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Abstrakt

Karcinom prostaty je povazovany za jeden z hlavnych medicinskych problémov v
muzskej populdcii, pretoze ide o najCastejSie diagnostikovany zhubny nador u muzov.
Zaroven je to karcindm s druhou najvysSou mortalitou spomedzi vSetkych diagnostikovanych
zhubnych ochoreni v CR (UZIS). Jedinym spolahlivym diagnostickym biomarkerom je
v sucasnosti PSA (prostate specific antigen; prostaticky Specificky antigén), ktorého hladina je
v pripade karcindmu prostaty zvySena.

Téato diplomova praca sa zaobera Studiom zmien v expresii génov v karcindme
prostaty, ktoré su, podla najnovsej literatiry, spajané s progresiou nadoru a mohli by mat’
prognosticky vyznam. Ide o gény: VCL (vinculin; vinkulin), SHB (Src homology 2 binding
protein) a OCT3 (organic cation transporter 3; transportér 3 katidonov organickych zlu¢enin).

Praca metodicky zahffiala spracovanie 82 zozbieranych vzoriek prostatického tkaniva
a to formou izolacie mRNA. Nasledne bola pouzitda metéda RT-PCR k ziskaniu ¢cDNA,
potom elektroforetické spracovanie cDNA a Statistické vyhodnotenie vysledkov. Bola
porovnana relativna expresia jednotlivych génov vo vzorkadch karcindmu prostaty a vo
vzorkach BPH (benign prostatic neoplasia; benigna prostatickd hyperplazia).

Pri génoch SHB a OCT3 bola zistena nizsia expresia vo vzorkach karcindmu prostaty,
pri VCL nebol zisteny rozdiel. Dal§imi meraniami bol zisteny rozdiel v expresii génu SHB
vramci hodndt Gleasonovho skore, kde bol zaznamenany pokles expresie v nadoroch
s hodnotami 8 a 9. U génu OCT3 bola zistena korelacia s vekom pacientov, priCom vo vysSom
veku bola expresia OCT3 nizsia. U ziadneho z analyzovanych génov nebola zistend vyrazna
korelacia s hodnotou PSA.

Ako mozny potencidlny biomarker bol vyhodnoteny gén SHB. Je vSak nutné overit’

tuto tedriu v d’alSich klinickych $tadiach na Sirokom stibore pacientov.

Krucové slova
karcindm prostaty, Src homology 2 binding protein, vinkulin, transportér 3 kationov
organickych zlucenin, izolacia RNA, benigna prostaticka hyperplazia, semikvantitativna RT-

PCR, diagnostika nadoru



Abstract

Prostate carcinoma is considered to be one of the main medical problem in male
population. Prostate carcinoma is the most frequently diagnosed malignancy in men and the
death rate has the second position within all diagnosed malignancies in Czech Republic
(UZIS). There is only one reliable diagnostic tool: PSA (prostate specific antigen). Level of
PSA is often elevated in men with prostate carcinoma.

This diploma thesis is focused on study of changes in gene expression in prostate
carcinoma. Three candidate genes were analyzed: VCL (vinculin), SHB (Src homology 2
binding protein) and OCT3 (organic cation transporter 3). According to recent publications,
these genes are related to tumor progression and they could have prognostic significance.

In this thesis the following methodological approaches were used: 82 prostatic
specimens were collected from patients and mRNA was isolated from these specimens; then
RT-PCR was used to obtain cDNA, fragments were detected by electrophoresis. At the end
statistical methods were used for evaluation. Relative expression of the genes in prostate
carcinoma tissue was compared to relative expression of the genes in BPH (benign prostatic
neoplasia) tissue.

Results showed higher expression of genes SHB and OCT3 in prostate carcinoma
tissue in compariscon to BPH tissue. No difference was found in VCL gene expression. By
using next analyses, the difference in SHB gene expression was found, when Gleason scores
of prostate carcinoma specimens were compared. The decrease of expression was detected in
specimens with Gleason score 8 and 9. The correlation between age and OCT3 gene
expression was found, where the expression decreased with increasing age. No correlation
with PSA levels was found in any of the analyzed gene expressions.

Gene SHB was evaluated to be potential diagnostic biomarker. However, it is

necessary to confirm this theory in next clinical studies with a large pool of patients.

Keywords
prostate carcinoma, Src homology 2 binding protein, vinculin, organic cation transporter 3,

RNA isolation, benign prostatic hyperplasia, semiquantitative RT-PCR, tumor diagnostics
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Z.oznam skratiek

(zlozitejsie preloziteI'né nazvy boli ponechané v anglictine)

ABC ATP-binding cassette transporter ATP viazuci kazetovy
transportny protein
AKT v-akt murine thymona viral oncogene
AMPK 5'-adenosine monophosphate-activated 5-adenozinmonofosfatom
protein kinase aktivovana protein kindza
Arp 2/3 actin-related protein 2/3 aktin-pribuzny protein 2/3
BPH benign prostatic hyperplasia benigna prostaticka hyperplazia
c-Abl c-Abl oncogene 1, non-receptor tyrosine
kinase
CD44 cluster of differentiation 44
CXCR4 CXC chemokine receptor type 4 CXC chemokinovy receptor typu
4
dNTP deoxyribonucleotide triphosphate deoxyribonukleotid trifosfat
doména SH2 Src homology domain 2 Src homoldgna 2 doména
EGFR epidermal growth factor receptor receptor epidermalneho
rastového faktoru
EPIC European prospective investigation into
cancer and nutrition
ERG erythroblast transformation-specific
related gene
ERSPC European randomized study of screening
for prostate cancer
FAK focal adhesion kinase kindza fokalnych adhézii
FGFR-1 fibroblast growth factor receptor receptor fibroblastového
rastového faktoru
GAD glyceraldehyde 3-phosphate glyceraldehyd 3-fosfat
dehydrogenase dehydrogenaza
GLI1 glioma-associated oncogene homolog 1 homolég 1 onkogénu
asociovaného s gliomom
Grb2 growth factor receptor-bound protein 2
GS Gleason score Gleasonovo skére
HA hyaluronan hyaluronan
HDAC (1, 2, 3) | histone deacetylase (1, 2, 3) histonova deacetylaza
(1,2,3)
HG-PIN high grade - prostatic intraepithelial prostatickd intraepitelidlna
neoplasia neoplazia vysokého stupna
HIF 1, 2 hypoxia-inducible factor 1, 2 hypoxiou indukovatel'ny faktor
IGF-1 insulin-like growth factor 1 inzulinu podobny rastovy faktor
1
IL-2R interleukin 2 receptor receptor interleukinu 2
INK c-Jun N-terminal kinase c-Jun N-koncova kinaza
LAT linker for activation of T-cells




LG-PIN low grade - prostatic intraepithelial prostatickd intraepitelidlna
neoplasia neoplazia nizkeho stupna
MAPK mitogen-activated protein kinase mitogénom aktivované protein
kinazy
Mena Mammalian enabled protein
MMP matrix metalloproteinase matrix metaloproteinaza
MPP" 1-methyl-4-phenylpyridinium 1-metyl-4-fenylpyridium
(neurotoxin)
mTOR mammalian target of rapamycin signalna drdha mTOR
Nanog homeobox protein Nanog transkripény faktor Nanog
NF-xB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells
Nkx3.1 homeobox protein Nkx3.1
OCT3 organic cation transporter 3 transportér 3 katidnov
organickych zlucenin
Oct 3/4 Octamer-binding transcription factor 3/4
p275<"! cyclin-dependent kinase inhibitor 1B inhibitor 1B cyklin-dependentnej
kindzy
p38 MAPK p38 MAP Kinase p38 MAP kinaza
pS3 tumor supressor protein 53 tumor-supresorovy protein pS3
PDGFR platelet-derived growth factor receptor receptor rastového faktoru
krvnych dosticiek
PI3 phosphatidylinositol 3 fosfatidylinozitol 3
PIN prostatic intraepithelial neoplasia prostatickd intraepitelidlna
neoplazia
PIP, phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate Fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfat
PLAU urokinase-type plasminogen activator plazminogénny aktivator
urokinadzového typu
PLC phospholipase C fosfolipaza C
PLCO Prostate, lung, colorectal and ovarian
cancer screening trial
PSA prostate specific antigen prostaticky Specificky antigén
PTB doména phosphotyrosin-binding domain doména viazuca fosfotyrozin
PTEN phosphatase and tensin homolog homolég fosfatazy a tenzinu
PTCHI1 Patched-1 transmembrane domain protein | Patched-1 transmembranovy
protein
RT-PCR reverse transcription polymerase chain reverzna transkripcia
reaction polymeradzovej retazovej reakcie
SDF-1 stromal cell-derived factor 1
SHB Src homology 2 binding protein
SHD Src homology 2 domain containing
transforming protein D
SHH Sonic hedgehog
Sox2 (sex determining region Y)-box 2
Src v-src sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2)




viral oncogene homolog

TMPRSS2 transmembrane protease serine 2 transmembranova serin-proteaza
typu 2
TNM tumor-nodes-metastasis clasification klasifikacia klinického Stadia
karcindmu prostaty
UZIS Ustav zdravotnickych informaci
a statistiky CR
VASP vasodilator-stimulated phosphoprotein
VCL vinculin vinkulin
VE-kadherin vascular endothelial cadherin
VEGF (A) vascular endothelial growth factor (A) vaskularny endotelidlny rastovy
faktor (A)
VEGFR-2 vascular endothelial growth factor receptor vaskularneho
receptor 2 endotelidlneho rastového faktoru
2
Wnt Wingless-type MMTYV integration site
family
B-ME -mercaptoethanol -merkaptoetanol




1 Uvod

Nédorové ochorenia patria v si€asnosti spolu so srdcovo-cievnymi chorobami medzi
najrozsirenejsie ochorenia nielen v Ceskej republike, ale aj vo svete.

Karciném prostaty je povazovany za jeden z hlavnych medicinskych problémov v muzskej
populécii, pretoze ide o najcCastejSie diagnostikovany zhubny nador u muzov. Zaroven je to
karcindbm s druhou najvy$Sou mortalitou spomedzi vSetkych diagnostikovanych zhubnych
ochoreni v CR (UZIS). V poslednych rokoch v$ak stipa mortalita len mierne, ato zasluhou
vcasnej diagnostiky a spravne vedenej liecby.

V sucasnosti je jedinym spol'ahlivym diagnostickym nastrojom biopsia prostaty a stanovenie
hladiny PSA (prostate specific antigen; prostaticky Specificky antigén). Hladina PSA je Casto
zvySena u pacientov s karcindmom prostaty, avSak nemusi priamo indikovat’ toto ochorenie.
Moéze byt ovplyvnend aj d’alSimi faktormi, ktoré nesuvisia s rozvijajucim sa ochorenim, a preto
je nevyhnutné hl'adat’ sposoby optimalnejSej a presnejSej diagnostiky. Jednou z moznosti je
najst’ gén, ktorého expresia by jednoznacne suvisela so vznikajucim karcindmom. V stcasnej
dobe sa vo vedeckych $tudiach analyzuju viaceré gény, ktoré by tiito podmienku spiiali.

V tejto diplomovej praci sa zameriavam na tri kandidatne gény, ktoré su, podl'a najnovsej
literartry, spajané s progresiou nadoru. Tieto gény by sa v budicnosti mohli stat’ efektivnym

nastrojom diagnostiky.



2 Ciele prace

Tato diplomova praca sa zaoberd Studiom zmien v expresii génov v karcindbme prostaty,
ktoré by mohli mat’ relevantny prognosticky vyznam. V sti¢asnej dobe sa v diagnostike pouziva
marker PSA, ktory je vSak problematicky a casto vedie k falosne pozitivnym alebo faloSne
negativnym vysledkom. Zaroven pribudaju vedecké stadie o inych, potencidlne efektivnejSich
nastrojoch diagnostiky. Téato diplomova praca by mohla prispiet’ k h'adaniu novych postupov,

ked’ze jej predmetom je analyza troch kandidatnych génov v karcindme prostaty.

