ) byl v tomto

roce poprvé vyssi nez pocet novych piipadi karcinomu plic ( 4 632 ). Rapidni nartst

incidence nadoru prostaty je v CR stejné jako ve svété pozorovan od zadatku 90. let, po roce

2000 narist jeste akceleroval. Vyssi vyskyt nadoril prostaty je vysvétlovan souvislosti se

starnutim populace a zejména se zlepSenim a dostupnosti diagnostickych metod. Zatimco

uroven incidence novotvari prostaty v dlouhodobém pohledu roste, imrtnost na tento typ

nadoru vykazuje mirn¢ klesajici trend ( Obr. 1) (64 ).

Tab.1 Poget nové zjisténych ptipadi zhoubnych novotvari ( CR, 2005 )

novotvar absolutni pocet onemocnéni pocet onemocnéni
na 100 000 muZzi

prostata 4 846 97,1

plice, pridusnice 4632 92,8

tlusté strevo 2622 52,5

koneénik 2124 42 5

mocovy méchyt 1 880 37,6

ledvina 1821 36,5

mizni a krvetvorna tkan 1602 32,0
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Obr.1 Graf vyvoje incidence a Umrtnosti na zhoubny novotvar prostaty na 100 000 muzi v letech 1985-2005

(64)




2. PROSTATA



2.1. Zakladni informace

Prostata nebo také predstojna Zlaza je exokrinni organ, pfidatnd pohlavni zlaza, ktera je
umisténa pod mo¢ovym méchyiem a jako prstenec obkruzuje mocovou trubici. Je vklinéna do
prostoru mezi stydkou kosti a kone¢nikem, po jehoz ptedni sténé probihaji nekteré dilezité
cévy a nervy zajistujici naptiklad napInéni corpora cavernosa krvi pii erekci. Z tohoto davodu
mohou mit hyperplastické i neoplastické zmény prostatické tkané vliv na funkci stiev a
sexualni a mo¢ové funkce pacienta.

Za normalnich okolnosti vazi prostata u zdraveho jedince asi 20 az 259 ( ma velikost
vlasského ofechu, piiblizné 4x3x3cm ). Je tvofena souborem 30-50 vétvenych
tuboalveolarnich zlazek, jejichz vyvody se oteviraji do prostatické &asti uretry. Z1azky jsou
vystlany jednovrstevnym nizce cylindrickym epitelem. Prostor mezi Zlazkami ( stroma ) je
vyplnén vazivem a bunikami hladké svaloviny. Z hlediska rozlozeni téchto jednotlivych
komponent je stroma soustiedéno v blizkosti mocCové trubice, ktera zlazou prochazi, a
exokrinni zlazky se nachdzeji pfevazné na periferii prostaty.

Na zékladé biomedicinského zhodnoceni lze prostatické zlazky rozdé€lit do dvou
zékladnich skupin. Jedna, slizni¢ni Zlazky, je umisténa v pfedni a lateralni casti uretry
bezprostiedné pod jeji epitelovou vystelkou. Druha skupina, submukdzni a hlavni zlazky,
zaujimaji zbytek Zlazy.

V lumen prostatickych Zzlazek se pomérné cCasto vyskytuji mala sféricka téliska
glykoproteinové povahy o priméru 0,2 — 2,0mm, kterd Casto kalcifikuji. Jsou oznacovéna
jako prostatickée konkrementy neboli corpora amylacea. Jejich vyznam je prozatim nejasny,
jisté vsak je, Ze jejich pocet s v€kem nariista.

Ksvému rastu a spravné funkci potiebuje prostata muzské pohlavni hormony -
androgeny, z nich pak pfedevsim testosteron. Testosteron vazany na krevni bilkoviny je
Stépen 5-alfa reduktazou ne dihydrotestosteron, ktery se vaze na cytoplazmaticky specificky
androgenni receptor. Dochazi k transkripci androgen-dependentnich geni a tvorbé
specifickych bilkovin, které plisobi na stroma 1 zlazové buiiky a udrzuji prostatu v ¢innosti.

Pti nedostatku hormonil zlaza involuje.



Z anatomického hlediska se prostata d€li na pét zlazovych lalokt, které jsou zietelné
pouze béhem vyvoje a v dospélosti jsou spojeny v kompaktni Zlazu. Na povrchu prostaty jsou
patrné dva lateralni laloky ( levy a pravy ) a dale zadni lalok. Stfedni lalok lezi za uretrou
mezi obéma ductus ejaculatorii, ptedni lalok, tvofeny pfevdzné vazivem a svalovinou, pted

uretrou.

2.2. Funkce

Prostatické zlazky vylucuji sekret, ktery je v prostaté skladovan a béhem ejakulace se
misi se spermiemi a tvoii 10-30% ejakulatu. Samotny vyméSek je bezbarvd nebo slabé
opaleskujici tekutina, se slabé kyselou reakci ( pH 6,4 ). Kazda ze slozek sekretu néjakym
zpisobem umoznuje nebo zvySuje Sanci na oplodnéni. Zinek ovliviiuje metabolismus
testosteronu v prostaté¢, mimo to se v komplexu piiklada na bunéénou membranu spermii.
Kyselina citronova ve formé citrath ma funkci pufru, prostaglandiny stimuluji svalovinu
délohy a piispivaji tim Kk transportu spermii, spermin a spermidin ovliviiuje pohyblivost
spermii a jejich schopnost oplodnit vajicko, protedzy a prostaticky specificky antigen udrzuji

vhodnou konzistenci ejakulatu.

2.3. Stavba

Zlaza vznika u muzského plodu v 9. tydnu nitrodélozniho vyvoje modifikaci stény
mocového meéchyie. Materidlem pro vznik prostaty je mocova trubice, Wollfiv vyvod a
okolni mezenchym.

Prostata je obklopena fibroelastickym pouzdrem, bohatym na hladkou svalovinu a
opredenym siti cév a nervil. Septa vznikajici v tomto pouzdru se zanotuji do nitra prostaty a
rozd€luji ji na laloky, které jsou u dospélych muza malo zietelné; rozliSitelné jsou prakticky
jen dva laloky, levy a pravy. Zlaza ma tvar komolého, piedozadné mirné oplostélého kuzele,
obraceného bazi k mo¢ovému méchyti a apexem ke stydké kosti.

V urologické praxi se pro charakterizaci jednotlivych ¢asti prostaty pouziva jeji déleni

podle McNeala na tti zony ( Obr. 2 ) :



1) Periferni z6na
Zahrnuje tu cast prostaty, ktera obklopuje distalni ¢ast mocové trubice, epitel zlazek
poch&zi z urogenitalniho sinu. Predstavuje nejvétsi ¢ast ( 65% ) prostaty a je rovnéz oblasti

S nejveétsim procentem karcinomi prostaty ( 70% ).

2) Centralni ( vnitini ) zona
Nachazi se kolem ejakulaénich vyvodd, epitel Zlazek pochazi z urogenitalniho sinu i
Wollfova vyvodu. Tvoti 25% objemu prostaty a je mistem vzniku Etvrtiny vSech karcinomi

prostaty.

3) Tranzitori ( prechodnd ) zona
Obklopuje proximdlni ¢ast mocové trubice a predstavuje 5% objemu prostaty. Ve

vysSim véku se pravidelné stavd mistem vzniku benigni hyperplazie prostaty.

NVB

Obr. 2 Podélny a piiény fez prostatou
U - uretra; PZ - periferni zéna; CZ - centrélni zéna; TZ - tranzitorni z6na; NVB - neurovaskularni

svazek; ED - ductus ejaculatorii; AFT - pfedni fibromuskularni tkan; PUT - periuretralni tkan



3. NADOROVA ONEMOCNENI PROSTATY



Rakovina prostaty se vyviji na zdkladé¢ nahromadéni genetickych zmén, které vedou
k vzestupu bunééné proliferace na tkor piirozené bunééné smrti, dochazi k zastavé bunécéné
diferenciace a buniky ziskévaji schopnost invazivniho ristu a Sifeni do vzdalenych mist.
Histologické zmény v prostatické tkani je mozno detekovat u muza jiz od 20. roku
Zivota, typické jsou pro 3. a 4. dekadu, coz dokazuje, ze rozvoj onemocnéni je vicestupiiovym
procesem. Na jeho pocatku stoji genetické zmeény, zahrnujici bodové mutace, delece,
chromozomalni piestavby a metylaci DNA, které zplsobi ztratu ochrany ptfed plsobenim
karcinogenid, zménu androgenovych signadlnich drah a zmény exprese fady regulatornich
gend, coz vyusti uvnitf prostatickych duktli v rozvoj premaligni afekce oznacované jako
prostaticka intraepitelialni neoplazie ( PIN ).
Rozeznavame dv¢ zakladni kategorie PIN : low-grade, ktera se objevuje v mladsich vékovych
skupinéch, a hihg-grade, jejiz vyskyt vzrista spole¢né s vékem. Nékteré klinicko-patologické
studie udavaji vice nez desetiletou periodu mezi pfitomnosti low-grade PIN a vznikem
invazivniho karcinomu.
Jedna se o prekancerdzu, kterd je lokalizovana piedevsim v periferii prostaty, kde se
vyskytuje jednak samostatné ( ve 43% ) a dale pak, a to mnohem castéji ( v 82% ), v blizkosti
invazivniho adenokarcinomu. PIN je charakterizovana intraluminalni proliferaci
sekretorickych bunék s cytologickymi atypiemi. Dle architektury loZiska lze vymezit 4
zakladni varianty PIN :
a) trsovita ( tufting ) PIN ( Obr. 3)
b) plochy typ PIN ( Obr. 4)
¢) mikropapilarni PIN ( Obr. 5)
d) kribriformni PIN ( Obr. 6)

Obr. 3 PIN - trsovity typ rastu ( 65) Obr. 4 PIN - plochy typ ristu ( 65)
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Obr. 6 PIN - kribriformni typ rastu ( 65)

Hlavnim diagnostickym znakem pro stanoveni PIN je vedle charakteristického vzhledu
loziska i tvar jader. Jadra jsou zvétSena, hyperchromaticka s nepravidelnym chromatinem,
parachromatinovym projasnénim, s nepravidelnou jadernou membranou a typicka jsou rovnéz
zvétSend jadérka, kterd mohou byt nepravidelnd a vyskytuji se i1 v hojnéjSim poctu.
V cytoplazmé se mtize nachazet amorfni eosinofilni sekrece, eosinofilni krystaloidy, corpora
amylacea a vzacné lipofuscin, vyjimkou neni ani pfitomnost mucinu v lumen Zlazek.

zéklad€¢ PIN, je adenokarcinom, ktery pfedstavuje vice nez 95% vSech ptipadl malignich

prostatickych afekci.

3.1. Adenokarcinom prostaty

Rakovina prostaty ( adenokarcinom prostaty ) je v souc¢asné dob¢ 3. nejéastéjsi pfi¢inou

amrti muZe na zhoubny nador v CR a lze otekéavat, Ze se starnutim muzské populace se



mohou tyto trendy zhorSovat. V Ceské republice narostl vyskyt karcinomu prostaty
Z 22,51/100 000 muza v roce 1977 na 86,11/100 000 muza v roce 2004, umrtnost na toto
onemocnéni se zvysila z 5,25/100 000 muza v roce 1977 na 29,07/100 000 muza v roce 2004.
Adenokarcinom prostaty je velmi vzacny ve véku do 40 let, poté jeho incidence pozvolna
stoupa. U muzi starSich 50 let se odhaduje prevalence karcinomu mezi 30 a 50%, u muzi ve
veku 70-80 let je pak okultni lozisko dobfe diferencovaného karcinomu prostaty piitomno
v 70% ptipadu.

Puvod rakoviny prostaty neni dosud zcela objasnén, na rozvoji se v8ak spolupodili cela
fada rizikovych faktorti jako vék, rasa, pozitivni rodinnd anamnéza, dieta ( strava bohata na
tuky ), pfitomnost kadmia ¢i sexualné prenosné choroby.

Onemocnéni lze uspésné 1éCit ( rektalni operaci nebo ozafenim ) tehdy, pokud je
diagnostikovano vcas, kdy nador jesté nepiestoupil hranice prostatické zlazy. Je vSak tieba
zdiraznit, Ze nador v tomto stadiu, nevyvolava zpravidla zadné varovné pfiznaky. Proto vice
nez 2/3 nemocnych ptichdzeji poprvé k Iékati az tehdy, kdyz se u nich vyskytne ncktery
Z klinickych ptiznakli. Onemocnéni vSak v této dobé dosdhlo vyssiho stadia, jehoz 1écba je
zdlouhav4, obtiZzna a s nejistym vysledkem. Nejvétsi vyznam ma dostate¢na informovanost a
systém preventivnich prohlidek a vySetfeni ( krevni test PSA, pohmatové vysetieni prostaty ),
které na toto onemocnéni mohou upozornit vcas.

Klinické ptiznaky adenokarcinomu prostaty nejsou nikterak specifické a uzce souviseji
se stadiem choroby. VVzhledem k tomu, Ze ve vétsing piipadi se rakovina vyviji v perifernich
Castech prostaty, nejsou zpocatku zifejmé ani obstrukéni pfiznaky. Svym riistem vSak nador
muze zpiisobovat obtize s defekaci, obtiznou nebo bolestivou stolici. Dalsim prorastdnim do
okolnich tkéani zptsobuje bolest na hrazi a v kone¢niku.

V pozdéjsich stadiich onemocnéni jsou mocové obtize Casté, vyjimkou neni ani pfimés
krve v moci. Prorstanim karcinomu prostaty do moc¢ového méchyie nebo ttlakem mocovodu
vznika prekazka v odtoku moce zhornich mocovych cest s naslednym meéstndnim moce
v moc¢ovodech a ledvinach. Kone¢nym disledkem mtize byt selhdni funkce ledvin.

U pokrocilych stadii choroby je klinicky obraz kromé¢ mocovych obtizi dan i1 pfitomnosti

metastaz a jejich lokalizaci ( nejcastéji v plicich, kostech ).



Histologicky vzhled klasického acinarniho adenokarcinomu prostaty ( Obr. 7 ) je tvofen
malymi nahlou¢enymi zlazkami, které jsou relativné uniformni, proto je vzdy nutné vénovat
zvySenou pozornost zejména zlazkam, které se vyrazné lisi od svého okoli. Podezielé jsou
zejména zlazky infiltrujici mezi jednoznacné benigni zlazky, dale glandularni struktury tvofici
pruhy, splyvajici ve vétsi celky ¢i naopak jednotlivé bunky mezi normalni prostatickou tkani.
Vzdy je vysoce prukazné, pokud se nepodaii odhalit barvicimi technikami vrstvu bazalnich
bunék. Z cytologickych charakteristik je nutné vénovat pozornost buiikam s jadernou
polymorfii, ndpadnymi jadérky a mitézami. Pro diagnézu karcinomu rovnéz svéd¢i ndlez
bunék s vyrazné¢ odliSnou cytoplazmou nez v okolnich benignich zlazkach, a dale i bunck
s amfofilni a vodojasnou cytoplazmou. V lumen nadorovych Zlazek je moZno rozeznat

modravy hlen, jemné vloc¢kovity rizovy material, krystaloidy ¢i nekrotickou hmotu.

Obr. 7 Adenokarcinom prostaty, ptehledné barveni hematoxylinem-eosinem ( 65 )

Dle typu bunék, diky jejichz malformaci a prolifarativnimu rastu dochézi k tvorbé

adenokarcinomu prostaty, rozliSujeme celou fadu variant tohoto onemocnéni.

3.1.1. Prostaticky duktalni adenokarcinom

Prostaticky duktalni adenokarcinom tvoii 0,2-0,8% vSech adenokarcinomil prostaty.
Cast&ji se nachazi u star$ich muzi, praimémy vék je 65 let. Piiznakem onemocnéni byva
nejcastéji hematirie a mocova obstrukce ¢i nuceni na moceni, retence moci je vzacna. U
pacientii v pocatecnim stadiu byvaji hladiny PSA v krvi normalni, u pokrocilejsich ptipada

s kostnimi metastazemi jsou hladiny PSA a PAPH zvysSené. Nador je obvykle lokalizovan



Vv prostatické uretie a velkych periuretralnich vyvodech v oblasti verum montanum. Progné6za
tohoto typu adenokarcinomu je obvykle $patna, nebot’ byva diagnostikovan v pokrocilejSich
stadiich ( pii hodnoceni dle Gleasona se udavatyp4as5).

Histologicky obraz je charakteristicky vysokou mitotickou aktivitou a jadernou
polymorfii ( Obr. 8 ), bunky jsou vyrazné protahlé, cylindrické. Imunohistochemicky je nddor
pozitivni pfi barveni s anti-PSA a anti-PAPH protilatkou.
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Obr. 8 Prostaticky duktalni adenokarcinom, $ipka ozna¢uje mitotické jadro ( 65 )

3.1.2. Adenokarcinom s neuroendokrinnimi burikami

Jedna se o typ prostatického adenokarcinomu, ktery je charakterizovan piitomnosti
zna¢ného mnozstvi velkych bunék s eosinofilnimi granuly ( Obr. 9 ), které svym vzhledem
pfipominaji Penethovy bunky. Prognéza tohoto tumor je dobrd, komplikaci mtze byt
nedostatena reakce na hormonalni terapii.

Imunohistochemicky prokazuje tento nador pozitivni reakce se synaptophysinem,

neuron specifickou enolazou ( NSE ), serotoninem, PSA a PAPH.

Obr. 9 Adenokarcinom s neuroendokrinnimi buiikami s eosinofilni granulaci ( 65)



3.1.3. Mucindzni adenokarcinom

Mucin je mozno prokézat u velkého poctu piipadi adenokarcinomu prostaty, a proto
pro diagn6zu mucindzniho adenokarcinomu je nezbytné, aby byla splnéna nasledujici 3
kritéria :
a) minimaln¢ 25% nadorové hmoty musi tvofit nadorové buniky v mucindznim stromatu
b) Zlazky obsahujici pouze intraluminarni mucin se nesmi diagnostikovat jako mucindzni
adenokarcinom

¢) je nutné vyloucit extraprostaticky ptivod tumoru.

Progndza je obdobna, jako u klasickeho acinarniho adenokarcinomu, v piipadé pokrocilejsich
stadii jsou metastazy nalézany predevsim v kostech.

Mucino6zni adenokarcinom ( Obr. 10 ) je tvofen objemnymi kolekcemi hlenu, ve kterych
jsou pfitomny shluky nadorovych buné¢k. Prostaticky hlen reaguje pozitivné pii barveni

Alcianovou modii a mucikarminem, nadorové bunky vykazuji pfitomnost PSA a PAPH.

Obr. 10 Mucindzni adenokarcinom ( 65 )

3.1.4. Basocelularni adenokarcinom

Klinickymi ptiznaky se onemocnéni nelisi od bézného ramce adenokarcinomu prostaty,
vyjimkou je nezménéna hladina sérového PSA. Vyskytuje se u pacientl v pomérné Sirokém
veékovém rozpéti od 28 do 72 let.

RozliSujeme dva zdkladni typy této afekce, a to adenoidné cysticky typ tvofeny

nepravidelnymi shluky basaloidnich buné€k, mezi kterymi jsou piitomny kruhovité prostory



Casto vyplnéné hlenem, a basaloidni typ tvofeny alveoly bazéalnich bunék na okraji
s palisadovanim. Oba typy ristu se mohou vyskytovat spoleéné a vytvafet vzdjemné
kombinace ( Obr. 11 ). Castou soudasti byva dlazdicobunééna &i sebacedzni metaplazie
nadorové tkané, ktera muze nekrotizovat.

Imunohistochemicky reaguji buiiky tohoto tumoru s vysokomolekularnimi cytokeratiny
( K903, 34b-E12, ...). Vzacné mohou nékteré bunky reagovat s PSA a PAPH, velmi vzacné

pak s chromograninem.
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Obr. 11 Kombinace adenoidné cystického a basaloidniho typy basocelularniho adenokarcinomu ( 65 )

Diferencidln¢ diagnosticky je nutné odliSit predev§im atypickou adenomatézni
hyperplazii a sklerozujici aden6zu. Adenomatozni hyperplazie ma méné napadnou vrstvu
bazalnich bun€k a tato vrstva neni celistva. Slerozujici aden6za nemé piitomna vldkna hladké
svaloviny ve stromatu. Pro diagn6zu basoceluldrniho karcinomu je nezbytné prokazat

jednozna¢nou invazi do stromatu.

3.1.5. Adenokarcinom z prstenc¢itych bunék

Jednd se o velmi vzacny typ tumoru ( popsano bylo méné nez 25 ptipada ), ktery se
vyskytuje u starSich pacientt ( 6.-9. dekada ). Vzhledem k zavaznosti je prognéza tumoru
velmi Spatné.

Pro histologickou diagnézu karcinomu z prstenc¢itych bunék ( Obr. 12 ) je nutné
prokazat tuto komponentu minimalné v 25%-50% plochy nadoru, nebot’ skupiny prstencitych

bunék  byvaji  prokazovany i  vnormalnich  acinarnich  adenokarcinomech.



Imunohistochemicky je moZzno prokézat PSA a PAPH pozitivni buniky, nicméné tento test

neni zcela 100% spolehlivy.
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Obr. 12 Karcinom z prstencitych bunék ( 65 )

3.1.6. Sarkomatoidni ( metaplasticky ) karcinom

Sarkomatoidni karcinom se vyskytuje u starSich muzi pod pifiznakem urindrni
obstrukce. Nejcastéji jde o Spatné diferencovany, invazivné rostouci karcinom, ktery ma
velmi Spatnou progndzu.

Histologicky se jedna vétsinou o adenokarcinom kombinovany s osteosarkomovou ¢i
leiomyosarkomovou komponentou. Imunohistochemicky lze v epitelové sloZce prokazat

cytokeratiny a PSA, sarkomatoidni komponenta obvykle reaguje s vimentinem ¢i desminem.

3.1.7. Karcinom podobny lymfoepiteliomu
Svoji stavbou odpovida lymfoepiteliomu nasofaryngealni oblasti; v piipadé prostaty byl

popsan jediny piipad, kdy byl zaznamenan vyskyt lymfoepitelidlni tkan€¢ kombinované
s acinarnim adenokarcinomem, piicemz ob¢ struktury zistaly odd€lené a vzajemné

neproristaly.

3.1.8. Neuroendokrinni karcinom ( malobuné¢ény karcinom, karcinoid )

U tohoto onemocnéni byvaji pfitomny paraneoplastické syndromy - nejcastéji

Cushingtiv syndrom, maligni hyperkalcémie, Eatondv-Lambertiv syndrom ¢i ptiznaky



vyplyvajici z porusené sekrece antidiuretického hormonu. Biologické chovani je pomérné
nepfiznivé, zejména u malobunécného karcinomu.