Ciele prace:

1. Zhromazdit' ¢o najvicsi stbor pacientov diagnostikovanych na karcindm
prostaty spolu s klinickymi tdajmi

2. Izolovat mRNA v dostatocnej Cistote zo ziskanych vzoriek od pacientov
s karcindbmom prostaty

3. Optimalizovat’ semikvantitativou RT-PCR pre prislusné gény

4. Identifikovat’ rozdiely v relativnej expresii u génov: SHB, VCL a OCT3

5. Urcit korelaciu expresie analyzovanych génov s molekuldrne-klinickymi
charakteristikami karcindému prostaty a s progndzou ochorenia

6. Zhodnotit’ prognosticky vyznam tychto korelacii



3 Prehlad literatury

3.1 Prostata — zakladna anatomia a fyziologia

Prostata patri medzi zl'azy a je sucast'ou muzského pohlavného ustrojenstva. Jej vel'kost
zodpoveda rozmerom 3 cm x 4 cm x 2 cm a vazi asi 20 g. Nachadza sa pod mo¢ovym mechtiirom
a obklopuje hornt ¢ast’” mocovej trubice. Obklopuje ju vizivové puzdro. Z hladiska klinickej
praxe sa prostata deli na 4 zony: prednu fibromuskularnu, centrdlnu zoénu, periférnu zénu
a preprostatick oblast’. Znazornenie je na obr. ¢. 1. Vo vonkajsej oblasti sa vyskytuju najma

karcinomy, kym v centralnej hlavne nodularne hyperplazie (Hes et al., 2011).

Obr. ¢. 1: Delenie prostaty z klinického hl'adiska: a-centralna zéna, b-fibromuskularna zoéna, c-
prechodna zona, d-periférna zoéna, e-oblast’ okolo mocovej trubice (De Marzo et al. 2007,
upraveng)

Hlavnou funkciou prostaty je produkcia tzv. prostatického sekrétu, ktory tvori asi 30%
ejakulatu. Ide o mlie¢ne bielu tekutinu, ktord obsahuje enzymy (kyslé fosfataza, 5-oa-reduktaza),
kyselinu citronova (plni funkciu pufru), prostaglandiny (napoméha stahom hladkého svalstva
maternice), zinok (ovplyviluje metabolizmus testosteronu), spermin (dolezity pre pohyblivost’
spermii), fibrinolyzin a PSA. Sekrét je mierne kysly (pH = 6,4). Ako sucast’ ejakulatu poskytuje

vyzivu spermidm. Sekrécia je regulovana hladinou So-dihydroxytestosteronu (Steger a Weidner,



2011). Spodné cast’ prostaty sa nachadza v blizkosti urindrneho zvieraca, ktory kontroluje vyvod
mo¢u. Zmeny v anatomii prostaty teda ovplyviiuji aj odvod moéu moéu (Dvoracek a Safaiik,

2005).

3.1.1 Epidemiologické udaje o karcinome prostaty

Karcindm prostaty je najcastejSim zhubnym nadorom u muzov hned po koznych
zhubnych nadoroch. V roku 2009 bolo v CR hlasenych 6154 pripadov, ¢o je nérast o 13 % oproti
predchadzajiicemu roku. V prepocte na obyvatela iSlo o 119,5 pripadu na 100 000 muzov.
Rapidny narast tohto ochorenia je pozorovany od zac¢iatku 90-tych rokov a po roku 2000 sa esSte
zrychlil. Tento jav je vysvetlovany jednak starnutim populdcie, ale aj zvySenim poctu
preventivnych vySetreni, pri ktorych sa urcuje hodnota PSA. Tym padom su zistené aj skorSie
Stadia karcinomu, ktoré su klinicky nemé a ktoré by za inych okolnosti nebolo mozné zistit’.

V celosvetovom meradle je karcinom prostaty rovnako druhym najcastejSim zhubnym
ochorenim po nadoroch plic. Najvyssia incidencia tohto ochorenia je pozorovana v Australii
ana Novom Zélande s incidenciou 104,2 pripadu na 100 000 muzov. V ramci krajin EU je na
prvom mieste Irsko s incidenciou 183,2 pripadu na 100 000 muZov, Ceska republika je na 14.

mieste.
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Graf €. 1: Incidencia karcindmu prostaty
v krajinach EU v roku 2008
(http://www.cancerresearchuk.org/cancer-
info/cancerstats/, upravené)
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Na rozdiel od incidencie miera umrtnosti od roku 2004 klesa a v roku 2009 dosiahla
hodnotu 22,8 umrti na 100 000 muzov v CR (UZIS).

Celosvetovo je karcindm prostaty na Siestom mieste v pri¢indch smrti medzi muZmi.
Najvyssia miera umrtnosti je zaznamenand v Karibskej oblasti, kde je to 26 imrti na 100 000
muzov. V ramci §tatov Eurépskej unie je Ceské republika na 11. mieste. Najvyssia mortalita je
pozorovana v Estonsku s hodnotou 36,8 umrti na 100 000 muzov
(http://www.cancerresearchuk.org/cancer-info/cancerstats/).  Rozdiely = medzi  hodnotami
mortality nie su tak zna¢né ako rozdiely v incidencii, ktord ma stipajicu tendenciu, ¢i uz

celosvetovo alebo v CR

3.1.2 Rizikové faktory pri vzniku karcinOmu prostaty

Pri¢iny vzniku karcindému nie si zname. Su vSak zname rizikové faktory, ktoré vyrazne
ovplyviiuji moznost' vzniku ochorenia. Najznamejsi je faktor veku. Incidencia ochorenia sa
vyrazne zvysuje u muzov vo veku nad 50 rokov (Dreicer a Garcia, 2012).

Dalsim faktorom je prislusnost’ k etnickej skupine. U negroidnej rasy je dvakrat vyssia
mortalita nez u kaukazskej rasy. Zaujimavé je vSak zistenie, ze nadorovo Specificka mortalita na

karcindm prostaty je do 65 rokov 2 — 3-krat vysSia u Cernochov nez u belochov. U starSich
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muzov sa vSak situdcia obracia a belosi maji horSiu prognézu. PriCiny tejto rozdielnosti nie su
celkom jasné, svoju ulohu zrejme zohravaju socio-ekonomické faktory (Dvoracek, 2005).

Spdsob vyzivy je d’al§im faktorom zasahujiicim do procesu rozvoja karcindmu prostaty.
Konzumécia tukov, najméd polynenasytenych, ukazuje na pozitivhu korelaciu s incidenciou
a mortalitou u karcinbmu prostaty. Ide pravdepodobne o tukom indikované zmeny
v hormonélnom profile a zvySenie miery oxidativneho stresu. Zvyseny prijem vitaminu A, ktory
pomaha regulovat’ diferencidciu a proliferaciu epitelidlnych buniek, je spdjany so zvySenym
rizikom vzniku karcindmu prostaty. Naopak znizeny prijem vitaminu D moéze byt d’alSim
rizikovym faktorom v rozvoji ochorenia. AvSak jeho forma, 1-25-dihydroxyvitamin D, ma
antiproliferativne a antidiferencia¢né ucinky na bunky nadoru. Inhibi¢né ucinky na rast nadoru
ma vitamin E. Ide o antioxidant, ktory podporuje apoptdézu buniek. Denny prijem tohto vitaminu
znizuje riziko vyskytu ochorenia 032 %. Podl'a doterajSich Stidii je doteraz najefektivnejSou
latkou, ktora ma ochranny ucinok pred rozvojom karcindmu prostaty, lykopén. Vyskytuje sa
hlavne v tepelne spracovanych produktoch z raj¢in (Botswick et al., 2004).

Niektoré¢ Studie davaju do suvislosti s vyS$S§im rizikom rozvoja nddoru zvySenu
konzumaciu mlie¢nych vyrobkov (Tate et al., 2011). Podl'a EPIC stadie (European prospective
investigation into cancer and nutrition) je pri dennom prijme 35 g proteinov z mliecnych
vyrobkov vyskyt karcinomu prostaty vys$$im o 32 % (Allen et al., 2008).

Dal§im faktorom, ktory moze prispievat’ k rozvoju karcinomu prostaty je IGF-1 (insulin-
like growth factor-1; inzulinu podobny rastovy faktor 1). Tento rastovy faktor je sucast'ou
procesov, ktoré zabezpecujii normalnu proliferaciu buniek a apoptézu. Podl'a niektorych stadii
je tento hormoén spajany so zvysenym rizikom vzniku karcindmu, priCom miera rizika je priamo
umerna davke horménu (Renehan et al., 2004; Stattin et al., 2004). Avsak iné §tadie tento ucinok
nepotvrdili (Allen et al., 2007). IGF-1 mo6ze sprostredkovavat’ ¢inky mnozstva inych faktorov
prostredia, nakol’ko jeho mnoZstvo je regulované faktormi ako hmotnost, vyziva, fyzicka
aktivita, ktoré prispevaju k vzniku néddorov.

Zaujimava je suvislost’ medzi karcindmom prostaty a ochorenim diabetes mellitus typu 2.
Miera rozvoja karcindmu bola o 16 % niZSia u pacientov trpiacich tymto ochorenim (Bonovas et
al., 2004; Kasper et al., 2006). Pri¢ina nie je znama, je vSak diskutovanych mnozstvo

mechanizmov, ktoré¢ popisuju geneticku stvislost’ medzi tymito dvoma diagnézami.
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3.1.3 Patologia karcinomu prostaty - PIN

Existuje niekol'ko abnormalnych proliferaénych 1ézii, ktorych vyskyt poukazuje na
suvislost’ so vznikom karcindmu prostaty. Medzi najcastejSie popisovani sa zaradzuje PIN
(prostatic intraepithelial neoplasia; prostaticka intraepitelialna neoplazia).

PIN je charakterizovand ako primarna cytologickd atypia povrchovej epitelidlnej vrstvy
v prostatickych duktoch a acinoch. PIN sa deli na dve kategdrie. LG-PIN (low grade PIN; PIN s
nizkym stupiiom diferencidcie) a HG-PIN (high grade PIN; PIN s vysokym stupiiom
diferencidcie). HG-PIN je typickd bunkovymi atypiami prostatickych duktov s intraepitelidlne
umiestenymi neoplastickymi zmenami (Dvotacek, 2005).

HG-PIN je preinvazivna forma nadoru, ktord predstavuje zvySené riziko vzniku
karcinomu prostaty. Cytologickéa charakteristika HG-PIN je podobna charakteristike samotného
karcindmu a vyskytuje sa vo viac nez 85% pripadov karcinomu prostaty, avSak na rozdiel od
karcinomu, jej lokalizécia je v bazélnej oblasti. Niekol’ko epidemiologickych $tadii potvrdilo
suvislost’ medzi HG-PIN a néslednym rizikom vyskytu nadorov prostaty (Botswick et al., 2000;
Godoy et al., 2011).

3.1.4 Patologia karcinomu prostaty - BPH

Dalsim nalezom, ktory sa radi medzi abnormalne proliferaéné lézie je BPH (benign
prostatic neoplasia; benigna prostaticka hyperplazia) BPH. BPH je patologicky charakterizovana
ako proliferacia buniek prostaty hlavne v oblasti okolo mocovej trubice. Tieto histologické
zmeny zacinaju uz vo veku okolo 30 rokov a klinicky su deketovatelné vo Stvrtej dekade zivota.
St spdsobené zvySenou hladinou Sa-dihydrotestosteronu, latkou tvorenou z testosteronu
v prostate. | ked” produkcia testosterénu klesa, produkcia Sa-dihydrotestosteronu pokracuje aj vo
vy$Som veku a dochddza k postupnej akumulécii tejto latky v tkanive prostaty. To vedie
k zvySenej proliferacii buniek. U muzov, ktori neprodukuji Sa-dihydrotestosteron vobec, nebola

detekovana ani BPH (Wei et al., 2004).
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Prvymi priznakmi BPH st obstrukcie uretry. Svalové vlakna sa nadmerne napinaju a to
ma za nasledok zvysenu frekvenciu moéenia, poruchy pri mo&eni, nedostatoény tok moéu. Casto
sa mozu pridruzit' patofyziologické zmeny v stene mocového mechtra (Wei et al., 2004).
Savislost’ medzi BPH a karcindbmom prostaty zostdva nejasna. Odlisit’ vzdjomnu podmienenost’
tychto dvoch, ochoreni je zlozité. Oboje sa vyskytuje vo vySSom veku, Casto sa vyskytuje
sucasne, a u oboch je zaznamenand zvySena hladina PSA. Jedinou spolahlivou metédou ako

rozli$it BPH a karcindm je biopsia prostaty.

3.1.5 Patologia karcinomu prostaty - karcinom (adenokarcind6m) prostaty

Rovnako ako v pripade BPH, aj u karcindému prostaty je nutna stimulécia testosteronom
a dihydroxytestosteronom. Pod vplyvom tychto hormoénov vznikaji bunky adenokarcinému (Hes
et al., 2011). Karcindm prostaty ma vel'a spolo¢nych znakov nielen s BPH alej aj s HG-PIN.
U vSetkych troch stupa prevalencia s vekom, je vyZzadovand pritomnost’ androgénov pre rast
arozvoj ochorenia, a vSetky reaguji na liecbu zalozeni na deprivacii androgénov. Spolo¢ne
vykazuju vlastnosti ako abnormality v markeroch urcujucich diferencidciu, cytologické zmeny
v jadre a jadierku buniek, zvySenad bunkova proliferacia, zvySena geneticka nestabilita (Bostwick
etal., 2004).

Nador vznika vécsinou multifokélne, v 70 % pripadov sa nachadza v periférnej zone
prostaty. Vytvara drobné lozisk4 nazltlej farby a tuhSej konzistencie, ktoré maji, v porovnani
s normalnou Strukturou prostaty, kompaktnejsi vzhl'ad (Povysil, 2005).

Vseobecne plati, ze karcindm prostaty je tvoreny malymi nazhlukovanymi Zliazkami,
ktoré¢ su relativne uniformné. Niekedy vytvaraja glomeruloidné Struktiry. Tieto Zliazky su ¢asto
infiltrované medzi zliazky benigneho tkaniva. Dalej sa vyskytuju glandularne $truktury tvoriace
pruhy, splyvajuce do vicsich celkov, alebo naopak len jednotlivé bunky medzi normalnym
prostatickym tkanivom. Bunky sa ¢asto vyznacuji polymorfiou jadier, ndpadnymi jadierkami
a mitézami. Cytoplazma buniek sa moze vyrazne liSit od cytoplazmy v okolitych benignych
zliazkach. V lumene Zliazok karcindmu sa nachddza modravy hlien, a daji sa identifikovat’
krysStaloidné eozinofilné utvary. Ide o produkty pozostavajice z abnormalnych hlienovych

proteinov a mineralov (Hes et al., 2011). U dobre diferencovanych karcindbmov chyba vrstva
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bazalnych buniek. Spolahlivym znakom malignity nddoru je nalez infiltrativneho rastu
nadorovych buniek, pri ktorom je uplne narusené povodné tkanivo prostaty a nador sa tak Siri do
extraprostatickych tkaniv, predovsetkym do tkaniva tukovo vdzivového. Intravaskularna invéazia

je rovnako dodlezitym indik4torom malignity (Povysil, 2005).

3.1.5.1 Grading

Grading je urcovanie stupna histologickej diferenciacie karcindému. Grading karcindomu
prostaty ma zasadny vyznam z prognostického hl'adiska, pretoze dobre diferencované karcinomy
progreduju pomalsie, zatial¢o malo diferencované karcindmy progreduju rychlejsie a zakladaju
metastazy. NajcCastejSie pouzivanym systémom je Gleasonovo skore, ktoré popisuje nador
Cislami v rozmedzi 2 — 10, kde 2 je najmenej agresivne a 10 je najagresivnejSie ochorenie.
Hodnoti sa architektonické usporiadanie nadorovych lozisk a stupenn ich diferencidcie sa
vyjadruje 5 stupiiami od obrazu dobre diferencovaného acinarneho karcinomu az po disociovany
karcindbm. Zndzornenie gradingu je na obr. ¢. 2. Stcasne sa rozliSuje primarna a sekundarna
histologick4 Struktira, nakolko asi 50 % karcindmov obsahuje minimélne dva komponenty
roézneho stupnia diferencidcie. Histologické skore je suctom oboch, teda najmenej Casté¢ho a
najcCastejSieho stupna diferencidcie. Na zaklade gradingu je mozné stanovit’ prognozu ochorenia
z hl'adiska schopnosti invazie nddoru a jeho metastatického potencialu. S gradingom uzko suvisi
aj doba prezitia. Nadory s vysSim gradingom maju vSeobecne horSiu progndzu, st agresivnejsie a

vyvijaji sa najmé v periférnej zone prostaty (Povysil, 2005).

Obr. ¢. 2: Schéma gradingu podla
Gleasona: Od dobre diferencovaného
nadoru (grade 1) az po zle diferencovany
nador s tazko rozpoznate'nymi zliazkami
(grade 5)

(O’Dowd et al., 2001, upravené)
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3.1.5.2 Staging

Staging definuje rozsah ochorenia, uruje ¢i primarny nador presiahol hranice tkaniva

prostaty a rozSiril sa do okolitych tkaniv. Existuje niekolko klasifikdcii, avSak v pripade

karcindbmu sa najcastejSie pouziva klasifikdcia TNM (tumor-nodes-metastasis clasification;

klasifikacia klinického Stadia karcindému prostaty). Je pouzitelna aj pre iné solidne nadory.

Urcenie stagingu je nevyhnutné pre urcenie progndzy, pre planovanie vhodnej lieCby a pri

porovnavani v ramci klinickych stadii.

T - Primarny nador

TX primarny nador sa nedad hodnotit’
TO bez znamok primarneho nadoru
T1 nador nepreukazatel'ny ani klinicky ani palpacne
nador zisteny ndhodne histologicky v menej ako 5% resekovaného
Tla tkaniva
T1b nador zisteny nédhodne histologicky vo viac ako 5% resekovaného tkaniva
Tlc nador zisteny pri biopsii
T2 nador obmedzeny na prostatu
T2a nador postihuje polovicu laloku alebo menej
T2b nador postihuje viac nez polovicu laloku, ale nie oba laloky
T2¢ nador postihuje oba laloky
T3 nador sa §iri cez puzdro prostaty
T3a extrakapsularne §irenie jednostranné alebo obojstranné
T3b nador infiltruje semenné vacky
T4 nador sa §iri do okolitych Struktlr inych ako semenné vacky
N - Regionalne lymfatické uzliny
NX regionalne lymfatické uzliny sa nedaju hodnotit’
NO v regionalnych lymfatickych uzlinach sa nevyskytuju metastazy
N1 v regionalnych lymfatickych uzlinach sa vyskytuji metastazy
M - Vzdialené metastazy
MO chybaju vzdialené metastidzy
M1 vzdialené metastazy
Mila lymfatické uzliny (okrem regionalnych lymfatickych uzlin)
MI1b kosti
Milc iné lokalizacie

Tabul'ka ¢. 1: Klasifikacia TNM (Cheng et al., 2012, upravené)
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3.1.6 Diagnoza karcinomu prostaty

Zakladom diagnézy je anamnéza a fyzikalne vySetrenie. Popri beznom celkovom
fyzikalnom vySetreni sa diagnostika ochorenia opiera o palpacné vySetrenie prostaty cez
kone¢nik. Malé nadory vsSak l'ahko uniknu diagnostike, pripadne moézu byt diagnostikované
nalezy, ktoré svojim tvarom a Struktirou imituji karcindm. Palpaénym vySetrenim sa odhali len
0,8 — 1,7 % nédorov. Rektadlnym vySetrenim je odhalenych asi 55 % nadorov a na zdklade
transurektalnej ultrasonografie 82 %. NajcastejSie je vSak karcindm diagnostikovany na zaklade
zvySenej hladiny PSA, ktory méa v sucastnosti kl'icovu ulohu v diagnostike. Rozhodujicim
preukazanim pritomnosti karcindbmu je histologicky nalez =ziskany biopsiou prostaty

diagnostikovany ako karciném (Dvoiacek a Safatik, 2005).

3.1.6.1 PSA

PSA je prostaticky Specificky antigén, ktory patri do skupiny kalikreinov, konrétne ide
o kalikreinu podobnt peptidazu 3. Lokus génu pre PSA je na chromozéme 19q13.41. Ide o latku,
ktora je tvorena vyluc¢ne epitelalnymi bunkami prostaty (Yousef et al., 2000). Sérova hladina
PSA je uréena krvnym vysetrenim. Cim je hodnota PSA vysSia, tym je vyssie riziko existencie
karcindbmu. Neexistuje vSak prahovd hodnota, na zéklade ktorej by bolo mozné jednoznacne
urcit’ pritomnost’ nadoru. Vacsina Stadii sa priklana k hodnote 3 — 4 ng/ml. Za zvySenou hladinou
PSA moézu byt aj benigne ndlezy ako zapal prostaty a BPH, d’alej to moze byt ddsledok

samotnej biopsie prostaty, nedavnej ejakulacie alebo Castej jazdy na bicykli (Aus et al., 2006).

PSA (ng/ml) predpokladané riziko
karcinému prostaty (%)
0-1 28-5
1-25 10,5—14
25-4 22-30
4-10 41
> 10 69

Tabul’ka ¢. 2: Hladina PSA a riziko karcinomu prostaty (Aus et al., 2006, upravené)
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Testovanie PSA teda mé urcité obmedzenia. Ochorenie mdze byt detekované pri
screeningu vo velmi skorom $tadiu, kedy nador eSte nesposobuje Ziadne symptomy. Najdenie
malého nddoru vsSak neznizuje riziko neskorSieho rozvoja ochorenia. Niektoré naddory rastu len
vel'mi pomaly a priamo neohrozuju pacienta, no ¢asto je nasadena lieCba, ktord mdze spdsobit’
komplikacie a ma neziaduce vedlajSie ucinky. Na druhej strane v€asné diagnostikovanie
ochorenia nemusi byt efektivne u pacientov s agresivnym typom nadoru, ktory moéze zacat
metastazovat’ eSte pred samotnou detekciou. Naviac, testy PSA mozu davat’ faloSne pozitivne
alebo faloSne negativne vysledky. Hladina PSA modze byt zvySend, priCom nemusi ist o
adenokarcindm prostaty, a naopak, hladina PSA mdze byt nizka aj v pripade uz existujuceho

adenokarcinomu (Barry, 2001).

3.1.6.2 Screening karcinomu prostaty

Za ucelom znizenia Umrtnosti v pripade adenokarcindomu bolo prevedenych niekol'ko
masovych screeningov. Ide o vySetrenie asymptomatickych muzov s rizikom rozvoja ochorenia.
Prebehli dve velké populacné studie: PLCO (Prostate, Lung, Colorectal and Ovary) a ERSPC
(European Randomized Screening for Prostate Cancer) (Aus et al., 2006). Stidia PLCO udava,
ze testovanie PSA znizilo riziko umrtia na karcindm prostaty. Zistilo sa, ze u muzov, ktori
podstupili pravidelny screening, bola zvysSend incidencia karcindmov prostaty v porovnani
s kontrolnou skupinou, ale miera imrtnosti zostala rovnaka (Andriole et al., 2012). Zavery stadie
ERSPC taktiez potvrdili zniZené riziko umrtia na karcindm prostaty u pacientov, ktori podstupili
screening, avSak na rozdiel od PLCO, bola miera umrtnosti u tychto pacientov nizsia (Schroder

etal., 2012).