Histologicky jde o néadory ( Obr. 13 ), které jsou morfologicky prakticky identické
s malobuné¢nym karcinomem plic ¢i karcinoidem. Imunohistochemicky byvaji prokazovany

neurosekrecni markery, PSA a PAPH.
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Obr. 13 Neuroendokrinni karcinom ( 65)

3.1.9. Dlazdicobunécényv a adenosquamoézni karcinom

V prostaté jde o velmi vzacné nadory, které tvoii méné nez 0,5% malignich nadorii
prostaty. Tento typ nadoru Casto vznika jako nasledek hormonalni terapie ¢i ozafovani pro
zhoubny tumor jiné lokalizace. Hladiny PSA a PAPH v séru byvaji normlni i v dobé
metastatického rozsevu, ktery postihuje zejména kosti, kde plisobi osteolyticky. Biologické

chovani tumor(, zejména dlazdicobunécného, je vysoce agresivni.

3.1.10. Adenokarcinom s onkocytarnimi rysy

Tato podjednotka je tvofena vzacnymi piipady karcinomu s vyraznou onkocytickou

pireménou naddorovych bunék, které reaguji pozitivné s PSA a PAPH.

3.1.11. Komedokarcinom

Jde o $patné diferencovanou variantu acinarniho adenokarcinomu s centrdlni nekrézou

V luminalni ¢asti.



3.2. Urotelialni karcinom

Primarni urotelidlni karcinom prostaty ( Obr. 14 ) je velmi vzéacny, pfevazna vétSina
pfipadii ma souvislost s urotelidlnim karcinomem mocovych cest. Klinickymi ptiznaky jsou
nejcastéji hematurie, mo¢ova obstrukce ¢i znamky prostatitidy. Sérové hladiny PSA a PAPH

nebyvaji vyrazné zvysené.

Obr. 14 Primarni urotelialni karcinom prostaty ( 65 )

3.3. Fyloidni tumor

( nador ze specializovaného prostatického stromatu,

cystadenoleiomyofibrom )

v v

Fyloidni tumor je velmi vzacnou afekci, kterda miize recidivovat a je schopna Sifeni
mimo prostatu. Vyskytuje se cCastéji v mladSich vékovych skupindch a miZze dortst
obrovskych rozmért. Pacienti maji disurické potize, objevuje se hematirie a ptiznaky mocové
obstrukce.

Histologicky je afekce tvofena celuldrni stromalni komponentou, kterd obklopuje
cystické prostory s epitelovou vystelkou. Celularni stroma ¢asto vytvaii papilarni dtvary kryté
cylindrickym az kubickym epitelem. Stromalni buiiky jsou obvykle vietenité, nékdy ulozené

Vv myxoidni hmoté.



Dle klasifikace zalozené na poméru zastoupeni stromatu a epitelu, na rozsahu nekréz,
atypii a mitotické aktivité, se tento tumor d¢li na low-grade a high-grade skupinu. High-grade
tumory mohou vznikat pii recidivach dobte diferencovanych tumorti, ¢asto zakladaji vzdalené
metastazy. Low-grade tumory nékdy, i pfes kompletni odstranéni, lokalné recidivuji.

V diferencialni diagnostice je nutné vyloucit hyperplazii stromatu s bizardnimi
bunikami, kongenitalni ¢i ziskané cysty semennych vacku a dale tzv. obrovskou multilokularni

cystickou hyperplazii prostaty.

3.4. Dalsi priméarni naddory prostaty

V détském veéku se muze velice vzacné vyskytovat rabdomyosarkom, ktery vychazi ze
svalové tkané v prostatické zldze. U nemocnych prevazuji ptiznaky spojené s mocenim, ale i
S obtiznym vyprazdiiovanim stolice a zacpou. Nadory Casto dortstaji znacné velikosti a jsou
hmatné pies biiSni sténu. Prognosticky spada tento tumor do nepiiznivé skupiny.

V dospélosti se z mezenchymalnich nadort vyskytuje leiomyosarkom, ktery roste velice
rychle a Casto metastazuje, hlavné do plic. V histologickém obraze se objevuje jaderna
nepravidelnost s ¢etnymi mitézami, vyskytuji se obrovské nadorové bunky, nekrozy a

hemoragie.



4. HISTOLOGICKE METODY V DIAGNOSTICE
KARCINOMU PROSTATY



4.1. Histologie — historie oboru

Histologie je nauka o mikroskopické skladbé organismu. Vzhledem k tomu, Ze lidsky
organismus je slozity systém, skladajici se z mnoha organti, tkani a bunék, je histologie dale
¢lenéna na konkrétni obory dle pfedmétu jejich studia. Nauka o mikroskopické stavbé organti
je oznacovana jako mikroskopicka anatomie, nauka o stavbé tkani jako histologie v uzsim
slova smyslu a nauka o skladb¢ buiiky jako cytologie.

Rozvoj histologie jako védniho oboru je uzce spjat s vynalezem svételného mikroskopu,
jeho dalsim zlepSovanim a konstrukci novych typi mikroskopi vcéetné mikroskopu
elektronoveho, které nabizi az 100x vétsi zvétSeni nez mikroskop svételny. Samotny vyvoj
dokonalejsi pozorovaci techniky by vSak nepiinasel pozadované vysledky, pokud by se
soucasné nerozvijel 1 dalsi souvisejici obor, histologické technika, kterd se zabyvéa piipravou
histologickych preparatt.

Metody histologické techniky byly zpocatku velmi prosté; histologicky preparat byl
napiiklad pfipravovan rozcupovanim malého kousku tkané pomoci jehel nebo rozmélnénim
mezi dvéma sklicky. Tyto metody vSak byly postupné zdokonalovany a obohacovany o
techniky nové, pristoupilo se ke zhotovovani tenkych fezii z pozadovanych objektl pomoci
nov¢ zkonstruovaného piistroje — mikrotomu, ktery umoznil krdjeni fezi silnych tisiciny
milimetru. Soucasné s tim se zacalo pouzivat metodiky barveni fezd rliznymi barvivy, coz
umoznilo vizualizaci a zvyraznéni struktur, které zlistavaly u béZzného preparatu nezietelné ¢i
zcela utajene.

V soucasné dobé tloustka histologickych fezi kolisd mezi 6-10 mikrometry, pro
elektronovy mikroskop jsou pomoci ultramikrotomu ptipravovany ultratenké fezy silné 60-70
nanometru.

Histologicky obraz konkrétniho typu tkané zdravého c¢lovéka slouzi k poznani a
pochopeni spravné funkce tkani a organi. Porovnanim tohoto histologického obrazu a néalezu
pacienta lze odhalit zmény organt a tkani vyvolané chorobnym procesem. V klinické praxi je
histologické vySetieni se vSemi svymi modifikacemi hojné vyuzivano piedevsim k posouzeni

tkan¢ potencidlné nadorové zménéné. Na zakladé zhodnoceni tvaru bun¢k a



charakteristickych bunéénych struktur je mozno vynést soud o ptfitomnosti ¢i nepiitomnosti

nadorovych zmén, coz ma vysokou diagnostickou i prognostickou hodnotu ( 56 ).
4.2. Priprava vzorku pro histologické vySetreni

4.2.1. Odbér materialu

Odbér materialu musi byt proveden tak, aby ptedstavoval reprezentativni vzorek

vySetiovaného organu ¢i patologické zmény tkan¢. Materidl pro zpracovani se nejcastéji
ziskava operativné ( biopsie ), dale se uplatiiuje 1 metoda seSkrabovani, odtlaceni ¢i odsati.
Vzorek musi byt odebran v co nejkrat$im case, aby nedoSlo k destrukci tkané autolytickymi
procesy a byla zachovana ultrastruktura bunék.

Tkan urcend pro vySetfeni musi byt bezprostiedné po odbéru fixovana ve fixatnim roztoku

nebo zmrazovaci smési, aby nedoslo k poskozeni struktury buné¢k a tkani.

4.2.2. Fixace

Fixace je rychlé vysrazeni ( denaturace ) bilkovin protoplazmy bunc¢k a tkani fixaénimi

prostiedky ¢i zpomaleni metabolickych déjii v buiice zplisobené zmrazenim, které ma zabranit
samovolnému rozkladu tkané ( autolyze ).

Ucelem fixace je zachovat strukturu bunék a tkani ve stavu, ktery je co nejpodobn&;jsi
tomu, jaky maji zaziva. Usp&$na fixace je dana rychlosti penetrace fixativa do tkang, proto je
nutno odebirat pomérné malé kousky tkan¢ ( tloustka 4-6mm ), k jejichZ prosyceni fixativem
dojde ve velmi kratkém case. Fixace casto zvySuje propustnost bunéné membrany a
umoziuje prunik latek ( napft. barviv ) pfes semipermeabilni buné¢nou membranu do buriky.

Metody fixace tkanovych tezli se déli dle charakteru na fyzikdlni ( fixace teplem ci
chladem ) a chemické ( vyuzivaji fixacnich médii ).

a ) fyzikalni fixace
a;) tepelna

Jde o fixaci pomoci mikrovinné trouby, kdy vzorek povaiime v chemickem fixativu po

dobu milisekund az né€kolika sekund ( max. 60 ), coz vyrazné€ urychli fixaci a usnadnuje i

prikaz antigent.



ay) chladova
jez vede ke vzniku velmi malych krystalkli ¢i amorfni vody, ktera neposkodi membrany

bunék a morfologii tkani.

b ) chemicka fixace
b1) fixace ve formolu ( formaldehydu )

Formol je dobry fixacni prostfedek, vhodny zejména pro piehledné histologické
preparaty. Rychle pronika, tkan se po formolu dobte barvi, pii kratkodobé fixaci nerozpousti
tuky. K fixaci se pouziva 10% nebo 20% formol, tkan se fixuje 24-48 hodin, tkanové blocky
se mohou ponechat i déle. Po fixaci je nezbytn€¢ nutné dokonalé vyprani tkadnovych blocka
pied zalévani po specialnich médii.

Formol tvofi methylenovymi mistky mezi zasaditymi aminokyselinami ve tkani
prostorovou sit’, kterd brani priniku protilatky k epitopu. Antigenni soucasti molekuly je tedy
tteba obnazit natrdvenim proteolytickymi enzymy ( pepsin, papain ), pouzitim detergentd
nebo metodou regenerace antigenu ( ,,antigen retriever” ), kterd spociva v povareni fezl
v citratovém narazniku v mikrovinné troubé.

- fixa¢ni roztok : 40% formaldehyd 100 ml
destilovana voda 900 ml
4g NaH;PO,4 . H,0
6,59 Na;HPO,

b,) fixace v Bouinov¢ tekutiné

Fixacni roztok jen slabé pronika do tkaniva a snizuje se ochrana determinant bunécnych
membran, intermediarni filament; tkan¢ jsou kiehké a fezy obtizné adheruji na sklicko.

Doba fixace je obvykle 4-24 hodin ( dle velikosti tkanového blocku ), po fixaci se tkan
prenese do bezvodého 80% ethanolu, kde dochazi k vypirani fixativa. Tkan se nikdy nesmi
vypirat ve vod¢, nebot’ by doslo k zbobtnani vaziva.

- fixa¢ni roztok : 40% formaldehyd 250 ml
1% kys. pikrova 750 ml
ledova kys. octova 5 ml



b3) fixaéni tekutiny se sublimatem
Tento typ fixa¢nich tekutin rychle pronika do tkéni a usnadiiuje barveni tkani po fixaci.
Nevyhodou ovsem je, Ze po fixaci Casto vznikaji v tkani ¢erné¢ zbarvené nerozpustné amorfni

srazeniny, které musi byt odstranény z tkan¢ jodovanim.
¢ ) specialni fixacni postupy
Vyuzivaji se pro ditkaz antigenti na subcelularni trovni ( 56 ) :
- pre-embedding : imunohistochemicka reakce probéhne pied zalitim do parafinu

- post-embedding : imunohistochemicka reakce probéhne po nafezéani fezl pfimo na sitkach.

4.2.3. Zalévani

Aby bylo mozno zhotovit dostatecné tenké tfezy, je nutné tkdné zpevnit zalitim do
zalévacich medii, nejcastéji parafinu ¢i celoidinu ( nitrocelulosy ). Tkané, které byly pouze
zmrazeny, je mozno krajet na kryostatu i bez zaliti.

VétSina zalévacich médii neni misitelnd s vodou, proto je nutno tkané pied zalitim
dokonale odvodnit stoupajici fadou alkoholli a prosytit rozpoustédlem zalévaciho média

( toluen, aceton, ... ), které soucasné vzorek projasni - u¢ini ho transparentnim.

a) zalévani do parafinu

Princip zalévani tkdn¢ do parafinu je zaloZen na prosyceni odvodnéné tkané rozehiatym
parafinem pfi teploté 56-58°C. Parafin vyplni vSechny mikroskopické $térbinky v tkani, takze
je pak mozno tkan krajet v tenkych fezech i v souvislych sériich fezi, silnych nékolik tisicin
milimetru.

Zalévani do parafinu se sklada ze Ctyi etap : 1. odvodnéni tkanég, 2. prosyceni tkané

tekutinou rozpoustéjici parafin, 3. prosyceni tkan¢ parafinem, 4. vlastni zaliti.

a;) odvodnéni tkan¢

Odvodiovani tkdn¢ se provadi stoupajici fadou etanolli, to znamend, Zze se postupné
prenasi tkanovy bloc¢ek do etanolu o vyssi koncentraci, kde je ponechan po stanovenou dobu
( viz. Tab. 2 ). Tento postup je dodrZzovan, nebot’ se tak vyhneme negativnimu smrsténi tkane,

k némuz by doslo, kdybychom tkan vlozili ptimo do koncentrovaného etanolu.



Tab. 2 Ptehled odvodiiovani
pozn. 1azné 100% etanolu nejméné 2x vyménime ( I, 11, 111 )

Koncentrace etanolu Blocek mensi nez 0,5 cm® | Blogek od 0,5 cm®do 1 cm® | Blogek pres 1 cm®
etanol 70% 2h 2h 4h
etanol 80% 2h 4h 6h
etanol 96% 6h 6h 6h
etanol 100% (1) 1h 2h 4h
etanol 100% ( I1) 1h 2h 4h
etanol 100% ( 111) 1h 2h 4h

a2) prosyceni tkané tekutinou rozpoustéjici parafin

Pro dokonalé odstranéni etanolu z tkdn¢ se tkan prosycuje latkou, kterd dobie rozpousti
parafin, ale zarovenn se misi sbezvody etanolem. Zlatek rozpoustéjicich parafin se
Kk prosyceni tkani pouzivaji bud’ latky s niz§im bodem varu, které se daji dobie odstranit
v parafinové lazni v termostatu ( benzen, xylen ), nebo latky s vyssim bodem varu, které se
uplné odstranit nedaji, tvoii vSak s parafinem dobie kréjitelnou hmotu ( methylbenzoat,

methylsalicylat ).

as) prosyceni tkdn¢ parafinem

Po prosyceni tkdn¢ benzenem pieneseme tkanovy blocek do tekutého parafinu,
vyhiatého v termostatu na 56°C. Parafinem se prosycuje tkan v otevienych nadobkach, a to
postupné tfemi laznémi Cistého parafinu, abychom ztkan¢ dokonale odstranili benzen.

V prvni lazni se nechava blocek 2-4 hodiny, v druhé 4-6 hodin a ve tfeti 8-12 hodin.

a4) vlastni zaliti do parafinu

Zaliti se provani v zalévaci komurce, do niZ se nalije parafin zahfaty na 60°C a rychle se
do ného pienese pinzetou tkanovy blocek. Nasleduje ochlazeni parafinu, které musi byt rychle
a stejnomérné, nejcastéji se déje ponofenim zalévaci komurky do studené¢ vody. Kdyz je
parafin zcela ztuhly, zalévaci komirka se odstrani a parafinovy blocek je ptipraven k dalSimu

zpracovani krajenim.

b) zalévani do celoidinu

Celoidin je nitrat celulézy rozpustny v éteru a etanoléteru. Princip zaliti do celoidinu




( Tab. 3 ) spociva v prosyceni odvodnéné tkané postupné koncentrovan€j$Simi roztoky
celoidinu pii pokojové teploté. Po prosyceni tkan¢ se bloc¢ek zalije do koncentrovaného
celoidinu a ztuhly blocek se nasledné tvrdi v 70% etanolu.

Velmi vyraznou nevyhodou tohoto typu zalévani je, Ze trva dlouho a krajeni v tenkych
fezech je pomérné obtizné.

Tab. 3 Princip zaliti do celoidinu

Teplota Cas
1. Odvodnéni vzestupnou fadou etanoli pokojova viz. zalévani do parafinu
2. Etanoléter ( odvodnéni ) pokojova 6-8h
3. Celoidin 2% ( 2,5% ) pokojova 24 -48h
4. Celoidin 4% (5% ) pokojova 3 dny - 1 tyden
5. Celoidin 8% ( 10% ) pokojova 1 tyden i déle
6. Zaliti do 10% celoidinu pokojova 3-4h
7. Tvrzeni v 70% etanolu pokojova 48h

4.2.4. Krajeni

Rezy se kraji na saikovych nebo rotaénich mikrotomech s ocelovymi, sklenénymi nebo
diamantovymi noZi; pro imunohistochemii jsou vyuzivany co nejtend fezy ( um ).Rezy
jsou po nakrajeni preneseny na podlozni sklo a natazeny na kapce vody; k lepeni fezl na
podlozni sklo se pouzivaji bilek-glycerin nebo Zelatina, ¢i specialni synteticka lepidla ( poly-
L-lysin, APES-3-amino-propyl-triethoxysilan ). Parafinové fezy jsou odparafinovany a
pievedeny do vody ¢i naraznikového roztoku, aby je bylo mozno barvit nebo na nich provést

histochemickou reakci.

4.2.5. Prehledné barveni hematoxylinem-eosinem

Material ziskany biopsii prostaty, jenZz ma byt vySetien na piipadnou piitomnost
nadorovych lozisek je zpracovan béznymi technikami a ze vzniklého parafinového bloku jsou
pripravovany série fezl, které jsou, pro lepsi orientaci a vybér vhodného fezu pro podrobnéjsi
a cilengjsi studium napt. imunohistochemickymi metodami, obarveny tzv. ptehlednym typem

barveni, a to konkrétn¢ kombinaci dvou barviv, hematoxylinu a eosinu ( Obr. 15 A-D ).




Hematoxylin je jedno z mala dosud uzivanych pfirodnich barviv; izoluje se ze dieva
stromu Hematoxylon campechianum. Barvivo samotné nema barvici schopnosti, ziskava je
teprve oxidaci ( vzduSnym kyslikem nebo pfidanym oxida¢nim c¢inidlem ), kterd z ného
vytvoii tzv. hematein. Ani tento roztok jesté nemuize byt pouzit k barveni pro svou nizkou
afinitu ke tkanim, teprve po piidani motidla ( soli hliniku, Zeleza nebo wolframu ) se vytvofi
komplex, ktery se dobfe vaze na bazofilni struktury, jako je napiiklad jaderny chromatin,
ktery se hematoxylinem barvi modie az ¢ern¢.

Eosin je vyborny v kombinaci s hematoxylinem jak pro vyrazny barevny kontrast, tak i
pro schopnost barvit cytoplazmu bunék a mezibunéénou hmotu pojiv v riznych odstinech
riazové a Cervené, coz vyrazné ulehCuje jejich rozpoznani v mikroskopu.

Postup barveni hamatoxylinem-eosinem :

a) ptiprava roztokt
a;) hematoxylin

destilovana voda 1000 ml

hematoxylin 1g

jodi¢nan sodny 0,20 g

kamenec draselny 50,0 g

kyselina citronova 1,0 g

chloralhydréat 50,0 g
ay) eosin

Eosinl se vyrabi nékolik druhii, které se lisi svym chemickym sloZenim, barvou i

rozpustnosti. Nejcastéji jsou pouzivany vodné roztoky Zlutého eosinu o 0,1% - 0,5%

koncentraci.

b) odparafinovani ezl

K odparafinovani pouzivdme dvou lazni xylenu po 5 minut. ProtoZe dalSi barveni bude
probihat ve vodnych roztocich barviv, je nezbytné odstranit i pouZity xylen, ktery se s vodou
nemisi. Prepardty po rozpusSténi parafinu pfenasSime na 5 minut do bezvodého etanolu,

nasledné na 5 minut do 96% etanolu a nakonec do vody.



c) vlastni barveni

Odparafinované fezy barvime 3-10 minut v hematoxylinu v zavislosti na druhu tkang.
Obarvené fezy oplachneme ve vodé. Vzhledem k tomu, Ze hematoxylin mimo jader pfibarvi i
jiné tkanové slozky, je nezbytné provést tzv. diferencovani kyselym etanolem ( 96% etanol
100ml + 3-5 kapek ledové kyseliny octové ). Po diferencovani se fezy musi vzdy dukladné
vyprat Vv tekouci vod¢. V dal§im kroku je fez umistén do kyvety s 0,1%-0,5% eosinem, kde je
ponechan 1-5 minut. Nasleduje oplachnuti destilovanou vodou a diferenciace v 80% etanolu.

d) odvodnéni fezi
Rezy jsou odvodiovany vzestupnou fadou etanoli ( 80%, 96%, 100% ), v kazdé lazni
zustanou fezy 2-3 minuty. Z bezvodého etanolu pieneseme tfezy do karbol-xylenu na 3-5

minut, ¢imz dokon¢ime odvodnéni. Rezy projasnime dvémi laznémi xylenu po dobu 5 minut.

Obarvené fezy uzavirame mezi podlozni a kryci skli¢ko do uzaviraciho média

Obr. 15 Piehledné barveni tkanovych fezi hematoxylinem-eosinem; A: obraz normalni prostatické tkang,;
B: benigni hyperplazie prostaty; C: high-grade PIN; D: adenokarcinom prostaty ( 65)



5. IMUNOHISTOLOGICKE
( IMUNOHISTOCHEMICKE,IMUNOCYTOLOGICKE )
METODY V DIAGNOSTICE KARCINOMU PROSTATY



Imunohistochemie je histologickym oborem, ktery vyuZiva k detekci chemicky
definovanych individui in situ, tedy v bunkach, tkanovych kulturach a fezech z tkanovych
bloku, afinitu antigenu a specifické protilatky a jejich vzdjemnou vazbu.