3.1.7 Terapeutické pristupy pri karcinome prostaty

V pripade karcindmu prostaty existuje viacero terapeutickych pristupov. Vyber liecby
zavisi od urcCenia S$tadia ochorenia a dalSej prognozy. Niektoré z pristupov st Standardne

pouzivané, iné su vo faze klinickych testov. Zo Standardne pouzivanych su to:
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- pozorné vyckdavanie a aktivny monitoring (neprevadza sa ziadna liecba, pokial neddjde
k symptomatickej progresii)

- chirurgicky zakrok (odstranenie lymfatickych wuzlin, radikalna prostaktektomia,
transuretralna resekcia prostaty)

- radioterapia (mozné riziko vzniku nddorov mocového mechura, ¢i konecnika)

- hormondlna terapia (zablokovanie c¢innosti hormoénov pomocou liekov alebo inych
hormonov, alebo chirurgickym odstranenim semennikov)

- chemoterapia

- biologicka liecba (imunoterapia, vyuziva bunky pacietovho imunitného systému zamierené

proti nddorovym bunkam)

Metody klinicky testované:

- kryochirurgia prostaty (zmrazenie a nasledné zni¢enie nadorovych buniek)

- pouzitie ultrazvuku s vysokou intenzitou (pouzitie endorektdlnej sondy, ktora vysiela
ultrazvukové viny k nddorovym bunkam)

- radiacné protonova terapia (pouzitie toku proténov zacielenych na nador)

(Aus et al., 2006; http://www.cancer.gov/cancertopics/pdqg/treatment/prostate/)

3.2 Molekularne — biologické zmeny u karcinomu prostaty
Posledné analyzy génovych expresii a funkénych analyz proteinov v karcindme prostaty

naznacuju Specifické zmeny génovych produktov a molekularnych drédh. Tieto zmeny casto

postihuji kmeniové alebo progenitorové bunky a ich dcérske bunky.
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3.2.1 Zmeny molekularnych drah pri iniciacii kancerogenézy prostaty

Povod karcindmu prostaty nie je uplne jasny. Existuje mnozstvo S$tadii, ktoré
predpokladaju akumuldciu urcitych genetickych prip. epigenetickych zmien v prostatickych
kmenovych alebo progenitorovych buniek, ¢o stvisi so starnutim buniek, fyzickymi poraneniami
tkaniva alebo vplyvom rizikovych faktorov z prostredia. Vsetky tieto javy mozu vyustit' do
malignej transformacie normalnych diferencovanych buniek alebo kmenovych buniek (Mimeault
a Batra, 2006). Casto ide o downreguldciu nadorovych supresorov a up regulaciu roznych
onkogénnych produktov v prostatickych kmeniovych bunkéch veducich k iniciacii vzniku nadoru
a v neskorSom S§tadiu k progresii ochorenia (Giannoni et al., 2010; Giannoni et al., 2011;
Patrawala et al., 2007; Tang et al., 2007, Mimeault a Batra 2011).

Medzi nadorové supresory sa radia proteiny PTEN (phosphatase and tensin homolog;
homoldg fosfatdzy a tenzinu), p53 (tumor supressor protein 53; tumor-supresorovy protein p53),
Nkx3.1 (homeobox protein Nkx3.1), p27<"! (cyclin-dependent kinase inhibitor 1B; inhibitor 1B
cyklin-dependentnej kindzy). Strata jedného alebo oboch képii PTEN vedie k expanzii
nadorovych buniek a iniciacii nadoru (Wang et al., 2006). Onkogénom so zvySenou expresiou je
TMPRSS2-ERG flzny gén v prostatickych bunkéch, ktory bol pozorovany v 50 — 60 % pripadov
karcinomu prostaty (Clark et al., 2008; Mosquera et al., 2008). ZvysSena expresia TMPRSS2-
ERG (transmembrane protease serine 2 gene; gén pre transmembranova serin-protedza typu 2-
erythroblast transformation-specific related gene) spolu s downregulovanym génom PTEN vedu
k zvySenej aktivite PI3-kinazy (phosphatidylinositol 3 kinase; fosfatidylinozitol 3 kindza) a
naslednej stimulacii génu AKT (v-akt murine thymona viral oncogene) v rannych a neskorsich
Stadiach karcinomu prostaty. Strata kopie PTEN v kombinacii so zvySenou expresiou ERG
indukovanou p53 mézZe v neskorom S$tadiu karcindému zvysit’ expresiu CXCR4 (CXC chemokine
receptor type 4; CXC chemokinovy receptor typu 4) a viest’ k invazivnej forme karcinoému (King
et al., 2009; Leong et al., 2009).

U karcindmu prostaty bola pozorovana zvysena aktivita telomerdzy a zvySena expresia
jednotlivych rastovych faktorov a néaslednd zmena ich signalnych drdh. Medzi komponenty
tychto signalnych dréh patria: EGFR (epidermal growth factor receptor; receptor epidermalneho
rastového faktoru), SHH (Sonic hedgehog), Wnt/B-katenin, integriny, interleukin 6, CXCR4

s ligandom SDF-1 (stromal cell-derived factor 1) a komponenty extracelularnej matrix. Pri
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aktivacii SHH drahy dochadza k aktivacii jedného z jej elementov, receptoru PTCH1 (Patched-1
transmembrane domain protein; Patched-1 transmembranovy protein), a nasledne GLI1 (glioma-
associated oncogene homolog 1; homoldg 1 onkogénu asociovaného s gliomom). Pritomnost’
tychto elementov je Casto detekovana v hyperplazickych a nadorovych bunkach prostaty (Chen
et al., 2007). Integracia tychto drah vedie k udrZzovaniu rastu nadorovych buniek a ziskaniu
schopnosti migracie v procese epitelidlno-mezenchymalneho zvratu (Giannoni et al., 2010;
Giannoni et al., 2011; Patrawala et al., 2007; Tang et al., 2007; Kong et al., 2010; Dubrovska et
al., 2009).

Casto je detekovand zvySena expresia transkripénych faktorov —asociovanych
s vlastnostami embryonalnych kmenovych buniek ako: Oct3/4 (Octamer-binding transcription
factor 3/4), Nanog (homeobox protein Nanog), Sox2 (sex determining region Y-box 2). Bunky
vykazujuce pritomnost’ tychto faktorov maji schopnost’ samobnovy, vysoku schopnost’ migracie
a teda aj zakladania metastaz (Duhagon et al., 2010; Bae et al., 2010).

Schématické znazornenie jednotlivych signalnych drah je na obr. ¢.3.
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Obr. ¢.3: Znéazornenie molekularnych drah v prostatickej bunke (Mimeault a Batra, 2011,
upraveng)
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3.2.2 Modulacia malignych vlastnosti nadorovych buniek prostaty

Progresia karcindmu prostaty je typicky spajand s degradaciou bazalnej membrany,
stratou vrstvy epitelidlnych buniek a bunkovej adhézie. Prebiehajii intenzivne remodelacné
procesy a to najmé v stromatickych bunkach nadoru (Mimeault et al., 2006; Ao et al. 2007) a v
extracelularnej matrix. Dochadza kupregulacii ligandov integrinovych receptorov,
peptidoglykanov (hlavne perlekanu), k sekrécii proteolytickych enzymov: hepsinu, MMPs
(matrix metalloproteinases; matrix metaloproteindzy), PLAU (urokinase-type plasminogen
activator; plazminogénny aktivator urokindzového typu). Sucasne klesa expresia dekorinu a
zvySuje sa expresia membranovych prekurzorov EGFR ligandov, ktora je indukovanda MMP.
Dochadza k aktivacii EGFR. (Mimeault et al., 2006; Datta et al., 2006; Ao et al., 2007,
Mimeault et al., 2007; Hu et al., 2009). Akumulacia perlekanu v extracelularnej matrix a jeho
interakcia s molekulami ligandov SHH zabezpeCuje schopnost’” udrzat kaskadu SHH
v prostatickych nadorovych bunkach aktivnu (Ao et al., 2007; Zhao et al., 2009).

Prostatické nadorové bunky maju schopnost’ adaptacie na oxidativny stres, hypoxiu a
zapalové procesy, €o su podmienky vyskytujice sa v mieste naddoru. Schopnost’ adaptacie
spociva v ziskani maligneho fenotypu prostrednictvom aktivacie NF-kB a HIFs (hypoxia-
inducible factors;
hypoxiou indukovatelné faktory) (Birnie et al., 2008; Anderson et al., 2011). NF-xB, HIF-1a a
HIF-20 m6zu indukovat’ expresiu roznych génovych produktov akymi st: glykolytické enzymy,
interleukin 6, cyklooxygenaza 2, VEGF (vascular endothelial growth factor; vaskularny
endotelialny rastovy faktor), P-glykoprotein, v prostatickych nadorovych bunkach v podmienach
normoxie alebo hypoxie (Birnie et al., 2008; Higgins et al., 2009). Tieto génové produkty maju
kriticki Ulohu v progresii karcindému prostaty, pretoZze dochadza k upregulacii glykolyzy,
angiogénnemu prepnutiu a chemorezistencii nadorovych buniek (Higgins et al., 2009; LaTulipe

etal., 2002).
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3.3 Analyzované gény u karcinomu prostaty

3.3.1 Gén VCL

Gén VCL (vinculin; vinkulin) a jeho proteinovy produkt vinkulin, ktory patri medzi
proteiny cytoskeletu, je dolezitou sucastou komplexu fokalnych bunkovych adhézii. Jeho
zvySena expresia je spajana so zvySenou migraciou ako normalnych, tak aj nddorovych buniek,

ktoré st nasledne schopné zakladat’ metastazy (Bhavik et al., 2008).

3.3.1.1 Struktiira a funkcie VCL

Lokus génu VCL sa nachddza na chromozéme 10g22.2, je dlhy 122 kb a ma 22 exonov.
U Cloveka st zname dve izoformy: vinkulin a metavinkulin. Meta-VCL ma na 3" kédujicom
konci na rozdiel od VCL jeden exon navysSe. VCL je exprimovany takmer vo vSetkych l'udskych
tkanivach, v najvy$Sej miere v monocytoch, dendritickych bunkach, NK (natural killer)
bunkéch, v bunkach hladkych svalov, adipocytoch, bunkach placenty, prostatickych bunkach
a bunkach semennikov (http://pax-db.org/).

Proteinovy produkt kodovany génom VCL pozostava z 1134 aminokyselin, ma dizku 123
700 Da. Prostrednictvom N-koncovej domény viaZe talin, a-katenin a a-aktinin. Touto vézbou je
umoznené spojenie  integrinov s aktin-myozinovym komplexom. K C-koncovej doméne sa
pripaja  paxilin, aktinové filamenty aPIP, (phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate;
fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfat). Spojenie N- a C-koncovych domén je flexibilné a obsahuje
vizbové miesta pre komponenty aktin-polymerizaéného komplexu: Arp2/3 (actin-related protein
2/3; aktin-pribuzny protein 2/3), Mena (Mammalian enabled protein) / VASP (vasodilator-
stimulated phosphoprotein) (DeMali et al.., 2002; Turner et al., 1990).

Vinkulin sa nachddza bud’ v aktivnej-otvorenej konformaécii alebo inaktivnej-uzatvorenej
konformécii. N-koncovd doména pozostdva zo 4 subdomén (D1-D4). Znazornenie Struktiry

vinkulinu je na obr. €. 4.
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Obr. ¢. 4: Znazornenie Struktiry vinkulinu ajeho konformécii. Pismenami D st oznaCené
jedntlivé subdomény (http://www.mechanobio.info/Home/glossary-of-terms/proteins/vinculin,
upraveng)

C- koncova doména viaze F-aktin a aktinové filamenty do zvizkov. Intramolekularna
interakcia medzi N a C-koncovou doménou maskuje vazbova doménu pre F-aktin lokalizovant
na C-konci. Ak sa na subdoménu DI naviaZe talin a a-aktinin, dojde ku konverzii tejto
subdomény, ¢o vedie krozStiepeniu intramolekuldrnej interakcie a kryptické miesto pre
naviazanie F-aktinu ostava vol'né (Le Clainche et al., 2010). Rovnaka situacia nastane ak sa na
Specifické miesto v oblasti C-koncovej domény naviaze PIP,. N- a C-koniec potom disociuju a
protein zaujme aktivnu konforméciu. Zndzornenie oboch konformacii je na obr. ¢. 4. V tomto
stave su jeho védzbové miesta pristupné pre d’alSie proteiny zacastiiujice sa na zmenach
cytoskeletalnych komplexov. Vinkulin plni funkciu Struktirneho spojenia medzi aktinovymi
filamentami a receptormi zucastnenymi na fokalnej adhézii v bunkovej membrane. Fokalne
bunkové adhézie su komplexy spajajice bunky s extraceluldrnou matrix, a s tvorené viac nez

50 typmi proteinov. Tieto proteiny st pevne spojené s aktinovymi filamentami. Vinkulin je
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jednym z proteinov viazucich aktinové filamenty (Mierke et al., 2009). PIni fuknciu dynamickej
regulacnej zlozky pocas bunkovej adhézie a pocas bunkovej migracie pomaha prostrednictvom
vytvarania membranovych vybezkov navadzat aktinové filamenty na nové miesta, kde sa uz
nachadzaju integriny (DeMali et al., Buridge et al., 2003). Vinkulin je taktiez sucastou
medzibunkovych spojeni. MoZe sa viazat’ na E-kadherin na N-konci a na aktinové filamenty na
C-konci. Tym zvySuje mechanickt pevnost’ celého komplexu (le Duc et al., 2010). Znazornenie

interakcii jednotlivych proteinov je na obr €. 5.

cytoplasmaticka
membrana

Obr. ¢. 5: Znazornenie zdkladnych interakcii proteinov pri bunkovych spojeniach
(http://herkules.oulu.fi/isbn9514269306/html/x477.html, upravené)
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3.3.1.2 Gén VCL v suvislosti s nadormi a metastazovanim

Schopnost’ migracie cez extracelularnu matrix je nevyhnutna pre nddorové bunky, ktoré
su tak schopné dosiahnut miesta vzdialené od primarneho nadoru a zalozit metastazy.
S invaziou nadorovych buniek suvisi ich schopnost’ tvorit’ Specifické vybezky cytoplazmy:
invadopddia a podozoémy. Tvorba podozémov bola zistend nielen u nddorovych buniek ale aj
u makrofagov, chondrocytov, buniek endotelu, transformovanych fibroblastov a osteoklastov
(Linder et al., 2003). Podozomy st S$truktury bohaté na F-aktin. Pofas procesu migracie
podozému formuju klastre a rozety, ktoré obsahuji rovnaké proteiny ako komplexy fokalnej
adhézie, Cize aj protein vinkulin (Marchisio et al., 1987). Invadopodia a podozémy zdiel'aju
spolo¢né Struktirne vlastnosti a niektoré molekularne zlozky. Invadopddia obsahuju proteazy,
signalne proteiny, aktin a aktin-viazuce proteiny, a maju dolezitd ulohu pri degradacii
extracelularnej matrix a naslednej migracii a metastazovani (Baldassare et al., 2003).

Adhezivne S$truktiry podobné invadopddiam boli nijdené vo vnutri a na povrchu
prostatickych nadorovych buniek linie PC3. V tychto adhezivnych Struktirach bola zistena
kolokalizacia vinkulinu spolu s F-aktinom. Distribucia F-aktinu a vinkulinu tvorila bodky
v centralnej a periférnej Casti Struktir. Formdcia tychto Struktir korelovala s lokalizaciou matrix-
metalo-proteinazy 9 a degradaciou matrix v priebehu invazivnych procesov (Desai et al.,2008).
Dalej bola zistend zvySena expresia transkripénych korepresorov ako: HDACI (histone
deacetylase 1; histonova deacetylaza 1), HDAC2, HDAC3 a proteinov skupiny Polycomb, vedie
k supresii génu VCL, a to ma za nasledok zvysSenu schopnost’ migracie buniek v prostatickych
nadorovych bunkovych liniach LNCaP a VCaP (Rei Chng et al., 2012). V dalsej stadii bola
zistena zvysena expresia vinkulinu v pripade buniek s amplifikovanym regionom chromozému
10g22. Vinkulin bol lokalizovany v cytoplazme aj v membrane buniek. Ako kontroly posluzili
vzorky s BPH, kde sekrecné epitelidlne bunky nevykazovali expresiu vinkulinu, zatial'¢o okolité
bazalne bunky a bunky fibromuskularnej stromy boli pozitivne na pritomnost’ vinkulinu. Taktiez
bola zistend zvySend proliferacia buniek vo vzorkach, kde bola zvySena expresia vinkulinu, ¢o
podporuje hypotézu, Ze vinkulin podporuje proces bunkovej proliferacie. Dalej bolo zistené, Ze
pokrocilé stadium karcindému bolo asociované s vyssou expresiou génu VCL (Ruiz et al., 2011).

Bunky embryonalneho karcindmu, v ktorych bol inaktivovany gén VCL vykazuju nizsiu

schopnost’ adhézie a zvy$ent motilitu (Goldman et al., 1995).

25



3.3.2 Gén SHB

Gén SHB koéduje tzv. ,,Src homology 2-domain adapter protein B, ktory je sucastou
vnutrobunkovych signdlnych drah pri réznorodych procesoch v bunke akymi su: proliferacia,

diferenciacia, bunkova motilita alebo apoptoza (Anneren et al., 2003).

3.3.2.1 Struktira a funkcie SHB

SHB bol objaveny pri identifikacii génov indukovanych sérom v inzulinovej bunkovej
linii BTC-1 u mysi (Welsh et al.,1994). Nazov vznikol skratkou oznaenia proteinu SH2 [-
buniek. Gén SHB sa nachadza na chromozéme 9p13.2, ma dizku 153 kb a obsahuje 6 exénov.
SHB je exprimovany takmer vo vSetkych tkanivach l'udského tela, pricom uroven expresie v
ramci normalnych zdravych tkaniv je priblizne rovnaka (Welsh et al., 1998). Nim kodovany
protein pozostiva z 509 aminokyselin. Boli identifikované 3 izoformy proteinu v dizke 55, 66 a
77 kDa. (Karlsson a Welsh, 1996). Je pravdepodobné, ze existuju dalSie izoformy, ktoré st
Specifické pre jednotlivé typy buniek.

Protein SHB ma na svojom N-konci motivy bohaté na prolin a na C-konci sa nachadza
doména shomologiou k SH2 proteinom. Medzi nimi je lokalizovanda PTB doména
(phosphotyrosin-binding domain; doména viazuca fosfotyrozin viazajuca fosfotyrozin)
(Lindholm, 2000). Struktara proteinu SHB spolu s PTB-doménou je znazornena na obr. &. 6. Src
(v-src sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene homolog), PLC (phospholipase C;
fosfolipaza C), Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2), PI3-kindzy interaguju s motivmi
bohatymi na prolin (Hagerkvist et al., 2007), zatial'¢o FAK a LAT (linker for activation of T-
cells) s PTB doménou. Doména SH2 doména viaze aktivované tyrozinkinazové receptory ako:
PDGFR (platelet-derived growth factor receptor; receptor rastového faktoru krvnych dosti¢iek),
FGFR-1 (fibroblast growth factor receptor; receptor fibroblastového rastového faktoru), receptor
T-buniek, receptor interleukinu 2 a VEGFR-2 (vascular endothelial growth factor receptor 2;
receptor vaskularneho endotelialneho rastového faktoru 2) (Holmgqvist et al., 2004).

SHB je sucastou signalnych drdh regulujucich proliferdciu, migraciu a diferencidciu
endotelidlnych buniek, ¢im sa podiel'a na procese angiogenézy. Interaguje s receptormi FGFR-1
a VEGFR-2 a tym aktivuje rastové faktory (Holmquist et al., 2004). VEGFR-2 je receptorom
VEGF-A. VEGFR-2 sa viaze na komplex VE-kadherinu (vascular endothelial cadherin) a f-
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kateninu a takto sa podiela na reguldcii formovania adherenénych spojeni v endotelidlnych
bunkach (Dejana et al., 2009). VEGFR-2 a VE-kadherin spolu asociuju. Aktivacia VEGFR-2
spusta na Src zavisli fosforylaciu VE-kadherinu, ¢o ma za nasledok rozpad bunkovych spojeni
(Weis et al., 2004). Aktivacia VEGFR-2 taktiez stimuluje PI3-kinazov( aktivitu, ¢o ma za
nasledok interakciu Src a FAK. Dochédza k formacii fokalnych adhézii a migracii buniek.
Stimulacia VEGFR-2 d’alej sposobuje proliferaciu a migraciu endotelidlnych buniek a uvolnenie
proteaz, ktoré mozu spustit’ invazivny proces (Holmquist et al., 2004). SHB sprostredkovava
signaly veduce k proliferacii buniek aktiviciou MAPK (mitogen-activated protein kinase;
mitogénom aktivované protein kindzy). V spojeni s kindzou Src a FAK navodzuje zmeny v
cytoskelete bunky. (Cross et al., 2002; Holmquist et al., 2003; Lu et al., 2002). Pri chybajucom
SHB bola zaznamenana znizend aktivacia FAK ako odpoved na VEGF. FAK je sucastou
signalnej drahy, ktora vedie k porucham $truktary cytoskeletu (Holmquist et al., 2004). Zvysena
aktivita p38 MAPK (p38 MAP Kinase; p38 MAP kinaza) bola taktiez spajanad s poruchami
Struktury cytoskeletu, nakol’ko p38 MAPK je spojend s regulaciou cytoskeletu endotelidlnych
buniek a s formaciou novych ciev (Matsumoto et al., 2002).

Je pravdepodobné, Ze SHB mé funkciu aj v procese apoptéozy. SHB interaguje
s tyrozinkinazou c-Abl (c-Abl oncogene 1, non-receptor tyrosine kinase), reguluje jej kindzova
aktivitu, ¢o nasledne vedie k regulacii signalnej drahy pre apoptozu (Hagerkvist et al., 2007).
Kinaza c-Abl je silne aktivovana v pripade poskodenia bunky, ¢o moéze vyustit' do zastavenia
bunkového cyklu alebo apoptozy. Biologicky vyznam interakcie c-Abl/SHB bol testovany pri
knockoute SHB, kedy bola pozorovana znizena miera angiogenézy, zniZzena hustota ciev a rozne

defekty ciev (Christoffersson et al., 2012).
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Src LAT PDGFR
Esp8 FAK CRK FGFR-1
PLC Wav SLP76 TCR
Grb2 RasGAP IL-2R
PI3 Abl VEGFR-2

Obr. €. 6: Schéma proteinu SHB (Davoodpour et al., 2005, upravené)
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3.3.2.2 SHB v stvislosti s nadorovymi ochoreniami

KedZze SHB je zahrnuty v procesoch migracie a proliferacie buniek av procese
angiogenézy, zmena v jeho expresii bola pozorovana priniekol’kych typoch nadorovych
ochoreni.