Terminem imunohistochemie tedy oznacujeme vSechny techniky vyuzivajici mono
nebo polyklonadlni protilatky, kterymi lokalizujeme a vizualizujeme piislusné tkanové
antigeny. Antigeny maji v bunce funkci receptor, enzymu nebo transkrip¢nich faktori a
jejich detekce ma velky diagnosticky vyznam; zejména detekce antigenti sdruzenych
S nadorovymi bunkami, kterd umoziiuje imunohistochemickou klasifikaci nadorti podle
puvodu. Vysledkem je histologicky obraz, ve kterém je barevné zndzornéna piitomnost
vysetifovaného antigenu. Imunohistochemické vySetfeni je v sou¢asné dobé nedilnou soucasti
histopatologické diagnostiky, véetné diagnostiky karcinomu prostaty.

Moznost morfologicky ptesné lokalizovat antigen, ktery exprimuje patologicky
zménénd bunka, je vysoce cenéna pro zkvalitnéni diagnostického procesu. Nastup
imunohistochemie mizeme datovat do roku 1941, kdy byly prvné detekovany antigeny ve
tkdnich pomoci fluoresceinem znacené protilatky. Bouflivy vyvoj oboru nastal po roce 1976,
kdy Milstein a Kohler ptipravili protilatky proti jednomu epitopu antigenni molekuly, tzv.
monoklondlni protilatky. Koncem sedmdesatych let byly imunohistochemické metody
zdokonaleny natolik, Ze bylo moZzno vyuZivat formolem fixované a do parafinu zalévané
tkanové blocky. Bylo tedy umoznéno pfipravovat sériové fezy z jednoho blocku a aplikovat
na né nejen metody klasické histologie ( prehledné barveni hematoxylinem-eosinem ), ale i

imunohistochemické postupy.

5.1. Zéakladni pojmy v imunohistochemii

5.1.1. Antigen

Antigen v imunohistochemii je komplexni endogenni molekula ( napf. cytoskeletalni
antigeny, membranové antigeny, produkty onkogent, ... ), proti niz je mozno pfipravit
specifickou protilatku, ktera je schopna rozeznat tzv. antigenni determinantu ( epitop ) daného

antigenu a vazat se na n¢j.



Epitop pfedstavuje malou ¢ast molekuly antigenu ( 5 - 8 aminokyselin nebo
monosacharidovych jednotek ), kterd je vysoce specificka a zdména jen jedné aminokyseliny
¢1 monosacharidu zplisobi zménu vazebného mista, coz zplsobi ztratu vazebné schopnosti

specificke protilatky.

5.1.2. Protilatka

Protilatka, nebo také imunoglobulin je glykoprotein produkovany po imunizaci, tedy
styku s antigenem, plazmatickymi bunikami. Je tvofena dvéma lehkymi a dvéma tézkymi
fetézci ( vzdy dva stejné lehké a dva tézké tetézce ), které jsou spojeny jak disulfidickymi
mustky, tak nekovalentnimi vazbami. Kazda jednotlivd protilaitka ma dvé stejna vazebna

mista pro antigen.

a) Polyklonalni protilatky

Pro ziskani protilatek vyuZitelnych v laboratorni diagnostice se nejcastéji pouziva
metoda opakované imunizace zvifat konkrétnim antigenem, proti némuz chceme ziskat
protilatku. Takto vytvofené polyklondlni sérum vSak pfedstavuje velmi heterogenni smés
protilatek. Jeji slozeni se 1i$i nejen u raznych zvitat, ale 1 u téhoz zvitete, mezi jednotlivymi
odbéry. Smés obsahuje protilatky sriznou specificitou ( je dana prostorovou
komplementaritou vazebného mista protilatky s epitopem ), rtuznou afinitou k antigenu,

protilatky riznych tfid a podtiid, riznych biologickych a fyzikalné-chemickych vlastnosti.

b) Monoklonalni protilatky

V roce 1975 Kohler a Milstein vyvinuli techniku, kterd umoznuje in vitro rast bunééné
populace jednoho klonu produkujiciho protilatky zadané specificity. Prvni faze piipravy
monoklonalnich protilatek probiha stejné¢ jako u protilatek polyklonalnich, tedy imunizaci
zvifete ( nejcastéji mysi ) vybranym antigenem. Ze sleziny imunizovaného zvifete je
piipravena bunéfna suspenze, ktera je fuzovana s relativné nesmrtelnymi myelomovymi
bunikami, které jsou odvozeny od mutantni bunécné linie nddorovych B lymfocytt. Takto
vzniklé klony ( hybridomy ) jsou dale mnoZeny. Monoklonalni protilatky produkované jednou

hybridomovou linii jsou identické, tzn. Ze jsou jedné tfidy ( podtiidy ), vykazuji vazbu na



stejnou antigenni determinantu, vazi se na ni se stejnou afinitou a maji stejné fyzikalné-

chemické vlastnosti.

Porovnani vlastnosti monoklondlnich a polyklonélnich protilatek

Ptiprava monoklonélnich protilatek je znacné technicky a Casové naro¢na, nicméné
podafi-li se ziskat hybridom produkujici protilatku Zadané kvality, je tak Kk dispozici
standardni reagencie v prakticky neomezeném mnozstvi. Hybridomy je moZzné mrazit,
dlouhodobé uchovavat v tekutém dusiku a v piipadé potieby znovu rozmrazit. Nevyhodou
vsak je, ze monoklondlni protilatka reprezentuje jen jednu slozku polyklonalni odpovédi a
rozezné pouze jeden epitop antigenu, zatimco polyklonélni protilatka vétSinou rozpozna vice
epitopu téhoZ antigenu. V piipadé zmény epitopu tak monoklonalni protilatka dany antigen
nerozpoznd, polyklonalni protilatka vSak obvykle reaguje s jinym epitopem tohoto antigenu a

prokéze tak jeho ptitomnost ( 35).

5.2. Imunohistochemické metody detekce antigeni

5.2.1. Zpracovani tkani

a) Odbér a fixace tkani, krajeni fezi

Material pro zpracovani se nejcastéji ziskava operativné ( biopsie ), dale se uplatiiuje 1
metoda seSkrabovani, odtlaceni ¢i odsati. Dalsi zpracovani tkani se fidi typem a stabilitou
prokazovanych antigenil v jednotlivych prostiedich a také technickym vybavenim laboratofte,
V niz je vySetieni provadéno.

Nejcastéji aplikovanou metodou fixace tkdnije pouziti nékterého z béznych fixativ
( alkoholové fixacni roztoky, Bouinova tekutina, formol — podrobné&ji viz. kapitola 4 ),
v kombinaci se zalévanim do parafinu. Takto vytvofené bloc¢ky jsou krajeny npm silré
fezy na sankovych ¢i rotaénich mikrotomech s ocelovymi nozi.

Odebirana tkan mize byt rovnéz okamzité a velmi rychle zmrazena, nejlépe v tekutém
dusiku. Takto fixovana tkan je krajena na zmrazovacim mikrotomu — kryostatu ( mikrotom
umistény v mrazicim boxu s teplotou -20°C ); nakrajené fezy 4m silné je pak tfeba fixovat

Vv chlazené smési methanol-aceton 1:1 po dobu 10 minut.



K lepeni fezt k podloznimu sklu je mozno pouzit bilek-glycin nebo Zelatinu. Vzhledem
k tomu, Ze jsou dostate¢né ucinna a nepusobi nespecifické reakce, je vSak davana piednost
syntetickym lepidlim ( poly-L-lysin, 3-aminopropyltrioxysilan ). V ptipadé polylysinovych
skel je podlozni sklo pie¢isténo v saponatu a kyselém alkoholu, a poté se umisti na 5 minut do
kyvety s poly-L-lysinem fedénym 1:10. Silanizovana skla se pfipravuji ponofenim do 2%

roztoku 3-aminopropyltrioxysilanu v acetonu.

b) Demaskovani epitopt

V pribéhu fixace i1 dal§iho zpracovani tkanovych blokii dochazi ke zménam,
maskovani, n€kdy i zablokovani antigennich determinant, a tim ke zkresleni vysledkl
imunohistochemickych vysSetieni. K demaskovani zablokovanych epitopi v soucasné dobé
slouzi zejména digesce proteolytickymi enzymy a vyuziti ptisobeni mikrovinné trouby.

Proteolytické enzymy ( nejcastéji trypsin a pepsin ) svym pusobenim Stépi a uvoliuji
nezadouci vazby, které se vytvaieji v pribéhu fixace mezi riznymi skupinami aminokyselin.
Nevyhodou jejich aplikace je ovSem fakt, Ze casto plsobi uvolnovani fezli, zejména
kryostatovych, z podloznich skel. Tento problém je vyfeSen v piipadé pouziti mikrovinného
ozafeni v mikrovinné troub¢, kde dochazi nejen k ucinku tepelnému, ktery prispiva k fixaci,
ale také k poruseni n¢kterych peptidickych vazeb, které mohou maskovat hledany antigen. Na
zéklad¢ aplikace tohoto postupu byly odhaleny i antigeny Ci epitopy, které nemohou byt

vV bézné zpracovanych parafinovych fezech viibec detekovany.

5.2.2. Markery

Abychom mohli pozorovat specifickou vazbu mezi ptislusnou slozkou tkané a

protilatkou, je tieba ji zvyraznit markerem — znackou ( fluorochrom, biotin, enzym ). Tato
znacka je kovalentné vazana k ptislu§né protilatce a detekovana na zakladé svych vlastnosti
ve svételné ( biotin, enzymy ) ¢&i fluorescenéni ( fluorochromy ) mikroskopii.
V imunohistochemickych metodach zaméfenych na detekci antigenti asociovanych

s nadorovymi buiitkami je Castéji vyuzivano znaceni pro svételnou mikroskopii.



a ) Fluorochromy
Jde o barviva, ktera vykazuji fluorescenci. Princip fluorescence spociva v tom, Ze

excitaéni svétlo vede k ptreskoku elektronti v molekule barviva na energeticky vyssi hladinu.
Pfi nasledném skoku zpét se vysviti svétlo o jiné, del§i vinové délce. Fluorescence neni
stabilni a vybledne ( vysviti ), preparat je proto nutno sledovat co nejdiive po prob¢hlé reakci.
Orientace v preparatu pro fluorescen¢ni mikroskop je téz$i, protoze se nedobarvuji jadra.
Pokud chceme mit jadra piibarvend, je nutno pouzit specialni filtr, dvojexpozici nebo
konfokalni mikroskop.
Barviva : e fluorescein iso-thiocyanat ( FITC ) — zelené zbarveni

e rhodamin ( tetramethylrhodamin-iso-thiocyanat — TRITC ) — ¢ervené zbarveni

o texaska Cerven ( Texas red ) — Cervené zbarveni

e Hoechst 33258 — modreé zbarveni
e DAPI ( 4,6-diamidino-2-phenylindol ) pro barveni DNA — modré zbarveni

b ) Biotin

Prokazuje se vazbou se znacenym avidinem. Avidin ma schopnost vazat ¢tyi1 molekuly
biotinu; nékterd vazebna mista jsou volna ( vaZze se biotinem znacena protilatka ) a néktera
vyplnéna komplexem biotin-peroxidaza ( resp. biotin-enzym ). Enzym, navazany ve vyrazné
vysSim poctu ( o 2 molekuly enzymu vice na kazdou znacenou protilatku ), S§té€pi specificky
enzymaticky substrat a vyvolava charakteristickou zménu zbarveni o znacné vétsi intenzité

nez bez vazby avidin-biotin.

¢ ) Enzymy
Jako markery se pouzivaji velmi stabilni enzymy s relativné nenaroénymi podminkami
pro uspésny prukaz :
e alkalicka fosfatdza ( AP )
e kienova peroxidaza ( HRP — horse radish peroxidase )
— vizualizace se provadi pomoci DAB ( diaminoazobenzidin ) — ptisobenim peroxidazy
vznikaji nerozpustné ¢erné ( hnédé ) elektrodenzni precipitaty
e gluk6zooxidaza

e B-galaktozidaza



5.2.3. Metoda prima

Pfi pfimé metodé je znacka ( marker — nejastéji enzym ) konjugovan s protilatkou
zadané specificity. Tato primarni protilatka se pfimo vaze na hledany antigen. Navzdory své
zdanlivé jednoduchosti ma tato metoda né€kolik nevyhod. Vzhledem k nizké citlivosti musi
byt pouZita vysSi koncentrace primarni protilatky. Nékteré protilatky ( zvlast€ monoklonalni )
neni mozné s markery vibec konjugovat, jelikoz dochazi k poruSeni vazebného mista a

antigen pak neni rozpoznan.

5.2.4. Metoda neprima

V prvnim kroku se na antigen navaze specificka, neznacena primarni protilatka, ktera
muze byt jak polyklonalni tak monoklonalni. Teprve ve druhém kroku je prvni protilatka
vazana na antigen detekovana druhou anti-Ig protilatkou konjugovanou s markerem.

Je-1i napiiklad v prvnim kroku pouZita mysi protilatka, je aplikovana sekundarni znacena
krali¢i protilatka proti mySimu Ig. Vyhodou této metody je, Ze jednu konjugovanou protilatku
muzeme pouzit pro detekci mnoha antigen. Pracujeme-li naptiklad s panelem né¢kolika
mySich monoklonalnich protilatek, mtzeme k jejich detekci uZit jediny konjugat protilatky

proti mySimu Ig.

5.2.5. Metoda amplifika¢ni

Slouzi k zesileni signélu v pfipadé, ze mnozstvi molekul antigenu ve tkani je nizké.

a) PAP ( peroxidaza-anti-peroxidaza )

Misto sekundarnich protilatek konjugovanych jednodusSe s kienovou peroxidazou jsou
pouZivany tzv. PAP komplexy. Peroxidaza je v téchto komplexech zachycena ve vazebném
misté anti-peroxiddzové protilatky. Pfi samotném prukazu antigenu jsou nejprve aplikovany
primarni protilatky ( napf. mysi ), které se na né specificky navazi, nasledné je ptidana
neznacena sekundarni protilatka ( anti-mysSi ) a také komplex mysi protilatky s kienovou

peroxidazou. Sekundarni ( anti-mysi ) protilatka se vaze jak na primarni specifickou



protilatku, tak na protilatku v PAP komplexu. MnoZstvi kienové peroxidazy navazané v PAP
komplexu je nékolikandsobné vyssi nez v pfipadé jednoduché vazby enzymu na protilatku,

diky tomu doch&zi k vyraznemu zesileni signalu.

b) APAAP ( alkalicka fosfatdza-anti-alkalicka fosfataza )

V tomto piipadé je enzym vazan na tercidlni protilatku, ktera byla vytvorena imunizaci
stejného zvitete, jako primarni specificka protilatka. K navazani tercidlni protilatky dochazi
diky vazb¢ sekundarni neznacené protilatky, ktera je namifena proti Ig zvifete, které bylo
vyuZzito k produkci primarni a tercialni protilatky.
¢) ABC (avidin-biotin komplex )

V této metodé se na primarni specifickou protilatku navaze sekundarni protilatka
konjugovana s biotinem. V dalSim kroku se na biotin vdzany na sekundarni protilatce
vicenasobné vaze komplex avidin-biotin-peroxidaza ( nebo jiny enzym ), ktery vyrazné

zesiluje signél.

5.2.6. Vizualizace konjugovanych enzymii

Enzym navazany na protilatku nebo jinou molekulu ( avidin, biotin ) v prub&hu
imunologické reakce dopravime a navdZzeme na vySettovany objekt — tkan¢ nebo bunky.
Koneénym krokem k imunohistochemickému prikazu hledaného antigenu je vizualizace

konjugovaného enzymu.

a) Kfenova peroxidaza

Aktivnim centrem peroxidazy ( m.h. 40 kDa ) je hemova skupina s navazanym Zelezem
— hematin, ktery tvoii komplex s peroxidem vodiku, ktery se tak rozpada na vodu a atomarni
kyslik. Této vlastnosti peroxidazy se vyuZiva Kk jeji vizualizaci, nebot’ muze oxidovat ruzné
substradty — donory elektront, ¢imz zpusobi zménu jejich zbarveni. Pouzivanymi donory
elektront jsou 3,3’-diaminobenzidin tetrahydrochlorid ( DAB ), 3-amino-9-ethylkarbazol
( AEC ) a 4-chlor-1-naftol (CN).



b) Alkalicka fosfataza

Alkalickd fosfatdza ( m.h. 100 kDa ) odsStépuje a transferuje fosfatové skupiny
z organickych esterii. Nejcastéji se prokazuje azokopulacni reakcei s alfa-naftylfosfaty a Fast
Blue BB ( diazotat 4"-amino-2"-5"-dietoxybenzanilid; vysledkem je ¢erna srazenina ) nebo

Fast Red TR ( diazotat 5-chloro-o-toluidin; vysledné zbarveni je cervenohnédé ).

¢) Glukozooxidaza

Prostetickou skupinou gluk6zooxidazy ( m.h. 185 kDa ) je flavoprotein. Flavin odniméa
vodik z glukozy, kterou oxiduje, a odevzdava jej jinému receptoru, kysliku. Ve tkanich savca
neni tento enzym pfitomen, diky ¢emuz se nemusime obavat endogenni aktivity. Nevyhodou
je nizsi citlivost ve srovnani s peroxidazou a pozadavek asi 10x vysSi koncentrace primarni
protilatky. Gluk6zooxidaza se prokazuje tetrazoliovou reakci s tetrazoliovymi solemi : nitro-
blue-tetrazolium ( NBT ), tetranitro-blue-tetrazolium ( TNBT ) a jodonitro-tetrazolium
(INT).

d) B-galaktozidaza

Jako vhodny substrat ke znazornéni B-galaktozidazy (m.h.500 kDa) slouzi
5-brom-4-chlor-3-indolyl-beta-D-galaktozid, ktery poskytuje indigové zbarveni reakéniho
produktu.

5.3. Imunohistologické markery karcinomu prostaty

5.3.1. Prostaticka kysela fosfataza
( prostate specific acid phosphatase, PAPH )

Role kyselé fosfatazy jako markeru rakoviny prostaty byla poprvé popsana jiz ve 30.
letech 20. stoleti ( 12 ), ale teprve vroce 1964 Shulman a spolupracovnici ( 50 )
charakterizovali prostatickou specifickou kyselou fosfatdzu ( PAPH ), ktera se stala zakladem
rozsahlych imunochemickych studii.

Lidska PAPH je fosfomonoesteraza, syntetizovana a uvoliiovand do seminalni tekutiny

pod kontrolou androgend. Jde o glykoprotein o molekulové hmotnosti 100kDa, tvofeny



dvéma subjednotkami o hmotnosti 50kDa. Pocatkem devadesatych let byla klonovana cDNA
a genomicka struktura genu pro PSAP, ktery je uloZzen na chromozomu 3q21-23.

Prvni studie, které se zabyvaly stanovenim prostatické kyselé fosfatazy v histologickych
preparatech, byly zaméfeny na odhaleni miry specificity PAPH pro prostatickou tkai. Jobsis a
kolektiv ( 25 ) studovali pfitomnost PSAP na 30 vzorcich normalni tkané prostaty, 30
vzorcich adenokarcinomu prostaty, 20 piipadech metastaz prostatického pivodu a 50
piipadech metastaz jiného nez prostatického piivodu. Pro ptipravu specifické protilatky byla
ze seminalni tekutiny ziskéna centrifugaci a purifikaci na gelu PAPH, ktera byla aplikovana
opakovanymi intramuskularnimi injekcemi samicim novozélandského bilého krélika. Po
tiimésicni imunizaci bylo z krali¢i krve ziskdno antisérum, které bylo vyuzito jako specificka
primarni protilatka, ktera se na tkdnovych fezech vyvazala na antigen ( PAPH ). Béhem
dal§iho kroku imunohistochemické reakce byl pfidan peroxidazou znaceny kozi anti-kralici
imunoglobulin. Peroxidazova aktivita byla detekovana pfidanim 3,3°-diaminobenzidin
tetrahydrochloridu. Vysledek ( Tab. 4 ) ukazal pozitivitu PAPH v epitelialnich buiikach vSech
vzorktl prostatické tkan¢ ( normdalni i nadorové, 59/60 ), svyjimkou jednoho vzorku
adenokarcinomu kribriformniho typu, a rovnéz u vSech prostatickych metastaz ( 20/20 ).

Vzorky metastaz karcinomi jiného nez prostatického ptivodu byly negativni ( 50/50 ).

Tab. 4 Pozitivita PAPH
+ pozitivni, - negativni

Vzorky tkani pocet pripadi  + | pocet piipadi -
epitelialni b. 30 0
Prostata stroma 0 30
adenokarcinom 29 1
prostaty 20 0
mocoveého méchyie 0 10
, . plic 0 10
Metastazy rakoviny saludky 0 10
ledvin 0 10
stiev/rekta 0 10

Na zakladé této studie je patrné, ze PAPH ma pro prostatickou tkan vysokou specificitu,
diky c¢emuz jeji detekce napoméha zejména k odhaleni prostatického pivodu obtizné

identifikovatelnych metastadz. Vyuziti PAPH v detekci a diagnostice karcinomu prostaty, i



odliSeni karcinomu a benigni hyperpldzie prostaty, neni mozné, nebot’ vzorky normalni
prostatické tkdn¢ 1 adenokarcinomu prostaty vykazuji téméf stejnou pozitivitu; nepatrn¢ vyssi
intenzita a jednotnost barveni je patrna u vzorkd benigni hyperplazie, nicmén¢ tento rozdil
neni pro diagnostiku signifikantni.

Rada nasledujicich vyzkumtl se zaméfila na vypovédni hodnotu stanoveni intenzity a
rozsahu barveni PAPH vzhledem k prognoze onemocnéni. Ve studii ( 13 ) sledujici vztah
mezi intenzitou a rozsahem imunohistochemického barveni polyklonalni protilatkou proti
PAPH a dobou pfeziti pacientl, ktefi onemocnéli karcinomem prostaty, byla prokazana
korelace mezi intenzitou zbarveni a dobou pieziti ( Tab. 5), z niZz vyplyva, Ze pacienti s vyssi
hladinou PAPH pftezivaji déle, pravdépodobné diky lepsi odpovédi na hormonélni 1é¢bu.
Vztah mezi rozsahem barveni a pfezitim nebyl dostate¢né prokazan.

Tab. 5 Intenzita pozitivni anti-PAPH reakce ve vztahu k dobé& pteziti pacientil

semikvantitativn€ stanovena

intenzita zbarveni PAPH pocet pacientii | zemieli do 7 let | ptezili déle nez 7 let

<2 63 21 (33%) 42 (67%)

>2 60 9(5%) 51 (85% )

Pozdg¢jsi studie, ktera vyuzila k detekci PAPH monoklonalni protilatku (49 ), vyloucila,
ze by intenzita ¢i rozsah imunoreaktivity ve vzorcich adenokarcinomti prostaty mohly slouzit
Kk pfedpovédi progrese onemocnéni, nebot’ barveni prokazalo znacnou variabilitu v expresi

PAPH v danych vzorcich.