Pokusy na mysSiach, u ktorych bol uskutocneny knockout génu SHB poukézali na znizenu
hustotu ciev a potladeny rast implantovanych nadorovych buniek inzulindmu. Analyza génove;j
expresie nadorovych buniek u tychto mysi ukazala znizeni expresiu VEGF-A. U Shb mutantov
bola znizena frekvencia vyskytu nadorov kvoli chronicky potlacenej angiogenéze, v pripade, ze
Slo o angiogenézu zavislu na VEGF-A. V pripade angiogenézy nezéavislej na VEGF-A bola
zaznamenana zvySend frekvencia nddorov u Shb mutantov, ¢o poukazuje na heterogénny
mechanizmus vzniku nadorov. AvSak nebol pozorovany rozdiel v miere proliferacie a apoptozy
pri porovnani Shb mutantov a kontrol. Rovnako nebol zisteny rozdiel v invazivite nadoru.
(Akerblom et al., 2012).

Knockdown SHB vbunkach angiosarkému viedol kzvysSeniu citlivosti voci
angiogénnemu inhibitoru honokiolu a nasledne k potlaceniu rastu nadoru (Funa et al., 2008).
Dalej boli testované bunky plicneho karcinému a fibrosarkomu. V oboch pripadoch bola
pozorovana vyrazne nizSia miera rastu nadorov u mysi s knockoutom génu SHB, pri¢om nadory
vykazovali abnormadlne Struktiry buniek endotelu. Uz strata jednej alely génu SHB viedla
k zniZzenej vaskularizacii nadoru a potladeniu jeho rastu (Funa et al., 2009). Vo vzorkach
karcindmu prostaty bola zistena nizSia expresia SHB v porovnani s BPH vzorkami, pri¢om pri
rozdeleni karcindému na lokalizované a lokalne pokrocilé stadium bol pozorovany trend smerom
k nizSej expresii unalezov s lokdlne pokrocilym S$tadiom. Tento trend vSak nebol Statisticky
vyznamny (Schmidt et al., 2012). To je v sulade so Stadiou, ktora skimala zvySeni expresiu
v prostatickych nadorovych bunkach linie PC3, kde bola popisana spojitost’ so zvySenou mierou
apoptdzy a potlac¢enym rastom nadorovych buniek (Davoodpour et al., 2007).

Mechanizmus, akym SHB reguluje apoptozu, je stile nejasny. Na zaklade interakcii
homologneho proteinu SHD (Src homology 2 domain containing transforming protein D) sa
predpokladéa, ze SHB viaze c-Abl. Nereceptorova tyrozinkinaza c-Abl patri do skupiny kindz,
ktoré su zodpovedné za kontrolu apoptozy (Kharbanda et al., 1995; Sun et al., 2000). c-Abl sa

viaze k SH2 doméne proteinu SHB a tato interakcia ma za nasledok konformaéni zmenu, ktora
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aktivuje kinazu c-Abl kinazu (Hantschel et al., 2004). Aktivacia je spojena s fosforylaciou
tyrozinovych zvyskov (Brasher et al., 2000) abola zaznamenand za urCitych stresovych
podmienok, kedy sa bunkovy cyklus zastavil a spustila sa apoptdza (Kharbanda et al., 1995; Sun
et al., 2000). Aktivovana c-Abl d’alej aktivuje MAP-kinazy: JNK (c-Jun N-terminal kinase; c-Jun
N-koncova kindza) ap38, ¢o vedie k zastaveniu bunkového cyklu a diferencidcie buniek

a k apoptoze. (Barilla et al., 2000).

3.3.3 Gén OCT3

Gén OCT3 (organic cation transporter 3; transportér 3 katidnov organickych zlicenin)
tiez znamy ako SLC22A3 (solute carrier family 22 member 3) koéduje extraneuronalny proteinovy
transportér monoaminu. Patri do skupiny polySpecifickych organickych katidnovych
transportérov, ktoré st zodpovedné za prenos réznych typov malych organickych kationov

(Gruendemann et al., 1998).

3.3.3.1 Struktira a funkcie OCT3

Lokus génu OCT3 sa nachadza na chromozéme 6q25.3.M4 dizku 106 kb a obsahuje 11
exonov (Wieland et al., 2000). Prvykrat bol detekovany v placentarnom tkanive potkanov a jeho
expresia bola nasledne zistena u d’alich tkaniv (Kekuda et al., 1998). Protein kdodovany tymto
génom patri medzi membranové transportné proteiny. Je jednym z troch transportnych proteinov
(OCT1, OCT2, OCT3) kodovanych génmi na chromozome 6, ktoré tvoria klaster. Gény maja
rovnakl exon-intrénova Struktiru a vel’kost’ exonov. Ich exprimécia v jednotlivych tkanivach sa
v$ak 1i8i. OCT3 je zloZeny z 12 transmembranovych domén, pricom jedna extracelularna slucka
sa nachadza medzi 1. a 2. doménou, a jedna intraceluldrna slucka je medzi 6. a 7. doménou. N-
koniec aj C-koniec st lokalizované intracelularne. Protein ma 556 aminokyselin. Je exprimovany
hlavne v tkanive placenty, kostrovych svalov, prostaty, pecene, obli¢iek, slinnych Zliaz,
a v mozgu (Gruendemann et al., 1998, Verhaagh et al., 1999).

Hlavnou funkciou OCT3, arovnako aj OCT1 a OCT2, je prijem a transport kationov

organickych zlucenin alebo kationov lieCiv. Ide najmid o endogénne aexogénne zliceniny
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aminov a xenobiotika ako: neurotoxin 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP"), tetraetylaménium,

agmantin, cimetidin, prazosin, metformin, dopamin, a norepinefrin (Nies et al., 2011). OCT3 je
exprimovany v glidlnych bunkdach mozgového tkaniva, kde je zodpovedny za prijem
katecholaminov a katiénov z neurotoxickych organickych zluc¢enin. Katecholaminy st prijimané
z extracelularneho priestoru OCT3 Struktirami v plazmatickej membrane buniek, ktoré patria do
sympatického nervového systému akymi su bunky hladkého svalstva, srdcového svalstva
a zlazové bunky. Pri prijme katecholaminov prostrednictvom OCT3 nie je nutnd tvorba
sodikového gradientu. U mysi, ktorym chybal OCT3, boli zaznamenané zmeny v neurotransmisii
a zvysena citlivost’ na psychostimula¢né latky (Vialou et al., 2008). OCT3 sa takisto podiel'a na
prijme katecholaminov a inych katiénov bunkami pecene a obliciek (Graefe et al., 1998).

Celd skupina transportérov kationov organickych zlucenin je schopna kationy len
prijimat’. Pri vydaji je nutnd ,,spolupraca® s inymi transportérmi, ktorych funkciou je vydaj latok.
Vicsinou ide o ABC proteiny. V placentarnom tkanive, v trofoblastoch, je OCT3 zodpovedny za
prijem latok z krvného obehu plodu. Presny mechanizmus nie je zndmy (Ahmadimoghaddam et
al., 2012).

Délezitou funkciou OCT3 je prijem kationov farmakologickych zlucenin. Ide najmi

o chemoterapeutické lieCiva, akym je napr. cisplatina alebo oxaliplatina (Zhang et al., 2006).

3.3.3.2 OCT3 v spojeni s nadorovymi ochoreniami

Expresiou génu OCT3 v nadorovych tkanivach sa zaoberd pomerne malo Studii, presny
mechanizmus posobenia OCT3 v nadorovych bunkdch zostdva nejasny. Kedze gén OCT3
reguluje prijem farmakologickych zlacenin do bunky, jeho zvySena expresia je spdjana s vySSou
efektivitou liecby u pacientov s nddorovym ochorenim. ZvySend expresia bola zaznamenana
u vzoriek kolorektalneho karcindmu, kde v porovnani so zdravym tkanivom bola hodnota
expresie 9-krat vyssia, pricom akumulacia oxaliplatiny bola tiez vyssSia. Miera expresie OCT3 tak
moze urCovat’ mieru citlivosti voci lieCbe oxaliplatinou (Yokoo et al., 2008). Vyssia expresia
tohto génu bola detekovana aj vo vzorkdch nadorov hlavy a krku. Pri porovnani so zdravym
tkanivom bola u nadorovych buniek, ktoré boli dobre diferencované, zistend vysSSia expresia.
Naopak u nadorov malo diferencovanych bola expresia OCT3 niZSia. Pri analyzach bunkovych

linii nadorov krku a hlavy bola miera expresie rozdielna. Zatial’¢o u linii HN13, Hep2 a HN12
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bola hodnota expresie vysSsia u linii HN4 a HN6 zostala nezmenena. Kontrolnou vzorkou bola
bunkova linia normalnych keratinocytov (Patel et al., 2013).

V dal$ej studii bola analyzovana expresia génu OCT3 u vzoriek hepatokarcinomov
a u bunkovych linii hepatokarcindmu. U bunkovych linii bola zistend nulova alebo len nepatrna
expresia OCT3. U vzoriek hepatokarcindmu v porovnani so zdravym tkanivom bola zistena
nizsia expresia. Nebola zistena ziadna suvislost’ so §tidiom ochorenia a prognozou (Heise et al,
2012).

U bunkovych linii karcindmu prostaty boli uskuto¢nené funk&né analyzy. Knockdown
OCT3 v linii LNCaP a supresia v liniich LHSAR a RWPE1 sposobili znizenie alebo Uplné
potlacenie proliferacie a znizenu zivotaschopnost’ nadorovych buniek (Grisanzio et al., 2012).
Taktiez bola zistena suvislost’ medzi expresiou OCT3 a hodnotou Gleason skore, kde nizsia
expresia génu bola asociovana so vzrokami s vyS$Sou hodnotou Gleasonovho skore. Expresia
uBPH bola vys$Sia neZz vo vzorkach karcindmu a klesala smerom k pokrocilej$Sim S$tadiam
(Tomlins et al., 2007).

Jednou zo zlucenin, ktoré prijma OCT3 do bunky je metformin. Ide o liek uzivany pri
liecbe diabetu typu II, avSak podl'a poslednych §tadii mé funkciu pri prevencii vzniku nadorov.
Metformin sa akumuluje v matrix mitochondrii, kde narGsa transpot elektronov, ¢o vedie
k redukcii syntézy ATP (El-Mir et al., 2000). Nasledne sa aktivuje AMPK (5'-adenosine
monophosphate-activated protein kinase; 5-adenozinmonofosfatom aktivovana protein kinaza),
ktora je spojena s redukciu signalnej drahy mTOR. Signalna draha mTOR reguluje rast buniek,
proliferaciu a metabolizmus. Zarovenl ma schopnost’ regulovat’ niektoré z molekularnych dréh,
ktoré st v pripade nadorového ochorenia casto deregulované (Inoki et al., 2002). Aktivaciou
AMPK sprostredkovanou metmorfinom je mozné inhibovat’ mTOR dréhu a tym padom potlacit’
proteinovi syntézu a bunkovt proliferaciu v pripade nadorového tkaniva (Riedmaier et al.,
2013). UZivanim metmorfinu bolo moZné zniZit' incidenciu karcindmu prostaty o 31 %

u pacientov s diabetom (Decensi et al., 2010).

31



4 Material a metody

Do studie bolo zaradenych 82 pacientov vo veku od 44 do 80 rokov, priemerny vek bol
64,4 roka. Vzorky boli odoberané na Urologickej klinike 2. FN Motol. Material bol ziskany zo
vzoriek pacientov, ktori podstipili biopsiu prostaty, kontrolovanl transrektalnou sonografiou
alebo zo vzoriek radikalnej prostatektomie. Pritomnost’ karcinomu a jeho biologicka Specifikacia
bola posudena histologickym vysetrenim vzorky. Pri potvrdeni nélezu karcindmu bol stanoveny
grading (Gleason skoére) a staging (TNM).

Vsetci pacienti podpisali informovany sthlas o poskytnuti vzoriek pre potreby Studie.

4.1 Odber vzoriek

Transrektalne kontrolovana biopsia prostaty bola prevedena pomocou transrektdlnej
ultrazvukovej sondy. Ked’ze karcindbm ma ¢asto nespecificku Struktaru, je okrem cielenej biopsie
uskuto¢neny aj segmentarny odber 6 az 12 vzoriek podla naliehavosti a klinického stavu
pacienta. Ziskané vzorky boli rozdelené na tri Casti: dve periférne a jednu strednt. Periférne boli
vydetrené na Ustave klinickej patologie FN Motol a 2. LF UK. Stredny segment bol ihned” po
odbere preneseny do roztoku RNAlater a takto uchovavany pri teplote - 20°C az do izolacie
mRNA.