5.3.2. Prostaticky specificky antigen ( prostate specific antigen, PSA )

Objev molekuly PSA byva piipisovan Wangovi ( 1979 ), avSak poprvé byl PSA
identifikovan v prostaticke tkani Ablinem a kol. jiz v roce 1970. V roce 1971 Hara a kol.
popsali gama seminoprotein ve spermatu, kdyZ se snaZzili objevit marker vyuzitelny v
soudnim l¢ékafstvi k identifikaci pachateld znasilnéni. Pozdé&ji se ukdzalo, Zze se jednd o
identickou latku s PSA. Purifikovan a charakterizovan byl na gelové elektroforéze Wangem a

kol. v roce 1979. Od doby, kdy zacal byt PSA Siroce pouZzivan v diagnostice karcinomu



prostaty, vyrazné¢ vzrostl pocet provedenych biopsii prostaty. Diisledkem je vysSi zachyt
karcinomu prostaty a detekce ¢asnéjsich stadii (48 ).

Prostaticky specificky antigen je lidsky kalikrein, glykoprotein o molekulové hmotnosti
33 kDa s aktivitou neutralni serinové proteazy. Jeho molekulu tvofi 237 aminokyselin a jeden
uhlovodikovy fetézec, navazany na aminoskupinu kyseliny asparagové.

PSA je secernovan epitelialnimi bufikami prostaty lemujicimi aciny a dukty prostatické
tkan¢. Vyskytuje se piedev$im ve spermatu, kde je jeho koncentrace velmi vysoka ( 0,2-0,5
mg/ml); nejvyssi koncentrace PSA v téle je v lumen acini. Gen pro PSA, ktery vykazuje vice
nez 80% homologii s genem pro kalikrein, byl objeven na chromozomu 19. K jeho expresi
dochazi piisobeni fady faktor; v bunééné linii LNCaP prostatického karcinomu je exprese
genu zvySovana piitomnosti androgeni a sniZzovana 13-cis-retinovou Kkyselinou a
extraceluldrni matrix, v tkanich benigni hyperplazie prostaty dochazi k vy3si expresi PSA pod
vlivem testosteronu, estradiolu, LH a FSH a niZsi expresi diky prolaktinu.

Pivodni domnénka, Ze PSA je produkovidn pouze prostatickymi buiikami byla
vyvracena prikazem tohoto proteinu v moci, séru a slinach zen. Rovnéz byla zjisténa
pfitomnost mRNA typické pro PSA v nékterych nadorech kuze, slinnych Zzlaz, ledvin,
vajecnikd, plic a dalSich.

V imunohistochemické analyze se ale PSA jevi jako témét 100% specificky antigen pro
prostatickou tkan, nebot’ reakce protilatek byla prokazana pouze u vzorkl prostatické tkané ¢i
metastaz prostatického pivodu, zatimco u nadorovych lozisek jiné lokalizace bylo barveni
negativni. Nadji a kol. ( 41 ) ve své studii pouzili 73 vzorkl primarnich nadori prostaty, 49
vzorkli metastdz prostatického plvodu a 78 piipadl karcinomtl jiného nez prostatického
ptivodu. K detekci PSA byla pouzita neznacena krali¢i protilatka, jejiz vazba byla zvyraznéna
uzitim PAP techniky, kdy k vazbé kraliciho komplexu peroxidaza-anti-peroxidaza doslo
prostiednictvim  prase¢iho anti-krdli¢iho imunoglobulinu. K detekci a vizualizaci
peroxidazové aktivity byl ptidan 3,3 -diaminobenzidin tetrahydrochlorid. Vysledek prokazal,
ze vSech 78 piipadi karcinoml neprostatického ptivodu se barvilo negativné ( Obr. 16B ),
zatimco vSechny vzorky prostatickych karcinomt ¢i metastaz vykazovaly pozitivitu ( Obr.

16B ). Na fezech s lozisky normalni ¢i hyperplastické tkané byla rovnéz potvrzena exprese



PSA v epitelidlnich buiikach acint a duktd prostaty ( Obr. 16A ), zcehoz je patrné, ze
imunohistologicky prukaz PSA neni mozné vyuzit k odlieni benigni hyperplazie od
karcinomu prostaty. Intenzita zbarveni sice od benigni hyperplazie ptes PIN
k adenokarcinomu klesa, ale procentualni zastoupeni imunoreaktivnich bun¢k se mezi vzorky

BHP (81,3% ) a karcinomu ( 74,2% ) piilis nelisi ( 4 ).

Obr. 16 A: pozitivni barveni PSA v duktech hyperplastické prostatické tkang; B: v levé Gasti je patrné negativni
barveni v epitelidlnich buiikich semindlnich méchytki, zatimco v pravé Easti se pozitivné barvi buiiky
prostatického karcinomu (41)

Imunohistochemickd analyza vyuZivajici protilatky proti PSA je v dnesni dobé Siroce
roz$ifena v histopatologické praxi k stanoveni prostatického piivodu metastdz v riznych
lokalizacich. K detekci PSA je mozno pouzit jak monoklonalni, tak polyklonalni protilatky,
které se vSak liSi svou senzitivitou a specificitou pro tento antigen. Varma a kol. ( 57 )
sledovali vyhody a nevyhody obou typt protilatek na 60 vzorcich prostatického karcinomu,
40 vzorcich normalnich semindlnich vackt a 310 preparatech nadort jiné neZ prostatické
lokalizace. Nejprve byly pfipraveny pirehledné preparaty barvené hematoxylinem-eosinem,
Vv nichz bylo u vzorki prostatického karcinomu stanoveno Gleasonské skore ( 20 preparata se
skore 6, 20 se skdre 7-8, 20 se skore 10 ). Z kazdého vzorku tkané byly zhotoveny dva
preparaty, z nichZ jeden byl inkubovan s anti-PSA monoklonalni protilatkou a druhy s anti-
PSA polyklonalni protilatkou. K vizualizaci peroxidazové aktivity ABC ( avidin-biotin
komplex ) byl pouzit diaminobenzidin. Vysledky prokazaly, ze u vzorka s niz§im skdre neni
rozdil mezi senzitivitou obou protilatek patrny, avSak u preparati s vySSim Gleasonskym

skore byla patna nizsi senzitivita monoklonalni protilatky. V 310 preparatech nadort jiné nez



prostatické lokalizace nebyla prokézana Zadna reaktivita s monoklonalni protilatkou, coz
dokazuje jeji vysokou specificitu pro prostatickou tkan. V piipad¢é polyklonalni protilatky
doslo k pozitivnimu barveni 90% ( 27/30 ) vzork nenadorovych bunék slinnych z1az a 32%
( 13/40 ) vzorkid semindlnich vackl, diky ¢emuz byla polyklonalni protilatka oznacena za
mén¢ specifickou. V souhrnu Ize tedy stanovit, Ze polyklonalni protilatka proti PSA je vice
senzitivni ( detekuje PSA pozitivni buiiky 1 ve Spatné diferencovanych tumorech ), ale méné
specifickd ( pozitivita i ve tkanich jiné nez prostatické lokalizace ) nez monoklonalni
protilatka. Pokud tedy chceme stanovit diferencialni diagnoézu ¢i ptivod metastaz nadort, je
vhodnéj$i dat prednost monoklondlni protilatce. Jestlize ale chceme odhalit pfitomnost
minimalniho po¢tu nddorovych bunék ¢i bunck Spatné diferencovaného karcinomu, poskytne
nam piesnéjsi a signifikantnéjsi vysledky reakce s polyklonalni protilatkou.

Rozsah ani intenzitu zbarveni PSA pozitivnich vzorkil nelze pouzit jako prognosticky faktor

dalsi progrese onemocnéni ( 49 ).

5.3.3. Prostaticky specificky membranovy antigen
( prostate specific membrane antigen, PSMA )

PSMA byl poprvé identifikovan Horoszewiczem a kol. ( 17 ) v roce 1987 jako marker
prostatickych epitelialnich bunék, ktery byl rozpoznan monoklonalni protilatkou 7E11-C5.3.

Jedna se o transmembranovy glykoprotein ( m. h. 94kDa ) tvofeny 750 amino-
kyselinami, ktery je produkovan epitelidlnimi butikami prostatické tkdné. Gen pro PSMA je
lokalizovan na 11 chromozomu a vykazuje 54% homologii s genem pro transferinovy
receptor. PSMA je folat hydrolaza, kterd vykazuje exopeptiddzovou aktivitu a je silné
exprimovana v buiikach zejména téch prostatickych karcinomu, které metastazovaly do kosti
¢i lymfatické tkdn€. Vzhledem k folat hydroldzové aktivité¢ PSMA vykazuji buniky karcinomil
prostaty, které tento antigen exprimuji, rezistenci vici terapii methotrexatem (45 ).

Imunohistochemické studie se vprvni fadé¢ zaméfily na specificitu PSMA pro
prostatickou tkan a metastazy prostatického ptvodu. Silver a kol. ( 53 ) analyzovali
ptitomnost PSMA ve vzorcich normalni ¢i hyperlastické tkané prostaty, normalnich tkani

ruznych lokalizaci a dale ve 35 vzorcich primarniho prostatického karcinomu, 8 vzorcich



metastdz prostatického adenokarcinomu v lymfatickych uzlindch a 18 vzorcich metastaz
Vv kostech. Pro odhaleni miry specificity PSMA pro prostatickou tkan byla mysi monoklonalni
protiladtka 7E11-C5 aplikovana i na série fezti karcinomu jiného neZ prostatického ptivodu.
K detekci primarni protilatky byl ptidan konsky anti-mysi biotinylovany imunoglobulin, na
néjz se vyvazal avidin-biotinovy peroxidazovy komplex. Enzymova aktivita peroxidazy byla
detekovana piidanim 3,3’-diaminobenzidin tetrahydrochloridu. Vysledek ( Tab. 6 ) ukazal
znacn¢ vysokou specificitu PSMA pro prostatickou tkan stejné jako pro metastazy
prostatického ptivodu ( pozitivita jinych nez prostatickych tkani je pravdépodobné zptisobena
hydrolazovou aktivitou PSMA; dochazi ke zk#izené reakci protilatky s jinou hydrolazou ).

Tab. 6 Reakce PSMA ve vzorcich normalnich a nadorovych tkani riznych lokalizaci
- negativni, + pozitivni, +/- slabé pozitivni

normalni tkan nadorova tkan
L detekce - ofet | pozitivni
typ thane psma ||V thane wvorkii || PSMA
ledviny glomeruly - prostata — primarni kar(?inom ' 35 33
tubuly + prostata - | lymfatické uzliny 8 7
mocovy méchyt - metastazy kost 18 8
prostata epitelialni b. +/- ledviny 17 0
stroma - mocovy méchyt 13 0
ktze - tlusté stievo 19 0
nervovy systém -
endokrinni organy -
tlusté stievo +

DalSimi vyzkumy bylo prokdzano, Ze neni mozné pouzit barveni PSMA v histologii
k odliseni vzorkl benigni hyperplazie prostaty a karcinomu stejné lokalizace. Bostwick a kol.
( 4) aplikovali monoklonalni protilatku proti PSMA na 184 preparati vytvorenych ze vzorki
prostatické tkané pacientti s adenokarcinomem prostaty. Akceptovany byly pouze ty
preparaty, na nichz se soucasné vyskytovala loZiska BHP, PIN a adenokarcinomu prostaty
Na zékladé¢ stanoveni procentudlniho zastoupeni pozitivné se barvicich bun¢k ( BHP 69,5%;
PIN 77,9%; adenokarcinom 80,2% ) bylo odhaleno, Ze exprese PSMA stoupa od BHP pies
PIN k adenokarcinomu ( Obr. 17).
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Obr. 17 PSMA pozitivni epitelidlni bunky; A: BHP; B: PIN; C: primarni adenokarcinom prostaty (4 )

5.3.4. Prostate stem cell antigen ( PSCA)

PSCA je glykoprotein tvofeny 123 aminokyselinami, ktery je exprimovan na povrchu
epitelidlnich bunék prostatické tkané. Tiebaze PSCA mRNA byla detekovana specificky
pouze V bazalnich bunkach, glykoprotein se vyskytuje v bazalnich, sekretorickych i
neuroendokrinnich buiikkach prostaty. K membrané bunék je vazan prostiednictvim
glykosylfosfatidylinositolu ( GPI ). Funkce tohoto proteinu v organismu neni dosud zcela
znama, pravdépodobné se podili na transdukci signdlu a mezibunééné adhezi, z ¢ehoz lze
usuzovat, ze zmény v jeho expresi mohou ovlivnit proliferaci a schopnost apoptdzy bunék
(46).

Specificita PSCA pro prostatickou tkan je vysokd, nebot pozitivni barveni bylo
prokdzano u normalni i1 nadorové prostatické tkané vCetn¢ metastaz v riznych orgénech,
naproti tomu u vétSiny vzorkl ostatnich tkdni nebyla zaznamenéna reaktivita. Vyjimku tvofi
pouze slabé se barvici neuroendokrinni buniky tlustého stfeva a zaludku, trofoblasty placenty,
epitelialni buitky mocového méchyte a buniky sbérnych kanalka ledvin.

Vzhledem k tomu, Ze byla prokazéana asociace PSCA nejen s normalni prostatickou
tkani, ale i svice nez 80% ptipadi rakoviny prostaty, byla vénovana zna¢na pozornost
odhaleni vypovédni hodnoty pozitivni imunoreaktivity v souvislosti s odlisenim normalni a
nadorové zménéné tkane€, popiipade nalezenim vztahu mezi intenzitou barveni a biologickymi
vlastnostmi nadoru. Gu a kol. ( 11 ) vyuzili k analyze 112 vzorkd primarnich karcinomu

prostaty a 9 vzorkil metastaz prostatického ptavodu v kostech. PSCA pozitivita byla prokdzéana



ve 105 ( 94% ) ptipadech karcinomu a 9 ( 100% ) ptipadech kostnich metastdz. Intenzita
zbarveni jednotlivych preparati byla semikvantitativné posouzena a na zékladé¢ porovnani

s hodnotou gradingu a stagingu ( Tab. 7 ) byla potvrzena signifikantni korelace mezi témito

hodnotami a Urovni exprese PSCA.

Tab. 7 Exprese PSCA v porovnani s gradingem a stagingem

semikvantitativni zhodnoceni intenzity barveni

Gleason skore | pocet pacientti | 0 (%) 1-2 (%) 3-6(%) 9(%)
negativni | slabé pozitivni | pozitivni | silné pozitivni

2-4 4 0(0) 0(0) 4 (100) 0(0)

5-6 27 3(11) 4(15) 17 (63) 3(11)

7 47 2(4) 3(6) 33(70) 9(19)

8-10 34 2(6) 5(15) 16 (47) 11(32)

Ve stejnych vzorcich byla porovnana i mira imunoreaktivity nddorovych lozisek a ptilehlych

okrskl normalni prostatické tkané ( Obr. 18 ).
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Obr. 18 A: siln€ pozitivni imunoreaktivita bunék $patné diferencovaného karcinomu ( $ipka ) v kontrastu se
slab&é pozitivnimi buitkami normalni tkang ( $picka ); B: silné pozitivni imunoreaktivita bunék kribri-
formniho karcinomu ( $ipka ) v kontrastu se slab& pozitivnimi buiikami normalni tkané ( $picka ) (11)

Vysledek ukézal, Ze buniky normalni tkdné se barvi vyrazné slab&ji nez buniky nadorové,

pfi¢emz tento rozdil je tim markantn&j$i, ¢im vyS$i je Gleasonské skore posuzovaného

nadorového loZiska.
V souhrnu tedy plati, Ze mira exprese PSCA v nadorovych burikach prostaty stoupa

s vyssim gradingem a stagingem a rozdil v intenzit¢ PSCA imunoreaktivity lze vyuzit

k odliSeni normalni a neoplastické prostatické tkané.



5.3.5. Six-transmembrane epithelial antigen of the prostate ( STEAP )

Pti hledani novych gent, které jsou ve zvySené mife exprimovany u metastazujici
rakoviny prostaty, byl objeven novy gen na 7. chromozomu, ktery je siln¢ exprimovan u
pokrocCilych stadii karcinomu prostaty. Jeho produktem je protein, tvofeny 339
aminokyselinami, ktery nevykazuje homologii s Zddnym zndmym proteinem. Biochemicka
analyza a stanoveni sekundarni struktury vedou k domnénce, Ze jde o bunéénou povrchovou
molekulu s Sesti transmembranovymi doménami. Takovéto molekuly obvykle funguji jako
iontové kandly. STEAP ma tedy pravdépodobné vzhledem ke své membranové lokalizaci
funkci mezibunécného kanalu v oblasti bunéénych spoji, diky ¢emuz se muze podilet na
zvySené proliferaci a vy3si invazivité bun€k karcinomu prostaty.

Imunohistologicka analyza ptfitomnosti STEAP byla provedena Hubertem a kol. ( 19 )
na formalinem fixovanych parafinovygin 4silsich tkanovych fezech, které byly
inkubovany s anti-STEAP polyklonalni ov¢i protilatkou. Nasledné byl ptidan biotinylovany
krali¢i anti-ov¢i imunoglobulin a reakce byla vizualizovana pfidanim avidin-konjugované
peroxidazy. Jako pozitivni kontrola byly pouzity nddorové buitky LNCaP linie, u nichz byla
prokéazana vyrazna imunoreaktivita v oblasti plazmatické membrany. Analyza 26 klinickych
vzorkl prostatické tkané ukazala stfedni az silnou pozitivitu epitelidlnich bun€k vSech vzorka
prostatického karcinomu. Signal byl evidentné nejsilnéjsi v oblasti bunééné membrany,

zejména v mistech mezibunéénych spoju ( Obr. 19).

Obr. 19 A: pozitivni STEAP ve vzorku normalni prostatické tkang; B: STEAP pozitivita karcinomu prostaty

Gleason 3 (19)




STEAP je tedy exprimovan ve vSech vzorcich prostatické tkan¢ ( normalni, BHP, karcinom ),
coz znemoznuje vyuziti tohoto markeru k odliSeni karcinomu od normalni ¢i hyperplastické
tkan¢. U vétsiny vzorkl jiné nez prostatické lokalizace nebyla pfitomnost STEAP detekovana,
vyjimku pifedstavuje pouze slaba cytoplazmaticka pozitivita nékolika vzorku ( Tab. 8 ), coz

dokazuje vysokou specificitu STEAP pro prostatickou tkan.

Tab. 8 Intenzita barveni STEAP ve vzorcich rtiznych tkani
- v ptipadech, kdy byl analyzovan vice nez jeden vzorek konkrétni tkan¢, je uveden v zavorce pocet
vzorkl, popft. pocet pozitivnich vzorkl/celkovy pocet vzorki

intenzita typ tkané
barveni

mozecek, micha, srdce, kosterni sval ( 2), arterie, brzlik, slezina ( 4 ),
kostni dienl, lymfatické uzliny ( 3 ), plice ( 3 ), jatra (4 ), ledviny ( 2),

zadna varlata ( 2 ), vajeniky, placenta, nadledvinky ( 2 ), §titna Zldza ( 2 ),
kuze (2)
slaba mocovod, rakovina mocového méchyie, tlusté stievo ( 4/7 ), rakovina

cytoplazmatickd | tlustého stieva ( 4/7 ), slinivka bfisni, Zaludek ( 1/2 ), déloha ( 1/2)

sttedni az silna prostata ( 6/6 ), BHP ( 5/5 ), moCovy méchyi ( 2/5 ), rakovina prostaty
membranova (15/15)

5.3.6. Prostatic inhibin peptide ( PIP)

PIP je protein, tvofeny 94 aminokyselinami ( m.h. 105kDa ), uvoliiovany prostatickymi
epitelialnimi bunikami do séra a moci. Exprese PIP je nezavisla na androgenech, je vSak
ovliviiovana FSH a TRH.

Pozitivni imunohistologické barveni na piitomnost PIP bylo prokazano v epitelidlnich

bunkach vsech prostatickych tkani : normalni, hyperplastické i maligni ( Obr. 20 ).

'_,“

Obr. 20 Pozitivni imunorea
adenokarcinom prostaty (10)




V imunoreaktivnich bunikach je v cytoplazmé disperzné rozptylen hnédy reakéni produkt,
ktery se nevyskytuje vjadfe. U tkan¢ BHP byla prokdzana v porovnani snormalni a
nadorovou tkani vyrazné vysSi pozitivita, coz muze ¢asteéné prispivat k odliSeni BHP a
adenokarcinomu prostaty. Normalni a hyperplasticka prostaticka tkan se barvi uniformné
( difizné nebo granularné ), na rozdil od barveni u adenokarcinomd, které je méné intenzivni
a Vv jednotlivych okrscich nadorové tkané se vyrazné€ 1isi intenzitou i charakterem. Intenzita
barveni a pocet pozitivnich bun¢k vykazuje inverzni vztah s diferenciaci tumoru.

Nevyhodou PIP jako markeru v diagnostice nadorovych onemocnéni je jeho nizsi specificita
pro prostatickou tkan, nebot’ pozitivni imunoreaktivita s anti-PIP protilatkou byla odhalena i

v dalSich tkanich ( nadvarle, semindlni vacky, déloha, hypofyza, kiira nadledvinek, placenta )
(10).

5.3.7. Protein p63

Protein p63, ktery vykazuje homologii s tumor supresorovym genem p53, je dulezitym
regulatorem rlstu a rozvoje bunék koznich epitelii, dé¢lozniho ¢ipku, prsu a urogenitalniho
traktu a v neposledni fadé prostaty. Gen pro p63, ulozeny na 3.chromozomu, nese genetickou
informaci nejméné pro Sest izoforem produkovaného proteinu, z nichZz ty, které obsahuji
transaktivacni doménu, jsou schopny aktivovat p53 gen a indukovat tak buné¢nou apoptdzu.
p63 je selektivné exprimovan bazalnimi bunkami mnoha epitelidlnich tkani, coz snizuje jeho
selektivitu pro prostatickou tkan.

Signoretti a kol. ( 52 ) ve své studii prokazali rozhodujici roli p63 v rozvoji normalni
prostatické tkan¢ a rovnéz jeho vyhradni expresi Vv jadrech bazalnich bunék. Testovani bylo
podrobeno 130 vzorkil karcinomu prostaty, které byly zpracovany tradi¢nimi histologickymi
technikami a nasledné inkubovany s 4A4 anti-p63 protilatkou, kterd rozezndva vsech Sest
izoforem proteinu. V okrscich normalni tkané se bazalni bunky, na rozdil od bunék
sekretorickych a neuroendokrinnich, barvily vyrazné pozitivn¢ ( Obr. 21A ). U 126 ( 97% )
piipadii karcinomu prostaty byla zaznamenéna negativni imunoreaktivita bazalnich bunck

s anti-p63 protilatkou ( Obr. 21C).
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Obr. 21 p63 -imunoreaktivita; A: normalni prostaticka tkan; B: BHP, pozitivni reakce s anti-p63 a
anti-HMWCK protilatkou; C: v pravé &asti negativné imunoreaktivni bazalni buiky karcinomu, vlevo
p63 pozitivni bazalni buiiky normalni tkdn¢ (52)

Zuvedené¢ho vyplyvd, ze p63 neni pfitomen v buiikdch karcinomu prostaty, zatimco
v normalni ¢i hyperplastické tkani je jeho pfitomnost prokazana intenzivnim barvenim ( 8 ).
Diky tomuto vyraznému rozdilu patii p63 a jeho stanoveni v bioptickych preparatech
prostatické tkané ke stéZejnim vysetfenim, ktera napomahaji k diagnostickému rozliseni BHP

a karcinomu prostaty (44 ).

5.3.8. High-molecular-weight cytokeratins ( HMW-CK )

Prostatické zlazky, stejné jako fada dalSich tkani, exprimuji cytokeratiny jednoduchych
epitelii 8, 18 a 19, avSak vzhledem k diagnostice nadorovych zmén prostatické tkané se
znacné pozornosti tési protilatky proti cytokeratinim o vys$i molekulové hmotnosti, tzv.
HMW keratinim ( cytokeratiny 1, 5, 10, 14 ). Tyto Kkeratiny se vyskytuji typicky v bazalnich
bunkach konkrétnich epitelialnich tkani, jejich vyskyt tedy neni omezen na prostatickou tkan.
Z tohoto diivodu jejich prikaz nelze vyuzit k urceni povahy metastaz neznamého ptivodu.

Reakce s monoklondlni anti-HMW cytokeratinovou protilatkou ( 34BE12 ) méa vSak
zasadni diagnosticky ptinos : v nadorovych Zlazkéch ( zpravidla ) chybi, ve vétsing benignich
proliferaci je pfitomna ( Obr. 22 ). Tento poznatek je vyuZivan k odliSeni BHP od karcinomu

prostaty v histologickych analyzach.
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Obr. 22 Reakce s 34BE12 protilatkou — v levé ¢asti nadorové zlazky bez reakce ( Ca ), uprostied high-grade
PIN Zlazky s fragmentovanou vrstvou bazalnich bunék ( h-g PIN ), vpravo nahote zlazky BHP ( BHP )
se silnou pozitivitou v oblasti bazalnich bun¢k (66 )

O’'Malley ( 43 ) pozoroval pozitivni zbarveni bazalnich bunék u 47 piipada benignich
prostatickych 1ézi ( aplazie, fibroepitelidlni uzel, postskleroticka hyperplazie, hyperplazie
bazalnich bungk, .. ), zatimco 21 pfipadi drobnych acinarni adenokarcinomil nevykazovalo
zadnou reaktivitu. Problémem ovSem zlistavd, ze ne vSechny bazalni buiiky benignich zlazek
se barvi stejnomérné, v nékterych ptipadech je tak prerusena kontinuita bazalni vrstvy, coz by
mohlo vést k mylné diagn6ze. Stejny problém, tedy ztrata barevné reakce s protilatkou ci
nekontinuita bazalni vrstvy, se objevuje az u 11% ptipadd atrofie prostatickych zlaz, 12%

ptipadi BHP a u 10-90% vzorku s atypickou adenomatozni hyperplazii.

5.3.9. a — methylacyl-CoA racemaza ( AMACR )

Rozvoj molekularné biologickych metod ( cDNA microarrays ) vedl k identifikaci a
popisu fady gend, které jsou srozdilnou intenzitou exprimovany v malignich a benignich
bunkach a tkanich.

V roce 2000 Xu a kol. (58 ) s vyuzitim cDNA knihoven identifikovali 3 proteiny
( P503S, P504S, P510S ), které se vyskytuji v benigni ¢i maligni prostatické tkani. Protein
P5048S, tvofeny 382 aminokyselinami,byl identifikovan jakee — methylacyl-CoA racemaza,

ktera se podili nap -oxidaci rozvétvenych mastnych kyselin a jejich derivati. P504S mRNA



byla prokazana ve 30-60% piipadi prostatického adenokarcinomu, pfi¢emz v normalni
prostatické tkani nebyla pifitomna.

Jiang a kol. ( 22 ) vroce 2001 oznacili AMACR jako novy marker v diagnostice
karcinomu prostaty. Uzitim krali¢i monoklondlni protilatky byla studovdna série 207
klinickych ptipada ( 137 karcinomi prostaty + 70 vzork normalni tkan¢ ). Vysledky ukézaly,
pro¢ je AMACR atraktivnim markerem pro diagnostiku karcinomu prostaty. V prvni fadé
studie potvrdila, Ze P504S/AMACR je marker s vysokou senzitivitou pro karcinom prostaty,
nebot’ vSech 137 piipadi vykazalo silnou pozitivni reakci s protilatkou bez ohledu na hodnotu
Gleasonského skére. Pozitivni P504S barveni bylo definovano jako kontinuélni, tmavé
cytoplazmatické zbarveni v epitelidlnich buiikach. P504/AMACR je rovnéz silné pozitivni
v okrscich tkan¢ s high-grade PIN. Druhym, a neméné zajimavym zjisténim bylo, z2 AMACR
ma pro karcinom prostaty rovné€z vysokou specificitu. Na rozdil od karcinomli 88% vzorkt
benigni prostatické tkané ( vcetné benigni tkané v sousedstvi karcinomu ) bylo kompletné
negativnich pro P504/AMACR ( Obr. 23 ). Zbylych 12% piipadl vykazovalo pouze mistni a
velice slabou pozitivitu. Mimo to malé benigni atypické Zlazky ( atrofie, hyperlazie bazalnich
bungk, zanét, adendza ), které mohou v nékterych pfipadech napodobovat vzhled nadorovych

loZisek a zkreslovat tak stanoveni diagndzy, s P504S protilatkou nereagovaly.
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Obr. 23 A: pozmvm 1munoreakt1v1ta epitelialnich bunek adenokarcmomu prostaty, nl oznacuje normalnl
prostatické ZIazky bez barevné reakce ( zvétseni 40x ); B: vétsi zvétSeni A ( zvétSeni 400x ), patrné
cytoplazmatické barveni; C: Ca = nadorové zménéné Zl1azky, nl = normalni zlazky, PIN = slab¢&
pozitivni buiiky prostatické intraepitelialni neoplazie ( 38 )

V roce 2002 Rubin a kol. ( 47 ) aplikovali polyklonalni anti-AMACR protilatku na 94
vzorki a prokazali 97% senzitivitu a 100% specificitu AMACR pro rakovinu prostaty. Luo a



kol. ( 38 ) ve své studii stanovili, Ze vice nez 95% vzorkl prostatického karcinomu Se barvi
pozitivné na ptitomnost AMACR, zatimco v sériich fezli normalni prostatické tkan¢ se tato
pozitivita objevuje u méné nez 4% piipadi.

Vzhledem ktomu, ze AMACR je ve vysoké mife vyjadiena v bunkach karcinomu

prostaty, je pro ovéfeni jeji vyuzitelnosti v diagnostice karcinomu prostaty dulezité stanovit
jeji expresi v normalni tkani a u dalSich malignich tumord. Luo a kol. ( 38 ) popsali nalez
AMACR v normaélnich hepatocytech, ledvinovych tubulech a slinnych Zlazach.
Jiang a kol. ( 20 ) studovali svyuzitim monoklonalni protilatky 222 vzorkl rtznych
normalnich tkani. Pfitomnost AMACR byla detekovana v hepatocytech a epitelidlnich
bunikach ledvinovych tubulti, bronchiolti a mukoézy Zlu¢niku. Stejnou metodou bylo testovano
1 539 vzorka malignich tumort riizné lokalizace, pficemz silna pozitivita byla odhalena u 17
(81% ) z 21 vzorki hepatocelularniho karcinomu a 18 ( 75% ) z 24 vzorkt bun¢k karcinomu
ledvin. Zhou a kol. ( 62 ) ke svym vyzkumlm naproti tomu pouZili polyklonalni protilatku a
detekovali AMACR u 92% ptipadi kolorektalniho karcinomu, 60% ptipadi rakoviny
vajecnikl a 30% ptipadi rakoviny prostaty. Mezi obéma studiemi se objevily znacné rozdily,
nebot’ Zhou a kol. popsali silnou expresi AMACR u rakoviny prsu a vaje¢nikii, kdezto Jiang a
kol. v téchto pripadech zaznamenali pozitivitu AMACR pouze vyjimecné. Tyto diskrepance
jsou pravdépodobné zplsobeny uzitim ruznych typl protilatek, nebot’, jak bylo dfive
prokazano, polyklonalni protilatka proti AMACR poskytuje nizsi specificitu pro karcinom
prostaty nez P504S monoklonalni protilatka ( 32 ).

Souhrnem tyto rizné studie demonstruji, ze PS04S/AMACR je :

a) vyjadiena v riznych tkanich,benignich i malignich, z ¢ehoz vyplyva, Zze v rdmci nadorove
diagnostiky je jeji vypovédni hodnota napf. pii stanoveni puvodu metastaz velmi mala

b) dulezitym pozitivnim tkdlovym markerem pro karcinom prostaty, ktery nezéavisi na
gradingu tumorového loZiska, a je mozné jej vyuZit k odliseni normalni prostatické tkané,
BHP a karcinomu prostaty

c) senzitivita tohoto markeru pro diagnostiku karcinomu prostaty, v zavislosti na typu pouzite
protilatky, kolisa mezi 82-100% a specificita mezi 79-100% ( Tab. 9 ).



Tab. 9 Senzitivita AMACR dle pouzité protilatky
M = monoklonalni protilatka; P = polyklonalni protilatka

autor publika¢ni rok typ pocet senzitivita | specificita
protilatky vzorki

Jiang a kol. (22) 2001 M 207 100% 88%
Rubin a kol. (46) 2002 P 94 97% 100%
Luo a kol (37) 2002 P 168 96% 97%
Yang a kol. (58) 2002 M 80 100% 88%
Zhou a kol. (61) 2002 P 6 83% -
Jiang a kol. (24) 2002 M 142 95% 100%
Beach a kol. (2) 2002 M 405 82% 79%

5.3.10. Cysteine-rich secretory protein 3 ( CRISP 3)

Cysteine-rich secretory proteins piedstavuji Sirokou skupinu proteinti, které byly poprvé

identifikovany v sam¢im reproduk¢énim traktu hlodaveu. Svij nazev ziskaly diky stejné, na
cystein bohaté, doméné¢ na COOH termindlnim konci molekuly ( 31 ).

Geneticka informace pro CRISP 3 ( nebo také Specific granule protein, SGP ) je
ulozena na 6. chromozomu a jeji expresi pod vlivem androgent je produkovan protein
tvofeny 225 aminokyselinami, znichz 16 predstavuje cystein. CRISP 3 gen je zvySené
exprimovan v bunkach rakoviny prostaty, pfi¢emz piitomnost tohoto proteinu je pomérné
specifickym markerem prostatickych epitelidlnich bunék. CRISP-3 mRNA je zvySené
exprimovana ve stfedné a Spatn¢ diferencovaném karcinomu, mirné zvysené hodnoty jsou
nalézany i u PIN (28).

Bjartell a kol. ( 3 ) vyuzili ve své studii polyklonalni krali¢i anti-CRISP 3 protilatku,
kterou aplikovali na 115 vzorki prostatické tkané, 15 vzorkd kostnich a 15 vzorkl
lymfatickych metastaz karcinomu prostaty. V okrscich benigni tkané v téchto vzorcich nebyla
prokazana Zadna, nebo pouze slaba, imunoreaktivita. Specificka a silna reakce v epitelialnich
bunkach prostatické tkané byla detekovana u high-grade PIN (u 12 ze 17 pacientt, 12/17 ), u
vétSiny primarnich prostatickych tumortt ( 111/115 ) a rovn€Z u metastdz prostatického

ptivodu ( 23/30 ) (Obr. 24 ).
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Obr. 24 CRISP 3 imunoreaktivita; A: pozitivni barevna reakce epitelidlnich bunék karcinomu prostaty ( Ca )
s anti-CRISP 3 protilatkou, * normalni zlazky; B: * normalni zlazky, PIN = pozitivni reakce
epitelidlnich bunék v loZisku high-grade PIN (3)

Na zéklad¢ téchto vyzkumi je patrné, Zze imunohistologickd detekce CRISP 3 miize byt
vyuZita nejen k odliSeni benigni a nadorové zménéné prostatické tkané, ale i k identifikaci

metastaz prostatického ptivodu.

5.3.11. Klasické markery neuroendokrinnich bunék

V prostatické tkani pfedstavuji neuroendokrinni buriky tfeti a minoritni typ epitelidlnich
bun¢k. Neuroendokrinni diferenciace v cel¢ fadé tumorl, vcetné nadord prostaty, je
podporovana produkty neuroendokrinnich bun¢k. Zvyseni poctu téchto bunék v nadorovych
loZiscich je spojeno s nadorovou progresi, Spatnou prognozou a ¢asto rovnéz vede ke zménam
charakteru tumort, které se stavaji androgen-independentnimi, tedy obtizné 1é€itelnymi bézné
aplikovanou terapii ( 18 ).

Neuroendokrinni buiiky obsahuji neurosekrecni granula bohata na peptidové hormony a
biogenni aminy jako serotonin, bombesin a NSE. Tyto produkty neuroendokrinnich buné¢k
reguluji rist, diferenciaci a sekrecni aktivitu epitelii zldzek normdlni i patologicky zménéné
prostaty. Parakrinnim mechanismem neuroendokrinni bunky podporuji nadorovy rust,
stimuluji angiogenézu v okoli nadorové tkané¢ a indukuji pfeménu nadorovych bunék na
bunky neuroendokrinniho fenotypu.

Mezi klasické markery neuroendokrinnich bun€k v imunohistochemii patii chromogranin A,

neuron specificka enoléza, synaptophysin a v nedavné dobé objeveny secretagogin.



a) Chromogranin A ( CgA)
Chromogranin A je kysely protein pfitomny v matrix sekreCnich granuli

neuroendokrinnich bunék.

b) Neuron specificka enolaza ( NSE )
Tento enzym méa podjednotku a, p a vy, kéefsou kodovany ruznymi geny. Kazdy

Z jejich péti dimerickych izoenzymu se skladd ze dvou podjednotek. Zatimco jatra a kosterni
sval exprimuji izoenzymyn -a resp . -B, nervova tkan obsahuje smés izoenzymi - dva
homodimery a-o0 a y- y a jeden heterodimer a- y. V souc¢asné dob¢é imunohistochemické
metody nedovoli rozlisit neuron specifickouy - y a hybridn a. - y enolazu. y enolaza je témét
vyluéné lokalizovana v neuronech, zatimco a enolaza se nachazi v glidlnich, Schwannovych,
endotelialnich bunkach a neuroblastech. Vysoka hladina enolazy je pfitomna v nadledving,
hypofyze a bunkach difuzniho neuroendokrinniho systému. Je prokazatelna v hladkych
svalovych buikach, myoepiteliich, v pfevodnim systému srde¢nim, v epiteliich Henleovy
Klicky, lymfocytech, plasmocytech, spermatogoniich, megakaryocytech a krevnich

destickach.

¢) Synaptophysin (SYN)
Synaptophysin je membranovy protein presynaptickych méchyikti neuronu. Nachazi se
v nervovych buiikkach centralniho 1 periferniho nervového systému | V buikach

neuroendokrinnich. Pro zachovani antigennich determinant je optimalni alkoholova fixace.

d) Secretagogin

Secretagogin ( m.h. 32 kDa ) je kalcium vézajici protein, ktery vykazuje homologii
s calbindinem D28k a calretininem. Je produktem secretagoginového genu ( SCGN ) na 6.
chromozomu. Exprese secretagoginu byla prokézana v neuroendokrinnich bunkach a
neuronech v CNS ( micha, mozkova kura, mozecek, hypotalamus ), v C-bunkach §titné zlazy,
v neuroendokrinnich bunikdch GIT ( slinivka bfisni, zaludek, tenké a tlusté stievo ) a v -
bunkach Langerhansovych ostrivkt. Funkce secretagoginu v organismu neni dosud zcela

znama, pravdépodobn¢ se vSak podili na regulaci bunécné proliferace, defirenciace a inhibici



replikace tim, e moduluje Ca** signal, a to snizenim transkripce substance P, a také se
spolupodili na KCI-stimulovaném toku Ca.

Ve studii ( 1), kterd se zabyvala vyuZitelnosti secretagoginu v diagnostice nadortu
prostaty, byly imunohistochemicky zpracovany formalinem fixované parafinové fezy, ziskanée
z bioptickych vzorki 87 muzi, u nichz byl diagnostikovan karcinom prostaty. K porovnani
vypoveédni hodnoty barveni secretagoginu byly stejné vzorky vyseteny i na piitomnost CgA,
NSE a SYN. U kazdého pacienta byly pfipraveny 4 fezy, na néz byly aplikovany specifické
protilatky : polyklonalni krali¢i anti-secretagogin protilatka, monoklonalni mysi anti-SYN
protilatka, polyklondlni anti-CgA protilatka a monoklonalni anti-NSE protilatka. K detekci

byly vyuZzity sekundarni protilatky konjugované s peroxidazou, jejiz enzymaticka aktivita

byla vizualizovana reakci s 3,3"-diaminobenzidin tetrahydrochloridem ( Obr. 25, 26 ).
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Obr. 25 Benigni prostaticka tkan, NE buiiky se barvi tmaveé hnédé (1)
SCGN = secretagogin, CgA = chromogranin A, NSE = neuron specifickd enoldza, Syn = synaptophysin
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Obr 26 Nadorova prostatlcka tkan, NE bunky se barvi tmavé hnede (1)
SCGN = secretagogin, CgA = chromogranin A, NSE = neuron specificka enolaza, Syn = synaptophysin

Ve vzorcich normalni prostatické tkané secretagogin barvi solitarni neuroendokrinni burky,

které se vyjimecné objevuji v sousedstvi epitelidlnich bun¢k nemalignich acint. Jejich



charakteristicka morfologie a dendritu podobny vybézek usnadiiuji jejich identifikaci, ackoli
niz$i intenzita barevné imunoreakce a niz§i rozliSovaci schopnost svételného mikroskopu
znesnadiluji nitrobunéénou lokalizaci secretagoginu. U vzorkd karcinomu prostaty se
neuroendokrinni buniky vyskytuji ve zvySené mife a na secretagogin se pozitivné barvi jak
solitarni, tak seskupené bunky; u Spatné diferencovaného karcinomu je barveni diftzni.
Imunohistologicka reakce vykazuje silné barveni, které je silngjSi vjadie a slabsi
Vv cytoplazmé. Vzorky metastaz karcinomu prostaty prokazaly rovnéz silnou imunoreaktivitu.

Pfi porovnani exprese secretagoginu v benigni a nadorové zménéné prostatické tkani nebyl
v8ak zaznamenan Za&dny vyznamny trend v poklesu nebo vzestupu intenzity barveni
pozitivnich bunék. Vysledky této studie Ize tedy shrnout do tii zakladnich poznatkd :

a) secretagogin je piitomen v cytoplazmé a jadrech neuroendokrinnich bunék benigni i
maligni prostaty

b) secretagogin je ve tkanich lokalizovan v neuroendokrinnich burikach a jeho pfitomnost
koreluje s dalSimi markery — CgA, NSE, SYN ( Tab. 10 ), je v8ak skladovan v jinych
subcelularnich strukturach a procento pozitivnich bun¢k ( v normalni i maligni tkani ) je
vyrazné vyssi nez u ostatnich markert

c) exprese secretagoginu neklesa u prostatického adenokarcinomu.
Tab. 10 Co-lokalizace markeri NE bunék

prostaticka tkai % pozitivnich bunék

secretagogin CgA NSE SYN
benigni 82% 82% 20% 36%
maligni 71% 39% 59% 55%

5.3.12. Claudin-1

Claudinové ( CLDN ) geny koduji skupinu vice nez 23 proteind, které jsou esencidlni

v epitelidlnich a endotelidlnich bunkach pro formaci tight junctions spojd, které maji
rozhodujici roli v kontrole mezibunééného transportu a v udrzovani bunééné polarity ( 15 ).
Claudin-1 je integralni membranovy protein, jehoZ exprese je vyrazné snizena u fady
nadorovych onemocnéni, vcetné rakoviny prostaty. Krajewska a kol. ( 30 ) sledovali
ptitomnost ( resp. nepfitomnost ) imunohistochemické reakce v fezech prostatické tkané, na

nez byla aplikovana krali¢i polyklonalni anti-Claudin-1 protilatka. V ptipadé normalni




prostatické tkan¢, popt. lozisek BHP, byla detekovana vyrazna pozitivita v oblasti bazalnich
bunék, zatimco sekretorické epitelialni bunky a stroma zustaly negativni. Claudin-1 byl
rovnéz slabé pozitivni v oblastech PIN, kontinuita bazalni vrstvy vSak byla zfeteln¢ porusena.
U 98% vzorkl prostatického karcinomu nebyla zaznamenana zadna reakce s anti-Claudin-1

protilatkou ( Obr. 27).
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Obr. 27 Claudin-1 imunoreaktivita; A: normalni prostatické Zlaza; B: vlevo lozisko PIN s pozitivni reakci
bazalnich bungk, kontinuita bazalni vrstvy je narusena; vpravo adenokarcinom ( Ca ) prostaty bez
barevné reakce (30)

Z uvedeného je patrné, Ze detekce Claudin-1 proteinu ve vzorcich prostatické tkané velmi
napomaha v rozliseni normalni a maligné zménéné tkané; stejnou vypoveédni hodnotu ma i

v piipadech, kdy je tfeba rozhodnout v diagndze mezi BHP a adenokarcinomem.