Radikalna prostatektomia je kurativny vykon, pri ktorom dochadza ku kompletnému
odstraneniu prostaty. Po tomto zdkroku bola zo suspektného tkaniva odobrand vzorka a
prenesena do roztoku RNAlater. Vzorka bola zhodnotena histologicky a d’alej spracovavana
v pripade nélezu karcinomu alebo BPH.

Ako kontrolné vzorky sluzili odbery z benignych hyperpléazii prostaty. Tie boli ziskané
transuretralnou resekciou, transvezikalnou prostatektomiou alebo transrektalnou biopsiou. Boli
taktiez hodnoten¢ histologicky a d’alej uchovavané v roztoku RNAlater.

Subor vzoriek spolu s klinickymi tidajmi je v tabul’ke €. 3 a €. 4.
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Kod
pacienta

P1

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

P9

P10
P11
P12
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19
P20
P21
P22
P23
P24
P25
P26
P27
P28
P29
P30
P31
P32
P33
P34
P35
P36
P37
P38
P39
P40
P41

vek

63
65
45
67
75
53
63
63
64
54
74
58
71
59
60
61
71
62
64
64
58
58
69
69
71
71
70
70
76
48
54
71
74
80
80
80
74
69
69
62
62

TNM

2a

3a
2c

3a
2a
3a
2c
2b
2c
3b
2c

2c
3a
3a
3b
3b
2a
2a
2b
2b
2a
2a
2a
3a
2c
3a

2a
3b
2a

GS

3+3

3+4
3+3

3+3
3+3
3+3
4+3
5+4
3+4
3+4
3+3

3+3
4+3
4+3
4+5
4+5
3+3
3+3
3+4
3+4
3+4
3+4
3+3
3+4
3+3
5+4

3+3
3+4
3+3

hladina
PSA
8.17
2.65
2.70
0.79
14.30
8.22
3.52
49.90
9.20
7.20
454
6.30
32.00
5.20
34.00
8.49

7.29
11.00
11.00
13.15
13.15
4.64
4.64
18.60
18.60
1.82
1.82
6.30
5.50
417
4.95
6.05
2.85
1.00
2.85
6.05
5.00
5.00
12.35
12.35

diagnéza

BPH
BPH
CaP
BPH
CaP
CaP
BPH
BPH
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
BPH
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
BPH
CaP
CaP
CaP
BPH
BPH
BPH
BPH
BPH

terapia

Tabulka ¢. 3: Klinické udaje k vzorkam P1 — P41
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Kod vek TNM GS
pacienta
P42 80 3b 3+4
P43 71 3a 5+4
P44 63 3a 3+3
P45 61
P46 61
P47 60
P48 62
P49 52
P50 52
P51 60
P52 63 3a 3+3
P53 59 3a 3+3
P54 62
P55 63 2c 3+3
P56 44 3a 3+3
P57 62 2c 3+3
P58 68 3a 3+4
P59 72 2a 3+3
P60 76 2c 3+4
P61 59 2c 3+4
P62 57 2c 3+4
P63 61 3b 4+4
P64 63 3a 4+3
P65 72 1b 3+3
P66 72 1b 3+3
P67 65 2a 3+3
P68 59 2a 3+3
P69 58 2c 4+3
P70 56 2c 3+3
P71 64 2c 3+3
P72 64 2c 3+3
P73 68
P74 68
P75 77 3b 4+4
P76 77 3b 4+4
P77 59 3b 5+4
P78 59 3b 5+4
P79 62 2c 3+3
P80 62 2c 3+3
P81 62 3a 3+3
P82 56 3a 3+4

hladina
PSA
1.00
8.38
6.97
2.39
2.39
3.38
414
3.80
2.90
3.38
19.00
5.88
414
23.40
5.60
3.84
9.56
2.68
23.78
2.40
5.70
412
30.74
11.40
11.40
4.71
6.78
5.36
6.06
6.90
6.90
7.85
7.85
2.94
2.94
0.99
0.99
5.31
5.31
13.30
2.47

diagnéza

CaP
CaP
CaP
BPH
BPH
BPH
BPH
BPH
BPH
BPH
CaP
CaP
BPH
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
BPH
BPH
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP
CaP

terapia

RRP

TURP
TURP
TURP
RRP
RRP
TURP
RRP
RRP
RRP
RRP
RRP
RRP
RRP
RRP
RRP
RRP
RRP
RRP
RRP
RRP
RRP
RRP
RRP
RRP
TURP
TURP
RRP
RRP
RRP
RRP
RRP
RRP
RRP
RRP

Tabulka ¢. 4: Klinické udaje k vzorkam P42 — P82

BPH
CaP
GS
RRP
TNM
TURP

benigna hyperplazia prostaty
karcindm prostaty
Gleasonovo skore

radikalna prostatektomia
stupen karcinomu prostaty
transuretralna prostatektomia
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4.2 Izolacia mRNA

Na izoldciu mRNA boli pouzit¢ tkanivad ziskané biopsiou prostaty. MnoZstvo tkaniva

pouzitého z jednej vzorky bolo v rozmedzi 50 — 100 mg tkaniva. Toto mnozstvo bolo oddelené

skalpelom a zvySok bol zamrazeny a ulozeny k d’alSim izoldciam. K samotnej izolacii bola

pouzita suprava Oligotex Direct mRNA Midi/Maxi od firmy Qaigen.

Zaroven bola pripravena zmes lyza¢ného pufru OL1 a B-ME v pomere 1 ml OL1 : 30 p B-

ME.
b)

d)

g)

h)

K odobranému mnozstvu tkaniva bolo pridanych 600 pl zmesi OL1 a B-ME. Takto
pripravend vzorka bola homogenizovand 40 sekiind pomocou rotorstatorového
homogenizatoru.

Vzniknutd zmes bola prepipetovana do 2 ml centrifugaénych skumaviek a nasledne
k nej bolo pridanych 1,2 ml ODB pufru. Nasledovala centrifugacia po dobu 4 min pri
rychlosti 13 000 rpm.

Supernatant bol opatrne prepipetovany do novej centrifugacnej skimavky a bolo
pridanych 110 pl Oligotex suspenzie. Tato suspenzia bola predtym nahriata na 37°C.
Zmes bola premiesand a ponechania 10 min pri izbovej teplote. V tomto kroku sa
poly-A konce mRNA naviazali na oligodT-ret’azce Oligotexu.

Nasledovala 6 min centrifugéacia pri rychlosti 13 000 rpm. Potom bol z centrifugacne;j
skimavky odstraneny supernatant a k peletu bolo pridanych 100 pl zmesi OL1 s -
ME. Nasledne bolo pridanych 400 ul pufru ODB.

Vzniknutd zmes bola zahrievana 3 min pri 70°C a potom 10 min ponechana pri
izbovej teplote.

V dalSom kroku nasledovala 6 min centrifugacia pri rychlosti 13 000 rpm.
Supertnatant bol odstraneny a k peletu bolo pridanych 350 ul pufru OW1. Zmes bola
premieSana na vortexe.

Nasledne bola zmes prepipetovana do koloniek s Oligotexom, ktoré su sucastou
stpravy. Kolonky sa nachadzajii v centrifugaénych skimavkach. Dal§im krokom bola

1 min centrifugécia pri rychlosti 13 000 rpm.
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1) Filtrat bol odstraneny a na kolonky so sedimentom bolo napipetovanych 350 pl OW2.
Pipetou bol sediment s OW2 pufrom jemne premieSany tak, aby nedoslo
k poskodeniu membrany.

j) Prebehla 1 min centrifugicia pri rychlosti 13 000 rpm, filtrat bol odstraneny a krok
s OW2 pufrom sa zopakoval.

k) Nakoniec sa na kolonku nanieslo 60 pl pufru OEB nahriateho na 70°C a nasledovala
centrifugacia po dobu 1 min pri rychlosti 13 000 rpm. V tomto kroku doslo k vymytiu
mRNA z Oligotexu.

1) Krok s pufrom OEB sa zopakoval, kvoli zaisteniu vysSieho vytazku.

m) Zo vzniknutého supernatantu bolo do mikroskimavky odobranych, ako alikvot, 50 ul.

Takto izolovand mRNA bola zamrazena pri teplote -70°C.

43 RT-PCR

RT-PCR, teda reverzna PCR je modifikaciou klasickej PCR. Izolovanda mRNA je
prevedena na cDNA pomocou reverznej transkriptazy. Potom je zahéajena klasicka PCR s dvomi
Specifickymi primermi. Vysledny pocet kopii je 2"-1, kde n oznacuje pocet cyklov. Vyhodou
tejto techniky je citliva detekcia vel'mi nizkych mnozstviev DNA, pricom sa pouziva izolovana
mRNA. Pri RT-PCR reakcii bol pouzity kit Qiagen OneStep RT-PCR od firmy Qiagen.

Komponenty kitu st uvedené v tabul’ke €. 5.

Komponenty kitu:

Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix
(zmes obsahovala reverznu transkriptazu
a HotStar Tag polymerazu)

Qiagen OneStep RT-PCR pufor, 5x

Mix dNTP

Voda Rnase-free

Q-solution

Tabulka €. 5: Komponenty kitu, pouzivaného pri namieSani mastermix zmesi.
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Z uvedenych komponentov bol namieSany mastermix pre jednotlivé kandidatne gény. Pri

pipetovani boli pouzivané pipety CAPP AUTOCLAVABLE, objem 0,5-10 pl a 10-100 pl; firma

CAPP. Pomery jednotlivych zlozie st uvedené v tabul’kach €. 6, 7, 8, 9:

GAD

Komponenta Objem (pre 10 reakcii)
Templat mMRNA 10 ul

Mix dNTP 4 ul

Primer 1 1yl

Primer 2 1yl

Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix 4 ul

Qiagen OneStep RT-PCR Pufor, 5x 20 ul

Voda Rnase free 60 ul

Tabulka €. 6: Zlozky mastermix zmesi pre GAD

SHB

Komponenta Objem (pre 10 reakcii)
Templat mMRNA 10 ul

Mix dNTP 4 ul

Primer 1 0,6 pl

Primer 2 0,6 pl

Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix 4 ul

Qiagen OneStep RT-PCR Pufor, 5x 20 ul

Voda Rnase free 60 ul

Tabulka €. 7: Zlozky mastermix zmesi pre SHB

VCL

Komponenta Objem (pre 10 reakcii)
Templat mMRNA 10 ul

Mix dNTP 4 ul

Primer 1 1yl

Primer 2 1yl

Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix 4 ul

Qiagen OneStep RT-PCR Pufor, 5x 20 ul

Voda Rnase free 60 ul

Tabulka €. 8: Zlozky mastermix zmesi pre VCL

OCT3

Komponenta Objem (pre 10 reakcii)
Templat mMRNA 10 l

Mix dNTP 4 pl

Primer 1 1ul

Primer 2 1ul

Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix 4 ul

Qiagen OneStep RT-PCR Pufor, 5x 20 ul

Voda Rnase free 60 ul

Tabulka €. 9: Zlozky mastermix zmesi pre OCT 3
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Ako templat mRNA bol pouzita izolovana mRNA ziskana zo vzoriek biopsii pacientov.
Primery pre amplifikdciu jednotlivych génov boli prevzaté z literarnych zdrojov. Sekvencie

primerov st uvedené v tabulke €. 10.