5.3.13. Hypoxia-inducible factor -1 ( HIF-1a )

Neuroendokrinni buniky v normalni prostatické Zlaze maji Cetné cytoplazmatické a
dendritické vyb&zky a jsou charakteristické expresi fady rtzné specifickych markerti jako
chromograninu A, NSE, synaptophysinu, serotoninu a dalSich. Vyznamna je rovnéz nizka
exprese androgenovych receptorti a PSA, které jsou v normalni tkani produkovany vyhradné
epitelidlnimi bunikami. Naproti tomu v nadorové zménéné prostatické tkani exprimuji
androgenové receptory a PSA i neuroendokrinni buniky. Funkce neuroendokrinnich bunék
v prostatické zldze neni dosud zcela objasnéna, pravdépodobné vsSak maji podil na ristu
prostatické tkané¢ v postnatalni period¢€. V piipadé malignich zmén je obvyklé zvySeni poctu
neuroendokrinnich bun¢k, které mohou ovliviiovat rlst a proliferaci epitelidlnich bunék
zejména produkci fady latek, které piisobi jak autokrinng tak parakrinné. V soucasné dobé byl

prokézan vliv nékterych plisobkli neuroendokrinnich bun€k na angiogenézu a zvySeni poctu



mikrokapilar v okoli nadorového loZiska. Jednim z nejdulezitéjsich faktori zvysujicich tvorbu
kapilar je vascular endothelial growth factor ( VEGF ), ktery je ve zvySené mife exprimovan
v nadorovych buiikkdch pod vlivem transkripéniho faktoru oznacovaného jako hypoxia-
inducible factor 1 ( HIF-1).

HIF-1 je esencialni pro adaptaci nddorovych bun€k na hypoxii a je aktivovan v buiikach
vetSiny nadori a jejich metastaz. Svym pisobenim indukuje angiogenézu a aktivuje anaerobni
metabolismus. Rychly rist malignich tumord vyzaduje tvorbu novych kapilar k zajisténi
metabolickych pozadavki, avsak nekoordinovand neoangiogenéza vede Casto k tvorbé Spatné
rozvinuté¢ kapilarni sité, coz vysvétluje vyskyt hypoxickych oblasti u vétSiny solidnich
tumord.

HIF-1 je heterodimer tvofenyn a B podjednotkou. Bhem normoxie jea podjednotka
degradovana v proteasomech specialnimi hydrolazami, které ke své ¢innosti vyzaduji Kyslik.
Pokud dojde k hypoxii, uc¢inek hydrolaz je utlumen a dochazi ke stabilizaci HIF-la a
dimerizaci s HIF-1B, ¢imz vznika aktivni HIF -1, ktery stimuluje transkripci faktord
nezbytnych pro adaptacni reakce.

Zhong a kol. ( 61 ) studovali imunohistochemickou reaktivitu 13 vzorkd normalni
prostaty, 28 vzorkii BHP a 34 vzorkd prostatického karcinomu s anti-HIF-1o protiitkou a
prokézali, ze vzorky normalni tkané¢ se nebarvily, zatimco u BHP a karcinomu byla
pozorovana silna pozitivita. Rovnéz u 14 z 15 high-grade PIN lézi doSlo k imunoreakci, coz
dokazuje, Ze zvy3end exprese HIF-lo se objevujeZ j¥  Casnych stadiich prostatické
karcinogenézy, diky ¢emuz by mohl byt tento marker vyuzitelny v monitoringu pre-malignich
Iézi prostaty.

V roce 2007 byly zvetejnény vysledky nového vyzkumu zaméteného na lokalizaci a
expresi HIF-1 v benigni a maligni prostatické tkani ( 40 ), které potvrdily zvySeni poctu
neuroendokrinnich bunék v nddorovych a high-grade PIN lézich ( Obr. 28B,C ) a jejich
pozitivni imunoreaktivitu s monoklonalnimi a polyklonalnimi anti-HIF-1a protdtkami,
soucasn¢ vSak byla prokazana slabé pozitivni reakce i u neuroendokrinnich bunék normalni

prostatické tkané ( Obr. 28A ), coz snizuje vypovédni hodnota tohoto markeru ve vztahu



k odliSeni normalni a nadorové tkané, je vSak nadale cennym ukazatelem neoangiogenézy

v tumorovych loZiscich.
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Obr. 28 HIF-1o imunoreaktivita; A: normalni prostaticka tkan s jednou pozitivni butikou; B: pozitivita high-
grade PIN; C: pozitivita karcinomu prostaty (40)

5.3.14. Interleukin 6 a receptory pro interleukin 6

V regulaci prostatického rustu a rovnéz v rozvoji adenokarcinomu prostaty se uplatiiuji
cetné interakce mezi epitelidlnimi a stromdlnimi buiikkami. Rustové faktory a cytokiny
produkované burnikami stromatu parakrinné ovliviiuji rast epitelii. Mezi tyto cytokiny patii i
interleukin-6 ( IL-6 ), ktery aktivuje androgenové receptory, kliCové transkripéni faktory
prostaty, ¢imz reguluje expresi a sekreci prostatickych specifickych proteind.

Podrobnému studiu byla podrobena pfitomnost a mira exprese jak IL-6, tak receptort
pro IL-6 v benigni i maligni prostatické tkéani ( 16 ). V piipadé IL-6 byla na histologické fezy
aplikovdna monoklonélni anti-IL-6 protilatka, diky niz byla odhalena pfitomnost IL-6
Vv cytoplazmé epitelidlnich bunék normalni, preneoplastické 1 maligni prostatické tkané ( Obr.
29 ), pficemz u PIN a adenokarcinomu byl pocet imunoreaktivnich bun¢k a intenzita jejich

barveni vyrazné vyssi nez u normalni tkdné ( Tab. 11).
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Obr. 29 IL-6 imunoreaktivita; A: normalni
B: high-grade PIN s pozitivnimi atypickymi intraluminalnimi buitkami; C: pozitivita karcinomu
prostaty (16)



Tab. 11 Podet vzorki s imunoreaktivnimi buiikami, intenzita barveni

IL-6 % pozitivnich bunék

typ tkané pocet vzorki | 0% | <10% | 10-50% | >50%
bazalni b. 6 - - - 6

normalni | sekre¢ni b. 6 - - -
stroma 6 6 - - -

PIN 3 - - 3
Gleason skore 2 2 - 2 - -

maligni Gleason skore 3 12 - - 6 6
Gleason skore 4 6 - 1 1 4
Gleason skore 5 3 - 2 1

K detekci IL-6 receptorti ve stejnych vzorcich byla pouzita polyklonalni protilatka, ktera
potvrdila ptitomnost receptort v bazalnich buiikach normalni tkané a rovnéz v epitelidlnich

buiikdch vSech vzorki PIN a karcinomu prostaty ( Obr. 30, Tab. 12)).
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Obr. 30 Detekce IL-6 receptorti; A: normalni prostaticka tkan; B: high-grade PIN; C: nador prostaty (16)
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Tab. 12 Pocet vzorkl s imunoreaktivnimi buitkami, intenzita barveni

receptory IL-6 % pozitivnich bunék

typ tkané pocet vzorki | 0% | <10% | 10-50% | >50%
bazalni b. 11 - 6 1 4

normalni | sekre¢ni b. 11 1 5 5 -
stroma 11 - - 4 7

PIN 12 - - 2 10
Gleason skore 2 4 1 3 - -

maligni Gleason skc:)re 3 15 - - 3 12
Gleason skore 4 10 1 1 - 8
Gleason skore 5 3 - 1 2




5.3.15. S100 proteiny — S100A8, S100A9

S 100 proteiny piedstavuji skupinu kalcium vazajicich proteint, které jsou v organismu

produkovéany expresi specifického genu na chromozomu 1. Jejich jméno bylo odvozeno na
zaklad¢ jejich 100% rozpustnosti v nasyceném roztoku amonium sulfatu. Svou molekulovou
hmotnosti 9-13kDa se fadi do skupiny nizkomolekularnich proteint ( 39 ).

S100A8 ( kalgranulin A ) a S100A9 ( kalgranulin B ) proteiny byly poprve
identifikovany v neutrofilech a makrofazich a byla popsana jejich ucast ve vyzravani
myeloidnich bun¢k a v zanétlivych reakcich organismu. Proteiny tvofi heterokomplex, ktery
je uvolovan aktivovanymi monocyty. Exprese S100A8 a S100A9 byla, ve vztahu
k epitelialnim tkanim, poprvé zaznamenana ve skvamoznich epiteliich, pozd&ji byla popsana
asociace S100 proteint s adenokarcinomy. Imunohistochemické analyzy ukazaly, Zze S100A9
protein je exprimovan u hepatocelularniho karcinomu, plicniho adenokarcinomu a
invazivniho duktalniho karcinomu prsu. U pacientu s rakovinou vaje¢nikii byly nalezeny
zvysene koncentrace S100A8 a S100A9 v cystické tekuting a v Séru.

Vztahem S100A8 a S100A9 a jejich exprese k malignim zménam prostatické tkan¢ se
zabyval Hermani a kol. ( 14 ), kteti pouzili 75 vzorkl tkéni, ziskanych od pacientl
s diagn6zou karcinomu prostaty. Imunohistochemicka analyza spocivala v aplikaci specifickée
krali¢i polyklonalni anti-S100A8 a specifické mysi monoklonalni anti-S100A9 protilatky na
série 4um siliych fezt prostatic ké tkané. Pozitivni reakce prokazala rozsahlou expresi
S100A8 v58 ( 77% ) a S100A9 v 51 ( 68% ) ze 75 vzorkd. Oba proteiny prokazaly
signifikantni up-regulaci ( zvySenou expresi ) v porovnani s benigni prostatickou tkani ( Tab.
13).

Tab. 13 Exprese S100 proteind v prostatické tkani

pocet vzorkii | pocet S100A8 pocet S100A9
typ tkané pozitivni vzorki | pozitivnich vzorki
(%) (%)
benigni prostaticka 48 7(15%) 5(10%)
PIN 18 8 (44%) 8 (44%)
Gleason skore 5-6 24 15 (63%) 14 (58% )
maligni | Gleason skore 7 19 13 (68%) 9(47%)
Gleason skore 8-10 32 28 (88% ) 28 (88% )




U sériovych fezu bylo patrné piekryvani exprese obou proteint v nadorovych loziscich, coz
dokazuje jejich lokalizaci ve stejnych bunéénych strukturach ( Obr. 31 ). Pozitivni reakce byla
odhalena i u 8 z 18 pripadi PIN, ¢imz je potvrzen zvySeny vyskyt S100 proteini u pre-
kancerdznich 1ézi ( Obr. 32C ). S100A8 a S100A9 exprese byla detekovana u jednotlivych
benignich prostatickych Zlazek v sousedstvi nadorové tkané; u téchto Zlazek je barevna reakce
soustiedéna do oblasti bazalnich bunék ( Obr. 32A ). Benigni hyperplastické zlazky zustaly

bez reakce, popiipadé pouze se slab¢ pozitivni reakci ( Obr. 32B ).
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Obr. 31 Seﬁévy r-ez A pozmvna SlOOA8vI02|sku adenokarcmomu B pozmwta S100A9 v lozisku
adenokarcinomu (14)
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Obr. 32 S100A9 imunoreaktivita; A: SlOOA9 pozmvm bazalni bunky benigni zlazky v sousedstvi karcinomu;
B: S100A9 negativni benigni hyperplastické zlazky; C: imunopozitivita PIN (14)

5.3.16. Prostate-specific human kallikrein 2 ( hK2)

Kalikreiny jsou serinové proteazy, které Stépi argininové vazby a podileji se tak na
posttransla¢nich upravach polypeptidi, z nichZ vznikaji biologicky aktivni proteiny. Lidsky
genom obsahuje na 19. chromozomu tfi kalikreinové geny, které koduji tii proteiny :

pankreaticky/slinny/ledvinny gen oznacovany hKLK1 je spojen s produkci hK1 proteinu,



glandularni kalikreinovy-1 gen ( hKLK2 ) svou expresi fidi tvorbu hK2 a hKLK3 gen

w7

zodpovida za tvorbu hK3 proteinu, ktery je znaméjsi jako prostaticky specificky antigen

(PSA).

hK2 je stejné jako PSA specificky pro prostatickou tkan, pfi¢emz jeho exprese je
regulovana ucinkem androgent. Izolace nativniho hK2 proteinu ( 9 ) vedla k vytvofeni
specifické monoklondlni protilatky proti hK2, ktera byla nasledné¢ vyuzita
vV imunohistologické analyza prostatické tkané.

Specificita hK2 pro prostatickou tkan byla demonstrovana studii ( 60 ) s vyuZitim
monoklondlni anti-hK2 protilatky. hK2 je v prostatické tk&ni produkovan epitelidlnimi
bunikami, zatimco buiiky stromatu tento protein neexprimuji. Imunoreakce byla rovnéz
negativni u vzorki jiné nez prostatické tkané ( ledviny, slinivka bfisni ).

Tremblay a kol. ( 55 ) ve své studii porovnavali expresi hK2 a hK3 v 70 vzorcich
prostatickych karcinomti, u nichZ byl stanoven grading na zdkladé M.D. Anderson Hospital
grading systému ( 5 ). V pfipad¢ tkani z lozisek BHP ¢i tumort tiidy I se jevila intenzita
barveni a lokalizace barevné reakce stejna u obou markert ( 100% shoda ). Podobnost
intenzity barveni u tumort vys$sich tfid klesala na 66% u nadort tfidy II, 75% u nadort tfidy
III a 72% u nadort tiidy IV, pfesto je ale hK2 dilezitym histologickym markerem, jehoz
vyuziti pii analyze vzorku prostatické tkané mize poskytnout cenné informace v diagnostice a

charakterizaci nadort prostaty.

5.3.17. E-kadherin

Kadheriny jsou Ca** dependentni transmembréanové glykoproteiny, které se pomoci
homotypické vazby ( tj. vazby sdalSimi molekulami kadherinu ) tucastni tvorby
mezibunéénych spojeni. Pro funkénost bunécného adhezivniho komplexu je mimotadné
dilezita heterofilni vazba kadherini s kateniny, intracelularnimi proteinovymi molekulami.
Poruchy kadheriny zprostfedkované bunééné adheze se podili na procesu tumorigeneze a

vyznamné ovliviluji progresi nadorového bujeni, nebot’ v souvislosti se ztratou adhezivnich



vlastnosti bunék v primarnim nadorovém loZisku mtze dojit ke zvySeni agresivity, invazivity
a metastatického potencialu nadoru.

Gen pro E-kadherin ( m.h. 120 kDa ) je lokalizovan na 16. chromozomu a jeho expresi
dochazi k tvorb¢ proteinu se tfemi doménami : extracelularni- N-terminalni, hydrofobni
transmembranovou a C-terminalni cytoplazmatickou domenou. Extracelularni doména
obsahuje vazebné misto pro selektivni Ca®* dependentni homotypickou vazbu kadherinové
molekuly na pfilehlych builkach a intracelularni doména obsahuje vazebné misto pro
nekovalentni vazbu kateninti. E-kadherin je exprimovan v rizné mife na vSech epitelovych
tkanich organismu. SniZeni ¢i ztrata exprese E-kadherinu byla popsana u velkého mnoZzstvi
nadort, napt. u nadort gastrointestinalniho traktu, v nadorech plic, jater, moCového méchyte,
u karcinomu mlécné zlazy a u adenokarcinomu prostaty.

Kallakury a kol. ( 27 ) sledovali zmény exprese u 118 vzorkd prostatickych
adenokarcinomt riznaho gradingu. Vazba specifické monoklonalni mysi anti-E-kadherin
protilatky byla detekovana sekundarnim biotinylovanym imunoglobulinem. V okrscich
benigni prostatické tkan¢ se projevila charakteristicka membranova pozitivita; u vSech
prostatickych karcinomi koreloval pokles exprese E-kadherinu s gradingem, stagingem a
ploiditou jadra ( Obr. 33).
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Obr. 33 E-kadherin imunoreaktivita; A: pozitivni reakce low-grade nadorového lozZiska; B: negativni reakce
high-grade nadorového loziska ( = sniZeni exprese E-kadherinu) (27)

5.3.18. a.B.y — kateniny

Kateniny jsou intracelularni proteinové molekuly, které zprostiedkovavaji vazbu

E-kadherinu se siti aktinovych filament, ¢imz stabilizuji mezibun&éné spoje.



Gen pro a-katenin ( m.h. 102 kDa ) se nachazi na 5. chromozomu, gen prp -katenin (
m.h. 92 kDa ) na 3. chromozomu, y-katenin ( plakoglobin ) je koédovan genem na
chromozomu 11. Na molekulu E-kadherinu se piimo vaze bud’ katenin§ nebo vy, na &j se
nasledn¢ vazex -katenin, ktery zprostifedkuje vazbu kadherin-kateninoveho komplexu
s aktinovymi mikrofilamenty. Tento komplex se diky vazbé na intracelularni cytoskeletalni
komponenty podili na indukci genové exprese, bunécéné diferenciace, na distribuci
cytoplazmatickych proteini a na kontrole bunécné proliferace.
U vzorki prostatického karcinomu dochazi k poklesu exprese vSech tii faktort v souvislosti

s rostouci hodnotou Gleasonského skdre ( Obr. 34,35).

Obr. 34 Imunoreaktivita a-kateninu; A: pozitivni reakce s anti- a-katenin protilatkou u low-grade naddorového
lozZiska; B: negativni reakce s anti- a-katenin protilatkou u high-grade nadorového loziska ( = snizeni
exprese o-kateninu) (27)
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Obr. 35 Imunoreaktivita B-kateninu; A: pozitivni reakce s antl B-katenin protllatkou u low- grade nadorového
loZiska; B: negativni reakce s anti- p-katenin protilatkou u high-grade nadorového lozZiska ( = snizeni

exprese B-kateninu) (27)

Byla prokdzana korelace mezi poklesem exprese -kateninu a dediferenciaci, infiltrativnim
ristem a metastazovanim prostatického karcinomu. Zmény v expresi B-kateninu vedou
Kk nepatficné aktivaci transkripnich faktord, onkogend a regulatori bunééného cyklu, coz ma

za nasledek proliferaci nddorovych bunék.



5.3.19. & — katenin

d — katenin je protein asociovany s adhezivnimi mezibunéénymi spoji a je vazebnym
partnerem presenilinu 1, proteinu spojovaného s progresi Alzheimerovy choroby.s — katenin
vykazuje 69% homologii s desmosomalnim proteinem p0071 a 48% homologii s p120°™.
Molekula 6 — kateninu ( m.h. 133kDa ) je tvofena 1225 aminokyselinami. — katenin
interaguje s klasickymi kadheriny a vaze se na jejich juxtamembranovou doménu ( 37).

& — katenin je produkovan zejména v nervové tkani, pfi¢emz nejvyssi trovné exprese
dosahuje v tkani mozku v dobé jejiho vyvoje. Nedavno publikované prace prokazaly, Ze
kromé nervové tkan¢ je 6 — katenin exprimovan v sekretorickych epitelialnich burikach a jeho
zvysend exprese méni morfologii bunék; ackoli neptispiva ke zvyseni bunééné proliferace,
podporuje bunécnou motilitu indukovanou ristovym faktorem ( 7).

Qun a kol. ( 36 ) vypracovali imunohistochemickou studii, v niZ bylo provéfeno 90
vzorkl benigni prostatické tkan¢ a 90 vzorkii prostatického karcinomu, a kterd méla potvrdit
¢i vyvratit, Ze expresed — kateninu koreluje se ztratou regulace a redistribuci E-kadherinu a
p120°" . Z tkanovych blogki byly ptipraveny u kazdého pacienta tii fum silné fezy, na nez
byla aplikovana specificka krali¢i anti-8-katenin, mysi anti-E-kadherin &i anti- p120°"
protilatka. Streptavidin-biotinova reakce byla detekovana s vyuzitim diaminobenzidinu jako
substratu. Rozsah a intenzita imunoreakce na fezech byly zhodnoceny semikvantitativné a na
zaklad¢ téchto hodnot bylo pro kazdy vzorek stanoveno tzv. imunoskére. Hodnoty
semikvantitativniho skére ukazaly, Ze imunoreaktivitad -kateninu v benignich vzorcich ( 2,52

+ 0.04 ) je podstatné nizsi nez u prostatickych adenokarcinomi ( 7,58 = 0.05 ) ( Tab . 14).

Tab. 14 Imunoreaktivita d-kateninu

Imunoskore
karcinom > benig. tkain | karcinom = benig. tkan | karcinom < benig. tkan
pocet vzorki ( % ) 55/65 (85% ) 6/65 (9% ) 4/65 (6% )

Pii optické analyze jednotlivych preparati bylo patrné, Ze anti-6-katenin imunoreakce je
velmi slaba u vzorkti benigni prostatické tkané ( Obr. 36A 9. Rostouci -katenin
imunoreaktivita byla prokdzana u high-grade PIN. V ptipadé prostatickych adenokarcinomui

s nizkym gradingem je barevna reakce lokalizovana do sekretorickych epitelidlnich bunék;



pocet & -Katenin-pozitivnich bun€k pak vyrazné€ roste u vzorki adenokarcinomi s vySSim

gradingem ( Gleason skore 7 a 8 ) ( Obr. 36B-D ).

Obr. 36 Imunoreaktivita 8—katen|nu; A benlgm zIazky bez reakce; B: adenokarcinom Gleason skére 6;
C: adenokarcinom Gleason 7; D: adenokarcinom Gleason 8 (36 )

Porovnanim imunoskére viech tif stanovovanych antigent § -katenin, E-kadherin, p120°")
doslo k potvrzeni hypotézy, ze ve vzorcich benigni tkan¢ je expres® -kateninu vyrazné nizsi
nez exprese E-kadherinu a p120°". U prostatickych adenokarcinomt pak klesa exprese E-
kadherinu a p120°", zatimco intenzita imunoreakce a pocetd -katenin-pozitivnich bunék roste

(Tab.15).

Tab. 15 Porovnanim imunoskére viech tii stanovovanych antigent (& -katenin, E-kadherin, p120°")
ims.= imunoskore

marker Imunopozitivita
Benigni prostaticka tkan Adenokarcinom prostaty
silna stiredni slaba silna stiredni slaba
(ims.>2) J(ims.=2)] (ims.<2) | (ims.>2) | (ims.=2) | (ims.<2)
S-katenin | 10/65 (15%) | 6/65 (9%) | 49/65 (75%) | 46/72 (64%) | 20/72 (28%) | 6/72 (8%)
E-kadherin | 64/71 (90%) | 4/71 (6%) | 3/71 (4%) | 39/89 (44%) | 20/89 (22%) | 30/89 (34%)
p120™" 71/71 (100%) | 0/71 (0%) | 0/71(0%) | 62/88 (70%) | 8/88 (9%) | 18/88 (21%)

S rostoucim gradingem nadorovych lozZisek dochazi nejen k rastu intenzity a rozsahu
imunoreakce s anti-3-katenin protilatkou, ale i k redistribuci E-kadherinu a p120°". U low-
grade adenokarcinomt ( Gleason skore 6 ) je v centralni ¢asti nadorového loziska lokalizovan
3-katenin, E-kadherinu i p120°" v oblasti mezibun&&nych spojil, zatimco v periferni oblasti je
3-katenin uloZen mimo spoje a signal E-kadherinu a p120™" je soustiedén vice v cytoplazmé.
U high-grade karcinoma ( Gleason skore 10 ) vykazuje anti-6-katenin imunoreaktivita
vyrazné barveni mimo spoje a reakce E-kadherinu a p120°" se z oblasti mezibun&énych spoji

zcela vytraci, popiipadé dochazi k redistribuci signalu do cytoplazmy.



5.3.20. p120°"

Protein p120°" je soucasti kadherin-kateninového komplexu a podili se tak na udrzovani
bunécné adheze.

V prvni studii, ktera se zabyvala expresi p120°" u nadorovych onemocnéni prostaty
( 26 ), byla provedena imunohistologicka rekce s anti-p120°" protilatkou na 112 vzorcich
prostatickych adenokarcinomi. Pokles exprese p120°" byl zaznamenan u 49% ( 55/112 )
pacientli a koreloval s gradingem ( Obr. 37 ), stagingem a ploiditou jadra, stejn¢ jako
s poklesem exprese E-kadherinu, a-kateninu a CD44. Mira snizeni exprese CD44 odpovidala

vzristu predopera¢nich hodnot PSA v séru.
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Obr. 37 Imunoreaktivita p120°" ; A: pozitivni imunoreaktivita u low-grade adenokarcinomu prostaty; B: ztrata
imunoreakce s anti-p120°™ protilatkou u high-grade adenokarcinomu ( = sniZeni exprese p120°" )( 27)

V podobné studii 118 prostatickych adenokarcinomit ( 27 ) byla popséna snizend
exprese p120°" u 45% tumord. Dullezitym poznatkem je, Ze podil tumord, u kterych doslo
k poklesu p120°™ ( 45%), je vyrazné& vyss§i nez v pripadé poklesu E-kadherinu ( 25% ), o-
kateninu ( 17% ) a B-kateninu ( 4% ), coZ dokazuje, Ze k poklesu p120°" dochazi diive a u
CasnéjSich stadii nez u ostatnich proteinti kadherin-kateninového komplexu.

Souvislost mezi poklesem p120°", ktery se projevuje jiz na po&atku progrese
nadorového onemocnéni, a nariistem sérové hladiny PSA je zajimava zejména z klinického
hlediska, protoze PSA je v soucasné dobé nejuzivanéjSim markerem k detekci casnych stadii
nadorového onemocnéni prostaty, avSak u nékterych pacientd tento screening selhava, a proto
jsou neustale hledany nové markery, které by mohly napomaéhat ke stanoveni piesn¢jsi a

spravnéjsi diagnozy.



6. ROZLISENI KARCINOMU PROSTATY
A BENIGNI HYPERPLAZIE PROSTATY



Mocové obtize zplisobené onemocnénim prostaty a jejich nasledky byly znamy jiz
nekolik tisic let pfed nasim letopoctem, o ¢emz svéd¢i ndlez kamenit v mocovém meéchyii u
egyptskych mumii. O nadorovém onemocnéni prostaty se poprvé zminil vroce 1832
Benjamin Bordie, ktery referoval o dvou ptipadech diseminovaného karcinomu prostaty. Oba
pacienti méli prostatu ,,tvrdou jako kamen“ a kostni metastazy s neurologickou
symptomatologii. Vzhledem ktomu, Ze prostaticka onemocnéni vytvaieji piekazku
mocovému proudu, bylo v minulosti jednim ze zplisobu, jak tuto ptekazku odstranit,
pouzivani napf. bambusovych, pozdéji kovovych ¢&i pryzovych sond. V roce 1893 byla
Youngem provedena prvni operace prostaty, a tim chirurgicky odstranéna piekazka ve
vyvodnych cestach mocovych. V soucasné dob¢ patii k nejcastéjSim onemocnénim prostaty
benigni hyperpldzie a adenokarcinom, jejichz vzajemné bezpecné rozliSeni je rozhodujici pro
zahdjeni vhodné 1écby, kterd by v pfipadé karcinomu pacientovi zachranila Zivot a u
hyperpladzie by napomohla kredukci nepfiznivych projevl, které toto onemocnéni

doprovazeji.

6.1. Struéna charakteristika benigni hyperplazie

prostaty ( BHP )

Benigni hyperplazie prostaty ( BHP ) je nezhoubné zbytnéni tkané prostaty, pfiemz
hyperplazie postihuje jak Zlazovou, tak i stromalni slozku. Jde o velmi ¢asty nalez u populace
starSich muzl — ve vékovém rozmezi 50-60 let se zvétSeni prostaty objevuje u 50% pacientt,
ve véku nad 80 let u vice nez 90% pacientl. Etiologie onemocnéni nebyla dosud zcela
odhalena, ptesto se predpoklada vyrazny vliv perzistujici androgenni stimulace pusobici za
soucasné estrogenni stimulace na rust prostatické tkan¢.

Soubor klinickych symptoma charakterizovany typickymi prostatickymi obtizemi je
nazyvadn symptom dolnich mocovych cest (,low urinary tract symptoms®“ - LUTS).
Onemocnéni benigni hyperplazii prostaty prochazi nékolika stadii. Prvni stadium piedstavu;ji
typické mik¢ni potize, slabsi proud moce, prolongovana a preruSovana mikce, lingjsi proud,

nykturie (CastéjSi moceni v noci) a nékdy urgentni mikce. Hypertrofie detruzoru zatim



kompenzuje zvysSeny infravezikalni odpor. Ve druhém stadiu se obtize zvétSuji. Frekvence
nykturie se zvySuje aZz na 5 - 10 mikci za noc, objevuje se pocit netplného vyprazdnéni
méchyie po vymoceni. Sonograficky miizeme zaznamenat vyrazngj$i hypertrofii detruzoru a
rizné velké reziduum moce po mikci jako znamky dekompenzace stavu. Tteti stadium je
kompletni retence moce. Chronickd retence mocCe ma za nasledek oboustrannou
ureterohydronefrézu s rozvojem renalni insuficience. Vysledkem nerozpoznané a neléfené
BHP muze byt selhani ledvin s fatalnimi nasledky. Benigni hyperplazie prostaty je stale
pfi¢inou smrti u 16 - 36 nemocnych/100 000 muZza starSich 45 let.

V prevazné veétSin€ pripadl hyperplazie postihuje centrdlni ¢ast prostaty, tzv.
preprostatickou zénu obklopujici proximalni segment uretry v oblasti mezi verum montanum
a krckem mocového meéchyie. Prostata je zvétSena a v extrémnich piipadech dosahuje
hmotnosti vice neZz 300g. Hyperplastické uzly jsou tvofeny hyperplastickymi zlazkami, jeZ
vystyla vysoky cylindricky epitel, nebo jsou hlavni slozkou noduld protahlé buiiky stromatu a
pojivové tkané. Casto se objevuji papilarni proliferace do lumina Zlazek, v nichZ je patrny
zahustény sekret, ktery tvofi ovalné Utvary — corpora amylacea. Navzdory pievazujici
lokalizaci v periuretralni oblasti, existuji i ptipady, kdy se uzly ( noduly ) hyperplastické tkané

vyskytuji v periferni zon¢ prostaty a napodobuji tak palpa¢né i ultrasonograficky karcinom.

6.2. Doporuceny postup vySetieni v diagnostice

onemocnéni prostaty

Na diagnostice onemocnéni prostaty by se mél podilet jak prakticky lékat, tak urolog.
Prakticky lékat pfichazi s nemocnym do kontaktu Castéji a cilenymi dotazy miize onemocnéni
diive rozeznat a doporucit specializované  vySetfeni v urologické poradné.
Muz nad 50 let ( s genetickou zatézi nad 40 let ) by mél byt jednou za rok vySetien per rektum
a m¢la by mu byt stanovena hodnota prostatického specifického antigenu ( PSA ') v krvi.

Pii vySetieni per rektum pacienti sbenigni hyperplazii mlze byt prostata az
nekolikanasobné zvétSend, hladka, ohrani¢end, symetrickd, nebolestiva a konzistence je spise

elasticka; nadorové zménénd prostata byva zvétSena, hrbolata, tvrda, asymetricka,



nebolestiva, n€kdy Spatné ohranicena proti okoli. Jakykoliv abnormalni nalez pfi vysetieni per
rektum je signalem k urychlenému provedeni odbéru vzorku prostatické tkané, nejcastéji
pomoci punkéni jehlové biopsie, pro histologické vySetieni.

Pii stanoveni sérové koncentrace PSA je hodnota do 2 ng/ml hodnocena jako normalni,
naproti tomu koncentrace vy$$i nez 10 ng/ml je duvodem k histologické analyze vzorku
prostatické tkané. Pokud je hladina PSA stanovena v rozmezi od 2,1 ng/ml do 10 ng/ml, m¢l
by byt nemocny vySetfen urologem transrektalni ultrasonografii ( TRUS ) k posouzeni
architektury tkan¢ prostaty a biochemické vySetfeni by mélo byt doplnéno o stanoveni volné
frakce PSA.

Vzorek tkan€ k histologickému vysetieni se odebird transrektalné specialni bioptickou
pistoli za sonografické kontroly. Odebira se z podezielé 1éze pii vySetieni per rektum nebo z
podezielého néalezu pii TRUS. U nemocnych, kde suspektni morfologicky nalez chybi a maji
zvysené hodnoty PSA, je indikovana tihlova véjifova biopsie s odbérem tfady vzorki z obou
lalokti prostaty a semennych vackt. Je-li vysledek mikroskopického vySetieni negativni a
pretrvava vyssi hodnota PSA, je tieba bioptické vysSetieni v odstupu 3 - 6 mésicti opakovat.
Pti vySetteni se doporucuje dodrzovat zdkladni algoritmus ( Obr. 38 ), ktery zarucuje vysokou
pravdépodobnost zachytu karcinomu prostaty a spolehlivé odliSeni BHP a karcinomu

prostaty.
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Obr. 38 Algoritmus diagnozy karcinomu prostaty a diferencialni diagnostiky karcinomu prostaty a BHP




6.2.1. Stanoveni sérové koncentrace PSA

Prostaticky specificky antigen je lidsky kalikrein, glykoprotein o molekulové hmotnosti
33 kDa s aktivitou neutrdlni serinové proteazy. PSA je secernovan epitelidlnimi buikami
prostaty lemujicimi aciny a dukty prostaticke tkané. Vyskytuje se pfedevS§im ve spermatu, kde
je jeho koncentrace velmi vysoka (0,2-0,5 mg/ml); nejvyssi koncentrace PSA v téle je v
lumen acinti. Aby se PSA dostal do krevniho ob&hu, musi piekonat vyznamnou barieru mezi
prostatickym lumen a kapildrni krvi, zahrnujici prostatickou bazalni membranu, stroma,
kapilarni bazalni membranu a kapilarni endotelialni bunky.

Stanoveni sérové koncentrace celkového ( total, tPSA ) PSA je jednim ze zakladnich
pilift screeningovych vysetfeni v detekci karcinomu prostaty. Hranice referencni hodnoty
byla arbitrarné stanovena na mezinarodné uznadvanou hodnotu 4 ng/ml; v soucasné dob¢ vSak
s védomim, Ze az 20 % pacientt s karcinomem prostaty ma hladinu PSA nizsi nez 4 ng/ml.

Senzitivita PSA je ve vztahu k detekci karcinomu prostaty uvadéna mezi 68-80 % a
specifita mezi 49-90 %. Hledaly a hledaji se proto dalsi zpusoby, jak zvysit senzitivitu a
specifitu PSA vysetfeni a zpfesnit tak diagnostiku karcinomu prostaty.

PSA existuje v séeru ve 2 formach - volny a vazany s alfa-1-antichymotrypsinem.
Koncentrace a pomér téchto forem se li§i u malignich a benignich onemocnéni, cozZ
reprezentuje dal$i vyznamny pokrok v diagnostice casného, potencialné kurabilniho
karcinomu prostaty a jeho odlieni od benigni hyperplazie prostaty. V piipad¢ benigniho
onemocnéni je v séru vysSi podil volné ( free ) formy PSA ( fPSA ) nez u pacienti
s karcinomem, z ¢ehoz vyplyva, Ze i pomér volny/celkovy prostaticky specificky antigen (f/t
PSA) je u pacienti s karcinomem prostaty signifikantn¢ niz$i, nez u pacientd s benigni
hyperplazii prostaty. Pokud je tedy pfi screeningovém vysetieni u pacienta stanovena zvysena
hodnota celkového PSA, je vhodné provést rovnéz vySetieni na stanoveni koncentrace fPSA.

Vzajemny pomér téchto hodnot pak mize napomoci v diagnostickém rozliSeni BHP a

karcinomu prostaty.



6.2.2. Histologické vySetireni vzorku prostatické tkané

Histologické vysSetfeni vzorl prostatické tkané je doporucovano u vSech pacientll, u
nichz byl prokazdn abnormalni nalez pfi vySetfeni per rektum, sérova koncentrace PSA
piekrocila 10ng/ml ¢i pomér volny/celkovy PSA byl mensi nez 0,15. V téchto piipadech je
proveden odbér materidlu pro histologickou analyzu, a to punk¢ni biopsii prostaty c¢i
transuretralni resekci prostaty.

Ziskany materidl je podrobovan zdkladnimu histologickému vySetieni, béhem néhoz je,
na tkanovych fezech barvenych piehlednou hematoxilyn-eosinovou metodou, sledovana
pritomnost ¢i neptitomnost nadorovych struktur ¢i lozisek BHP.

Histologicky obraz BHP ( Obr. 39A ) neni zcela jednotny. Malé noduly maji vétSinou
pfevazné stromalni komponentu tvofenou fidkou mezenchymalni tkéni ¢i hladkou svalovinou.
Naproti tomu velké noduly jsou z vétsi Casti tvofeny adenomatozni tkani, velkymi i malymi
aciny. U nékterych vétSich acinii je mozno nalézt papildrni projekce do lumen, nékdy
s fibrovaskularnim stromatem.

Histologicky vzhled klasického acinarniho adenokarcinomu prostaty ( Obr. 39B ) je
tvofen malymi nahloucenymi zlazkami, které jsou relativné uniformni. Podezielé¢ jsou
zejména Zlazky infiltrujici mezi jednoznacné benigni zlazky, dale glandularni struktury tvofici
pruhy, splyvajici ve vétsi celky ¢i naopak jednotlivé buitkky mezi normalni prostatickou tkani.
Z cytologickych charakteristik je nutné vénovat pozornost bufikam s jadernou polymorfii,
napadnymi jadérky a mitézami. Pro diagnozu karcinomu rovnéz svéd¢i nalez bunék s vyrazné
odliSnou cytoplazmou neZ v okolnich benignich zlazkach, a dale i bun€k samfofilni a
vodojasnou cytoplazmou. V lumen nadorovych Zlazek je mozno rozeznat modravy hlen,

jemng vlockovity rizovy material, krystaloidy ¢i nekrotickou hmotu.



Diferencialni diagnostika na zaklad¢ zhodnoceni vzhledu tkané v preparatech barvenych
hematoxilynem-eosinem je v nékterych piipadech velice obtiznd a rozhodnuti, zda
v Konkrétnim vzorku je charakter prostatickych zlazek zménén v disledku jejich benigni
hyperplazie ¢i nadorového =zvratu jejich bunék, vyzaduje dalS$i vysSetieni, které by
predpokladanou diagnozu potvrdilo ¢i vyvratilo. V téchto slozitéjSich ptipadech je
doporuceno vyuzit schopnosti imunohistochemickych metod detekovat v histologickych
fezech konkrétni antigeny, které jsou ve vyrazné odlisné mife exprimovany v benignich a
malignich bunikach, poptipadé¢ dochazi k evidentni zméné jejich lokalizace v buiikach ¢i

bunéénych strukturach.

6.2.3. Imunohistochemie v diferencialni diagnostice karcinomu prostaty

Rozliseni benignich prostatickych zlazek od malignich zalozené Cist¢ na zhodnoceni
morfologie bunék a bunéénych struktur v rutinné barvenych preparatech muze byt obtizné,
zvlasté u vzorkl prostatické jehlové biopsie, zejména pokud je podeziel¢ lozisko malé.
V téchto ptipadech jsou imunohistochemické metody dilezitym nastrojem nejen ke stanoveni
diagndzy, ale rovnéz slouzi k potvrzeni diagndzy stanovené na zakladé ptehledného barveni
hematoxylinem-eosinem.

Diagnostika karcinomu prostaty s vyuzitim imunohistochemické analyzy mize byt
zaloZena na detekci jednotlivych specifickych antigent, které jsou asociovany s nadorovym

onemocnénim prostaty ( podrobné viz kapitola 5 ), ale vysledky téchto individualnich testi



byvaji Casto zavadéjici a malo prikkazné, a proto je upiednostiiovan specidlni postup, v némz
je pro zhodnoceni celkového obrazu stavu tkané vyuzita kombinace alespon dvou markerd,
které jsou detekovany specifickymi protilatkami.

Zhou a kol. (63 ) svou studii prokazali, ze ,,koktejl* pro detekci bazalnich bunék
( kombinace 34BE12 + anti-p63 ) detekuje pfitomnost bazalni vrstvy intenzivnéji nez barveni
kazdou protilatkou zvlast’ a benigni zlazky postradaji bazalni vrstvu pouze ve 2% piipadl (u
stanoveni HMW-CK samostatné jsou bazalni buniky benignich zlazek negativni az ve 12%
ptipadt ). Kombinované 34BE12 + anti-p63 barveni tedy nejen, Ze zvy3uje senzitivitu detekce
bazalnich bunék, ale také redukuje variabilitu v barveni, a proto poskytuje vice spolehlivé
imunohistologické vysledky.

Jsou-li rutinnim hematoxylin-eosinovym barvenim odhaleny malé atypické zlazky, je
k jejich identifikaci a potvrzeni diagndzy nejvhodngjsi vyuzit kombinaci dvou ( popf. tii )
markert. Nejcastéji je pouzivan tzv. ,,triple cocktail” ( Obr. 40 ), v némz AMACR slouZi jako
pozitivni marker rakoviny prostaty ( je pfitomen u vétSiny nadorovych lozisek ) a p63
v kombinaci s HMW-CK jako negativni marker karcinomu ( neni pfitomen u vétSiny

nadorovych loZisek ).
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Obr. 40 Imunorektivita AMACR; u mali-g;i-c_fl 7lazek je patf‘ne’; vyrazna AMACR pozitivitai a nepfitomnost
bazalnich buné¢k ( Ca ); benigni zlazky ( n ) maji zachovanu bazalni vrstvu, kterd se barvi pozitivné na
p63 a HMW-CK, piitomna je slabd reaktivita AMACR (66)

Vypovédni hodnotu tohoto postupu provéfili Jiang a kol. ( 21 ), ktefi provedli
imunohistochemickou analyzu zalozenou na aplikaci tfi specifickych protilatek na 138

vzorcich jehlové biopsie, mezi nimiz bylo 82 pfipadi adenokarcinomu a 56 vzorkti normalni



prostatické tkané. Koktejl tii protilatek ( mysi monoklonadlni anti-HMW-CK + mysi
monoklonalni anti-p63 + krali¢i monoklonalni anti-AMACR ) byl aplikovan na tkanové fezy.
Nasledn¢ byly pifidany sekundarni protilatky : anti-kralici konjugovana s alkalickou
fosfatdzou a anti-mySi konjugovana s peroxidazou. Vizualizace reakce byla provedena
aplikaci substrati pro oba enzymy ( diaminobenzidin, fast red ). Z 82 piipadi
adenokarcinomu 78 ( 95% ) exprimovalo AMACR ( cervené cytoplazmatické granularni
barveni ) a vSechny maligni vzorky ( 100% ) byly negativni na pfitomnost bazalnich bunégk.
Ve vzorcich normalni tkané byla potvrzena pifitomnost bazélni vrstvy diky pozitivni tmavé
hnédé reakci v jadrech ( p63 ) a cytoplazmé ( BE12 ) baéln  ich bunék. Pozitivni reakce
s anti-AMACR protilatkou byla v benignich Zlazkach pouze slaba, nebo Gplné chybéla. Zadné
Z benignich zlazek nebyly soucasné pozitivni na AMACR a negativni na markery bazalnich

bun¢k ( Tab. 16).
Tab. 16 AMACR, 34BE12, p63 imunorektivita ve vzorcich prostatické tkané

y . | P504S + P504S -,+/-
pocet vzorkli | 34gp19/m63 ) - | (34BE12/p63 ) +
karcinom prostaty 82 78 (95% ) 0(0%)
normalni prostata 56 0(0%) 56 (100% )
benigni 2Iéz,ky neb_o PIN 82 0(0%) 82 (100%)
Vv sousedstvi rakoviny

UzZiti AMACR jako pozitivniho markeru v kombinaci s negativnimi markery ( p63,
34BE12 ), kteé prokazuji pfitomnost bazéalnich bunék, zvySuje diagnostickou piesnost pfi
rozliSeni benignich a malignich afekci prostatické tkan¢.

Aplikaci a vyuzitim imunohistochemického ,,trojitého barveni“ a jeho vyhod v klinické
praxi se zabyvala studie, v niz byl sledovan ,,osud* 772 vzorku tkani ziskanych jehlovou
biopsii prostaty ( 6 ). VSechny vzorky byly zpracovany rutinnimi histologickymi metodami a
u 601 ( 78% ) z nich bylo barveni hematoxylinem-cosinem dostate¢né prtikazné pro stanoveni
diagnozy. Zbyvajicich 171 ( 22% ) vzorkl nebylo mozné na zakladé morfologie bun&k
diagnostikovat, a proto byly podrobeny imunohistochemické analyze. VVzhledem k malému
mnozstvi odebrané tkdn¢ bylo u 48 ( 6% ) mozno provést pouze jedno vySetfeni; v téchto

piipadech byla dana ptednost detekci bazalnich bunék ( anti-p63 + 34BE12 ). Awah



s vyuzitim vSech tii protilatek (anti-p63 + 34BE12 + P504S ) byla tedy ve findle provedena u
123 ( 16% ) vzorki a u 86 znich ( 11% z celkového poctu vzorkl ) vedla ke stanoveni
kone¢né diagnozy. V 37 ptipadech ( 4% zcelkového poctu vzorklt ) detekce AMACR
nepfispéla k diagndze a ta byla stanovena na zaklad¢ imunoreaktivity bazalnich bunék ( Obr.

41).

772 vzorkti PNB » 601 vzorkt ( 78% )
diagnostikovano na zakladé H&E barveni

v

171 vzorku ( 22% ) | 48 vzorkl ( 6% )

imunohistochemie "| markery bazélnich bunék ( p63 + HMW-CK )
v

123 vzorkl ( 16% ) 37 vzorkl (4% )

,,triple cocktail* » AMACR nepftispiva k diagnoze

(p63 + HMW-CK + AMACR)

86 vzorkl ( 11% )
diagno6za stanovena diky detekci vSech tfi markert

Obr. 41 Vyuziti souéasného prikazu tif markerd ( AMACR, 34BE12, p63 ) v Klinické praxi



7. KLINICKA A IMUNOHISTOLOGICKA
ANALYZA VZORKU TKANI



7.1. Priprava a zpracovani vzorkia prostatické tkané

Na péti vzorcich prostatické tkdn¢ budou demonstrovany nékteré typické nalezy ziskané

pii histologickém vySetteni. Material k vySetieni byl ziskan jehlovou biopsii prostaty, kterou
provedli jednotlivi urologové ze spadovych nemocnic, které spolupracuji s klinickymi
patology Fingerlandova Gstavu patologie Fakultni nemocnice v Hradci Kralové, kde jsou
vzorky zpracovany a ndsledn¢ odborné zhodnoceny. Rozhodnuti o provedeni biopsie bylo u
pacientli zaloZzeno na atypickém nalezu pii vySetfeni per rektum a zvySené koncentraci
séroveho PSA.
Vzorky prostatické tkané byly zpracovany klasickymi histologickymi metodami a pfipravené
tkanové fezy byly ptehledné obarveny hematoxylinem-eosinem. Ke sledovani byl pouzit
mikroskop Olympus AX 70 ( Olympus, Japan ), jehoz technologie rovnéZ umoznila vytvoieni
fotografii, jeZ jsou v této praci pouzity ( 29 ).

K posouzeni atypickych Zlazek bylo vyuzito imunohistochemické metody, jejimz
principem je detekce vrstvy bazalnich bunék na zaklad¢ reakce specifické monoklonalni mysi
protilatky proti vysocemolekularnim cytokeratinim ( HMW-CK ).

Cytokeratiny jsou cytoskeletalni proteiny intermediarnich filament nezbytné pro vyvoj a
diferenciaci epitelidlnich bunék. Dle molekulové hmotnosti a izoelektrického bodu se
cytokeratiny ¢leni do dvou skupina, a to na cytokeratiny s nizkou molekulovou hmotnosti
( 40-54 kDa ), které jsou prevazné distribuovany v neskvamodznim epitelu, a déle
vysocemolekularni cytokeratiny ( 48-67 kDa ), které se nachazeji ve skvamdznim epitelu.
Monoklonalni mysi protilatka ( firma Imunogen ) zna¢i normalni epitelidlni buniky ( od bun¢k
jednovrstevného glandularniho a duktalniho epitelu po vrstevnaty skvamoézni epitel ) a také
vétsinu neskvamodznich epiteli. Protilatka neznaci nervové bunky a mezenchymalni tkan,
slaba a ne pftili$ Casta pozitivita byla zaznamenana u bun¢k hladké svaloviny.

HMW-CK ptedstavuji skupinu cytokeratina ( ¢. 1, 5, 6, 8, 10, 14, 18 ), které jsou
exprimovany Vv buiitkach bazalni vrstvy normalnich prostatickych Zlazek. V piipadé
adenokarcinomu neni vrstva bazéalnich bun¢k zachovéna, a proto u nadorovych zlazek

nedochazi k barevné reakci.



7.2. Stanoveni gradingu naddorovéeho loziska

V ptipadé, Ze je v preparatu berveném hematoxylinem-eosinem zachyceno lozZisko
nadorové zvhlych bunék, je mira jejich zralosti a tim i stupenn diferenciace tumoru ¢iselné
ohodnocena. Uznavanym a vSeobecné uzivanym typem hodnoceni je tzv. Gleasonské skore,
které vychazi z ureni stupné diferenciace bunék ve dvou nejvétsich nadorovych loZiscich
sledované tkan¢. Kazdé z téchto lozisek je ohodnoceno Ciselné ( Obr. 42 ), soucet obou Cisel
pak udavéa hodnotu Gleasonského skore, na jehoz zakladé jsou rozliSovana 4 stadia nadora
prostaty :
G: : Gleasonské skore 2 — 4, dobie diferencovany tumor
G, : Gleasonske skore 5 - 6, sttedné diferencovany tumor
G3 : Gleasonské skore 7, stiedné az Spatné diferencovany tumor

G4 : Gleasonskeé skore 8 — 10, $patné diferencovany tumor
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Obr. 42 Diferenciace bunék pro hodnoceni Gleasonského skore

Hodnota Gleasonského skore soucasné vypovida ¢astecné i o progndéze onemocnéni, nebot
jeho vyssi hodnoty jsou spojeny se Spatnou diferenciaci nadoroveho loZiska, vySsi agresivitou
a vysokym metastatickym potencidlem nadorovych bunék, pifi¢emz vSechny tyto faktory

zhorSuji progn6zu a v celé fadé piipadi souviseji i s krat$i dobou pieziti pacientd.



7.3. Stanoveni diagn6zy pacientu

U paxient ¢. 1 ( vék 69 let ) byla v prouzcich prostatické tkané z punkéni biopsie
prostaty na fezu barveném hematoxylinem-eosinem zastiZzena mirnéd hyperplazie prostaty a
normdlni acinarni prostatické Zzldzky ( Obr. 43, piiloha ). Mikroacinarné uspofadany
adenokarcinom, u néhoz bylo stanoveno Gleasonské skoére o hodnot¢ 5 ( stfedné
diferencovany tumor ) zaujima v preparatu méné nez 10% vysetfované tkan¢; neobjevuje se
polymorfie jader. HMW vysetieni prokdzalo u vSech zlazek bazalni buiiky ( Obr. 44 ), diky
¢emuz je dany nalez mozno pokladat za normalni, avSak vzhledem k pfitomnosti malého
loziska adenokarcinomu bylo doporuceno dalsi sledovani tohoto pacienta, aby byla pfipadna

progrese onemocnéni zachycena vcas.

"' S O T SR 3T
Obr. 44 A: zvétseno 100x; B: zvétseno 200x

Rovnéz v ptipadé€ pacienta €. 2 ( vék 64 let ) jsou v prouzcich jehlové biopsie znamky
myoadenomatozni hyperplazie prostaty, presvéd¢ivé maligni nadorové struktury vSak nebyly
zjistény, proto je dany nalez povazovan za normalni, pfi¢emz k této diagnoze prispiva i fakt,
Ze vsechny Zlazky maji v imunohistochemické reakci HMW piitomny zietelné¢ zbarvené
bazalni buiiky ( Obr. 45 ). U tohoto pacienta nebyl doporucen zadny dalsi specidlni postup,

vhodné je pokracovat v pravidelych ro¢nich kontrolnich vysetienich.



Obr. 45 A: zvétSeno 200x ; B: zvétSeno 400x

Ve vzorku pacienta €. 3 ( v€k 74 let ) bylo mikroskopicky krom¢ myoadenomat6zni
hyperplazie prostaty ( Obr. 46A, pfiloha ) zastizeno lozisko stfedné diferencovaného
mikroacindrné usporddaného adenokarcinomu. Hodnota Gleasonského skére byla stanovena
souctem 3+4=7 ( Obr. 46B, pfiloha ). Nadorem je postiZzeno ptiblizn€ 20% vySetfované tkan¢.
HMW vysetfeni v inkriminovaném lozisku neprokazalo pfitomnost bazalnich buné€k, coz
podporuje diagndzu adenokarcinomu prostaty.

Rovnéz u pacienta ¢. 4 ( vék 81 let ) byl vodebraném vzorku zastizen stiedné
diferencovany prostaticky adenokarcinom, pievazné mikroacinarné uspofadany, Gleasonské
skore 7 ( Obr. 47, ptiloha ). Nador pfedstavuje vice nez 50% vySetfované tkan¢. Imunoreakce
s anti-HMW-CK protilatkou prokazala nepfitomnost bazalnich bunék v inkriminovanych
loziscich. Na zaklad¢ téchto vySetieni a rovnéz diky stanoveni vysoké koncentrace sérového
PSA (69,1 ng/ml ) byla stanovena diagn6za adenokarcinomu prostaty.

U pacient ¢. 5 ( veék 70 let ) byla sledovana tkan prostoupena intenzivné rostoucim
adenokarcinomem ( Obr. 48 ), ktery je misty disociovany a penetruje do svalové tkan¢ ( Obr.
49A ). Vzhledem Kk vysoce agresivnimu potencialu nadorovych bunék bylo stanoveno
Gleasonské skoére o hodnoté 10, coz piedstavuje Spatné diferencovany tumor se Spatnou

progndzou. Na detailu je zieteln¢ patrna polymorfie jader nadorového infiltratu ( Obr. 49B ).



Obr. 46 Pacient ¢.3; A: myoadenomatdzni hyperplazie prostaty; B: stfedné diferencovany adenokarcinom;

zvétSeno 200%

Obr. 47 Stfedné diferencovany adenokarcinom; zvétseno 200x



Obr. 49 A: penetrace adenokarcinomu do svalové tkan¢; B: polymorfie jader nadorového infiltratu;
zvétSeno 400x



8. DISKUZE



Zhoubné novotvary patii hned po onemocnéni kardiovaskularniho tstroji k nej€astéjSim
pfi¢inam amrti ve vSech civilizovanych statech. Mortalita zptisobena vyskytem maligniho
onemocnéni vzrostla ze 4% v roce 1909 na vice nez 20% v devadesatych letech. U muzské
populace v CR byla koncem 20. stoleti nejfrekventnéj$im malignim onemocnénim rakovina
plic ¢i tlustého stfeva, od roku 2005 je vSak nejCastéji diagnostikovanym onkologickym
onemocnénim muzi rakovina prostaty a pocet nove hlasenych ptipada rok od roku stoupa..
Tato tendence vedla krozvoji novych diagnostickych metod, jejichz hlavnim cilem je
odhaleni pfitomnosti nadorového bujeni v organismu V jeho pocatecnich stadiich. VEasny
zachyt onemocnéni totiz zvySuje pravdépodobnost Ucinnosti 1écby a zlepSuje progndzu
daného onemocnéni.

Mimo klasickych zobrazovacich metod, které jsou v diagnostice nadoru jiz tradi¢né
vyuzivany, se velmi vyrazné rozviji oblast laboratornich stanoveni nadorového ristu.
Zakladem tcéchto testll je stanoveni koncentrace tzv. tumorovych markert, coz jsou latky
vznikajici v organismu ve zvy$ené mife v disledku piitomnosti a vyvoje maligniho procesu.
Tyto latky je mozné zachytit a stanovit v télnich tekutinach ( krev, krevni sérum ) metodami
klinick¢é biochemie. U pacienti s podezfenim na karcinom prostaty se vhodnym
biochemickym markerem ukdzal prostaticky specificky antigen ( PSA ), ktery patii do
skupiny lidskych kalikreinti a jehoz senzitivita je ve vztahu k detekci karcinomu prostaty
uvadéna mezi 68-80 % a specifita mezi 49-90 %.

Nespornou vyhodou stanoveni nadorovych markerti je, ze materidl pro vySetfeni je mozno
ziskat neinvazivnimi metodami, a proto jsou tyto analyzy vyuZzivany zejména pro tzv.
screeningova vysetieni. Cilem screeningovych vysetfeni je kontrola sérové hladiny nadoroveé
specifickych markerit v konkrétnich Casovych periodach, pticemz tento postup by mél vést
k Casnému zachytu zmeén v koncentracich markerd, které by mohly znamenat rozvoj
nadorového onemocnéni v organismu. V ramci screeningu rakoviny prostaty jsou
doporucovana pravidelnd ro¢ni stanoveni sérové koncentrace PSA a urologické vysetieni
prostaty u muzu starSich padesati let. Diky zavedeni téchto pravidelnych prohlidek vzrost
pocet odhalenych nadorovych onemocnéni prostaty, soucasné¢ vSak byly tumory

diagnostikovany mnohem castéji v pocateCnich stadiich, kterd pfiznivéji reaguji na 1écbu.



Ackoli jsou biochemické screeningové metody hojné vyuzivany a pfispivaji vyrazné
k vy8Simu zachytu nadorovych onemocnéni, nevyhodou zustava jejich nizsi specificita a
selektivita, které vedou casto ke stanoveni falesn¢ pozitivnich ¢i faleSné negativnich
vysledkli, coz mlze mit pro pacienta fatdlni nasledky. Zmény sérovych koncentraci
nadorovych markert rovnéz neni mozné vyuzit ke stanoveni kone¢né diagnozy, nebot’ jejich
hodnoty mohou byt ovlivnény celou fadou faktord, nicméné odhaleni ptfitomnost vyssiho
mnozstvi urcitého markeru v séru napomaha k vyhledani pacientt, ktefi jsou potencialné
ohrozeni rozvojem zhoubného novotvaru a u nichz je nezbytné provést dalsi vysetfeni, ktera
by pritomnost nddorového loziska potvrdila ¢i vyvratila.

Zakladnim postupem, ktery je vyuzivan v diagnostice u pacientii s podezienim na

nadorové bujeni v organismu, je histologicka analyza vzorku tkané odebrané z organu, ktery
je potencialné postizen. Nevyhodou této analyzy je nutnost invazivniho zékroku pti odbéru
materidlu pro vySetieni a relativné¢ del§i doba nezbytnd pro pfipravu preparatu pro
mikroskopickeé stanoveni.
Histologické vySetieni podezielych tkani je provadéno technikou ultratenkych fezu
fixovanych nejcastéji formaldehydem. V ptipadé klasické histologické analyzy jsou buiky a
bunéné struktury na tkanovych fezech kontrastné barveny hematoxylinem-eosinem, diky
¢emuz dojde ke zvyraznéni nékterych detailii, které neni mozné na nebarvenych preparatech
posttehnout. Mikroskopické vySetfeni pak prokazuje piitomnost tvarové atypickych jader,
bunék ¢i celych bunécnych struktur. V diagnostice karcinomu prostaty je posuzovana
architektura prostatickych zlazek, jaderna polymorfie, pfitomnost jadérek ¢i mitdz, atypicky
zbarvena cytoplazma bunék ¢i vyskyt krystaloidi nebo nekrotické hmoty v lumen nadorovych
Zlazek.

V nékterych piipadech vSak ani tradi¢ni histologicky postup neposkytne dostatek
informaci k tomu, aby mohla byt spolehlivé stanovena diagnéza. V takoveé situaci je vhodné
vyuzit specialni imunohistochemické metody, které kombinuji vyhody imunoanalyzy a
histologického vySetieni. Imunohistochemie je histologickym oborem, ktery vyuzZiva
k detekci chemicky definovanych individui v bunkach, tkanovych kulturach a fezech

z tkanovych blokt, afinitu antigenu a specifické protilatky a jejich vzdjemnou vazbu.



Antigeny maji v buiice funkci receptorti, enzymi nebo transkripénich faktori a v pfipadé
maligniho zvratu bunky dochazi k vyraznému zvySeni nebo sniZeni jejich exprese. Tento
rozdil je pak vyuZivdn k odliSeni malignich a benignich tkani, popt. k posouzeni pivodu
ptipadného nadoru. Pfitomnost antigenu je odhalena na zakladé imunologické vazby se
specifickou protilatkou, ktera je konjugovana s enzymem, jehoZ reakce se substratem vede
K barevné zméné¢ v misté navazani protilatky. Vysledkem vySetieni je prukaz konkrétniho
antigenu a miry jeho exprese v histologickém preparétu.

Imunohistologické vySetieni prostatické tkané nabizi Sirokou Skalu antigent, které jsou
v odli$né mife exprimovany v benigni a maligni tkani. Prvnimi uZivanymi markery byly
kysela prostaticka fosfatdza ( PAPH ) a prostaticky specificky antigen ( PSA ), které jsou
vV imunohistochemii pro prostatickou tkan vysoce specifické, ¢ehoz se vyuzivd zejména
v identifikaci metastaz neznamého puvodu. Tyto markery v8ak neni mozné vyuzit k odliSeni
benigni hyperplazie prostaty a karcinomu, nebot’ u obou afekci je jejich exprese témét shodna.
Intenzita a rozsah barveni PSA a PAPH nijak nekoreluji se stddiem diferenciace nadorového
loZiska, a proto nejsou vhodnymi prognostickymi faktory.

Mezi nejspolehlivéjsi markery, jejichz piitomnost je vyuzivana k odliSeni normalni ( resp.
BHP ) a nddorové prostatické tkané, patii protein p63, vysokomolekulérni cytokeratiny
( HMW-CK ) a claudin-1, antigeny typické pro buniky bazalni vrstvy prostatickych zlazek.
Tato bazalni vrstva je zachovana u normalni ¢i hyperplastické tkané, u maligné¢ zménénych
Zlazek dochazi k porudeni jeji kontinuity nebo aZ k jeji UpIné destrukci. Diagndéza karcinomu
postaty je tedy potvrzena v piipadé, ze imunologicka reakce s protildtkami proti vyse
uvedenym markerim neprokaze ptitomnost bazalni vrstvy, v opaéném ptipad¢ jsou sledované
Zlazky normalni nebo doslo k jejich benignim hyperplastickym zménam.

Jednim z nejnovéjSich markert, které se uplatiuji v diferenciélni diagnostice karcinomu
prostaty, je a-mathylacyl-CoA racemaza, enzym, ktery neni exprimovan v normalni a
hyperplastické prostatické tkani, zatimco v nadorovych Zlazkach je jeho exprese velmi silna.
Nekteré dalsi markery, proteiny SI00A8 a S100A9 a d-katenin, nejsou piitomny v normalni ¢i

hyperplastické tkéani, k jejich expresi ale dochazi u prostatické intraepitelialni neoplazie



( PIN ) a s rostoucim gradingem nadorového loziska stoupa i intenzita a mira exprese téchto
faktorti. Opaénym ptipadem jsow -, B-, a y-katenin, E-kadherin a protein p120°", jejichZ
imunoreakce je u vzorkli normélni a hyperplastické tkané siln¢ pozitivni, zatimco u PIN
dochazi k poklesu intenzity barevné reakce a u karcinomut exprese téchto markert dale klesa
s rostoucim gradingem.

Diky intenzivnimu vyzkumu zaméfenému na odhalovani novych antigeni asociovanych
s nadorové zménénou prostatickou tkani byla popséna cela fada vice ¢i méné specifickych
markert pro diagnostiku karcinomu prostaty, nicméné¢ na zéklad¢ posouzeni pfinosnosti jejich
detekce ke stanoveni kone¢né diagndzy nasla v klinické praxi uplatnéni jen mala ¢ast z nich.
Konkrétné je, v ptipad¢ ze ke stanoveni diagndzy nestaci prehledné barveni hematoxylinem-
eosinem, Vv imunohistologicke diagnostice v klinické praxi vyuZivana detekce bazalnich
bunék anti-HMW-CK protilatkou ( 34BE12 ), protoZze méa velmi dobrou vypovidaci hodnotu a
naklady spojené stimto vySetfenim nejsou extrémné vysoké. Na nékterych klinickych
pracovistich je, navzdory své vyssi cené€, pouzivano soucasné barveni dvémi protilatkami,
Z nichz jedna detekuje bazalni bunky benignich Zlazek ( anti-HMW-CK nebo anti-p63 ) a
druha slouzi jako pozitivni marker nadorovych bunék ( anti-AMACR = P504S ).



9. ZAVER



Nadorové onemocnéni prostaty je vsoucasné dobé nejcastéjSim onkologickym
onemocnénim muzi v Ceské republice. A¢koli se ve vétsing piipadii nejednd o rychle rostouci
agresivni nador, pfesto vyrazné€ ohrozuje pacienty na zivoté, nebot pomérné ¢asto metastazuje
do kosti ¢i plic dlouho pted tim, nez se projevi prvni klinické pfiznaky. Ve snaze predejit
vysoké mortalité na tento typ nadorového onemocnéni byl zaveden screeningovy program u
muzu starSich padesati let, diky ¢emuz doSlo ke zvySeni zachytu onemocnéni v Casnych,
dobie 1écitelnych stadiich.

Potvrzeni diagndzy karcinomu prostaty je zaloZzeno na histologickém vysetfeni tkané
ziskané nejcastéji jehlovou biopsii prostaty. Ze ziskaného vzorku je pifipraven tenky preparat,
ktery je po obarveni hematoxylinem-eosinem mikroskopicky zhodnocen erudovanym
odbornikem ( klinickym patologem ). Ptiblizn¢ u 80% vzorkt je tento pracovnik schopen
stanovit diagnézu jiz na zdkladé tohoto morfologického vySetteni. Zbylych 20% ptipadl je
atypickych a k jejich posouzeni jsou vyuzivany imunohistologické postupy. Diky nim je na
zakladé barevné reakce mozné odhalit pfitomnost/nepfitomnost a miru exprese specifickych

markerti asociovanych s nddorovymi buitkami a rozhodnout tak o pacientové diagnoze.



SEZNAM ZKRATEK

ABC
AMACR
APAAP
BHP
CgA
CRISP
FSH

f/t PSA
HIF
hK2
HMW-CK
lg

IL-6

LH
NSE
PAP
PAPH
PIN

PIP
PSA
PSCA
PSMA
SCGN
STEAP
SYN
TRH
TRUS

avidin-biotin komplex

a-methylacyl-koenzym A raceméaza

alkalicka fosfataza-anti-alkalicka fosfataza

benigni hyperplazie prostaty

chromogranin A

cysteine-rich secretory protein ( sekre¢ni protein bohaty na cystein )
folikuly stimulujici hormon

volna frakce PSA/ celkovy PSA

hypoxia-inducible factor

human kallikrein 2 ( lidsky kallikrein 2)

high-molecular-weight cytokeratins ( vysokomolekularni cytokeratiny )
imunoglobulin ( protilatka )

interleukin 6

luteinizacni hormon

neuron specificka enolaza

peroxidaza-anti-peroxidaza

kysel4 prostaticka fosfataza

prostatickd intraepitelialni neoplazie

prostatic inhibin peptide ( prostaticky inhibi¢ni peptid )

prostaticky specificky antigen

prostate stem cell antigen ( antigen prostatickych ,,kmenovych bun¢k* )
prostaticky specificky membranovy antigen

secretagogin

six-transmembrane epithelial antigen of the prostate

synaptophysin

tyreoliberin

transrektalni ultrasonografie
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	Získaný materiál je podrobován základnímu histologickému vyšetření, během něhož je, na tkáňových řezech barvených přehlednou hematoxilyn-eosinovou metodou, sledována přítomnost či nepřítomnost nádorových struktur či ložisek BHP.