Lokus Kéd primeru Sekvencie primeru

GAD GAPD2-R TGTGGTCATGAGTCCTTCCA
GAPD2-L CGAGATCCCTCCAAAATCAA

SHB shb200-R GGTAGCTTTCTGGTGGTGTA
shb200-L GACTCTGCAAGGAGTGTAGC

VCL VCL2R GAATAAGTGCCCGCTTGGTA
VCL2F CTTTCCCCTCTGACATGGAA

OCT3 OCT32r GGAAGATCACAAACACAGGGAAGT
OCT32f CAGCAGACAGGTATGGCAGG

Tabul’ka ¢. 10: Sekvencie primerov analyzovanych génov

Na prevedenie reakcii RT-PCR bol pouzity termocykler TGradient od firmy
BIOMETRA. Prebehlo 35 cyklov reakcie, annealingovd teplota bola uréend na zaklade
dostupnych literarnych zdrojov a gradientovej RT-PCR a je uvedend v tabulke ¢. 12. Popis
jednotlivych krokov je uvedeny v tabulke ¢. 11. Jednotlivé kroky RT-PCR boli rovnaké pre

vSetky analyzované gény, liSila sa len annealingova teplota. Kroky 3. — 5. sa cyklicky opakovali.
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poradie . teplota |c¢as

kroku |POPis kroku ¢C) | (min)
reverzna transkripcia

1 - za pritomnosti reverznej transkriptdzy dochadza k prepisu mRNA na 50 30
cDNA
aktivacia HotStarTaq DNA polymeraz

2 K elb/ U 95 15

- zahajenie standardnej PCR, inaktivacia reverznej transkriptazy

denaturacia
3. 90 1
- rozpletenie DNA retazca na samostatné retazce

annealing podla
4 S : : ; . - ; analyzov | 4
: - pripojenie primerov, annealingova teplota je ur€enana zaklade teploty aného
topenia primerov génu
elongacia
5. 72 1

- k 3" - konci primeru naviazana polymeraza syntetizuje pomocou
volnych dNTP novy komplementarny retazec

konec¢na elongacia

- dokonc&enie polymerizacie

Tabulka ¢. 11: Popis krokov RT-PCR

kéd génu annealingova teplota (°C)
GAPDH 65
SHB 55
VCL 61
OCT3 61

Tabulka ¢. 12: Annealingové teploty analyzovanych génov

4.4 Detekcia fragmentov cDNA

Fragmenty cDNA po RT-PCR boli detekované gélovou elektroforézou. Metdda vyuziva
schopnost’ nabitych Castic pohybovat sa v elektrickom poli. Rychlost’ pohybu castic je zavisla na
vel'kosti naboja a velkosti molekuly. Molekuly DNA sa pohybuju v smere od zaporne nabitej

elektrode ku kladne nabitej elektrdde.
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V tejto praci bol ako médium pouzity 2 % agardzovy gél. Agardzové gély su dostatocne
pevné, 'ahko sa s nimi manipuluje a su vhodné pre separaciu molekul DNA do velkosti 20 kbp.
Gél bol pripraveny z2,4 g agardézy a 120 ml pufru 1x TBE. Pufor 1x TBE vznikol
desatnasobnym zriedenim pufru 10x TBE. Do este horuceho gélu bolo pridanych 12,5 ul farbiva
GelRed od firmy Biotinum. Nésledne bol naliaty do formy. Po stuhnuti boli na gél napipetované
jednotlivé vzorky ¢cDNA v objeme 10 ul. Ku kazdej vzorke bolo pridanych 2,5 pul nanasacieho
pufru 5 x TD. Fragmenty putovali gélom 30 min pri napiti 130 V. Zlozenie pufrom 10x TBE
a 5x TD je uvdené v tabulkéch €. 13 a 14.

Zlozenie pufru 10xTBE Zlozenie pufru 5x TD
TRIS-baza 108 g 20% Ficoll 400
Kyselina borita 55¢g 25 mM EDTA (pH 8.0)
0,5MEDTA 40 ml 0,05% bromfenolova modra
(pH 8.0)
Tabula €. 13: ZloZenie pufru 10x TBE Tabulka €. 14: ZloZenie pufru 5x TD

Vysledky boli spracované pomocou vizualizacného pristroja MiniBIS PRO od firmy Bio-
Imaging Systems. Opticka hustota bola merané na denzitometri Kodak Digital Science ID od firmy
Kodak Rochester.

Ako referencny gén pre vypocet relativnej expresie jednotlivych génov bol vybrany gén
GAD (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza). Ide o
prevadzkovy gén, ktorého produkt je dblezitym enzymom v metabolizme uhl'ohydratov. Relativna

expresia jednotlivych génov v jednotlivych vzorkach bola vyjadrend vztahom:

opticka hustota pruzku daného génu u vzorky P
opticka hustota pruzku GAD u vzorky P

P oznacuje analyzované vzorky P1 — P82, pricom pre kazdu vzorku boli jednotlivo

vypocitané hodnoty relativnej expresie pre SHB, VCL a OCT3.
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4.5 Statistické metédy vyhodnocovania vysledkov

K Statistickému vyhodnoteniu merani bol pouzity program STATISTICA (verzia 8.0, StatSoft, Inc.,
Oklahoma).

1. Vkazdom skiimanom vybere ( hodnoty relativnej expresie jednotlivych génov, hodnoty
PSA) boli vylucené tzv. extrémne hodnoty, teda hodnoty vzdialené¢ od priemeru, ktoré¢ mohli
vzniknat ndhodnou chybou.

2. U takto vybraného stiboru dat bolo overené normalne rozlozenie a to vypoctom Sikmosti
a Spicatosti. Bolo vypocitané, ktoré¢ data lezia v medziach blizkych nule a su dostato¢ne malé,
aby mohli byt povazované za nulovo Sikmé a nulovo Spicaté. Teda také, aby boli v ramci
rozlozenia Gausovej krivky.

3. Vpripade, ze data boli v normalnom rozlozeni bol pouzity neparovy t-test. Hladina
vyznamnosti bola uréend ako a = 0,05 = 5% a bola vypocitana hodnota pravdepodobnosti p,
pri ktorej eSte moézme zamietnut' nulovu hypotézu. Hodnota p bola porovnana s hladinou
vyznamnosti o, pri¢om plati:

Ak p < a — nulova hypotéza bola zamietnuta
Ak p > a — nulova hypotéza bola prijata

4. Nasledne boli hodnoty rozdelené na kontrolné vzorky, kde patrili vzorky diagnostikované
ako BPH, ana vzorky karcinomu prostaty. Pre jednotlivé gény boli vypocitané priemery
hodnoét relativnej expresie pre vzorky karcindmu a pre vzorky BPH. Pre zistenie, ¢i sa
hodnoty relativnej expresie vo vzorkach karcindému a v kontrolnych vzorkadch BPH lisia, bola
formulovana nulova hypotéza Hy a alternativna hypotéza H;:

Hyp: Medzi relativnou expresiou génu u pacientov s karcinomom a u pacientov s BPH nie je
Statisticky vyznamny rozdiel
H;: Medzi relativnou expresiou génu u pacientov s karcindbmom a u pacientov s BPH je

Statisticky vyznamny rozdiel
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5.

6.

Boli porovnané hodnoty relativnej expresie jednotlivych génov v roéznych klinickych
stadiach karcinomu podl'a klasifikacie TNM. Pre kazdy gén bola pouzitd jednofaktorova
analyza rozptylu ANOVA. Vzorky boli rozdelené¢ do suborov podla klinického Stadia
a relativne expresie génov porovnané medzi sebou. Boli formulované hypotézy:

Ho: Priemernd relativna expresia daného génu sa medzi jednotlivymi Staddiami T Statisticky
vyznamne nelisi

H;: Priemerna relativna expresia daného génu sa medzi jednotlivymi Stadiami T Statisticky
vyznamne liSi

Levenovym testom bola zistovana zhodnost’ rozptylov. V pripade, Ze nebol medzi
hodnotami jednotlivych $tadii rovnaky rozptyl, bola ANOVA nahradend neparametrickou
metodou — Kruskal-Wallisovym testom. Tento test sa vyuziva v pripade, ze mame viac nez 2
testované vybery dat, ktoré nie st na sebe zavislé.

Hladina vyznamnosti bola urcend ako o = 0,05 = 5% abola vypocitand hodnota p
a porovnana s hladinou vyznamnosti.

Nasledovalo porovnanie hodnot relativnych expresii udanych génov s jednotlivymi
hodnotami Gleasonovho skoére. Pri tomto porovnani bola pouzita ANOVA. Boli formulované
hypotézy:

Hp: Priemernd relativna expresia daného génu sa medzi jednotlivymi hodnotami
Gleasonovho skore Statisticky vyznamne nelisi.

H;: Priemernd relativna expresia daného génu sa medzi jednotlivymi hodnotami
Gleasonovho skore Statisticky vyznamne liSi.

V pripade, Ze bola zamietnuta nulova hypotéza, bol pouzity LSD test. Tento test urc¢il, medzi
ktorymi konkrétnymi hodnotami Gleasomovho skére sa hodnoty relativnej expresie
Statisticky vyznamne liSia.

Hladina vyznamnosti bola uréend ako o = 0,05 = 5% abola vypocitana hodnota p

a porovnana s hladinou vyznamnosti.
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7. Poslednou analyzou bolo urcenie linedrneho vzt'ahu medzi relativnou expresiou daného génu
a sérovou hladinou PSA a d’alej medzi relativnou expresiou daného génu a veku pacienta.
Metodou bolo urcenie Pearsonovho korelaéného koeficientu (r) a vyznamnosti linearnej
korelacie podla hladiny vyznamnosti a = 0,05 = 5%. Pearsonov korela¢ny koeficient meria
silu Statistickej zavislosti medzi dvoma kvantitativnymi premennymi. Kladna hodnota
znamena, ze obe premenné zaroven rastl alebo klesaju. Zaporna hodnota znamena, Ze jedna
premennd klesd adruha stupa, alebo opacne. Absolutna hodnota je interpretovana
nasledovne:

0,1 — 0,3 korelacia slaba
0,4 — 0,6 korelacia stredna
0,7 — 0,8 korelacia silna

nad 0,9 korelacia vel'mi silna
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5 Vysledky

V ramci stborov skimanych dat: relativna expresia jednotlivych génov a sérova hladina
PSA, nebola njdena Ziadna odl'ahld hodnota. Nasledne sa vypoctom Sikmosti a Spicatosti potvrdilo

normalne rozloZenie dat. Data boli nasledne podrobené d’al§im analyzam.

5.1 Gén VCL

5.1.3 Relativna expresia génu VCL v nadorovom a hyperplazickom tkanive

Expresia bola stanovena pomocou RT-PCR. Jej hodnota bola priemerom troch merani a bola
nasledne porovnavana s mierou relativnej expresie génu GAD. Po vyluceni extrémnych hodnot bolo
do vypoctov zaradenych 21 vzorieck BPH a 60 vzoriek karcindbmu prostaty. Priemernda hodnota
relativnej expresie u karcinomu prostaty bola i = 0,503 + 0,303, u kontrolnych vzoriek 7 = 0,643 +
0,422. Ked’ze hodnota p = 0,105 bola vyssia ako hladina vyznamnosti a, bola vylucena alternativna
hypotéza v prospech nulovej hypotézy, teda hodnota relativnej expresie VCL u karcindmu prostaty
nebola vyznamne odlisSnd od kontrolnych vzoriek. Hodnoty st uvedené v tabulke ¢. 15

a znazornenie v grafe ¢. 3. Vizualizéacia expresie génu je na obr. €. 7.

priemerna priemerna [Standardna [Standardna pocet pocet
hodnota u hodnota u [odchylka u [odchylka u vzoriek [vzoriek hladina p
BPH karcinomu |BPH karcinomu BPH karcinomu
relativna expresiaj, 5, 0,503 0,422 0,303 21 60 0,105
génu VCL

Tabul’ka €. 15: Hodnoty relativnej expresie u VCL
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Obr. €. 7: Vizualizécia expresie génu VCL v 2% agar6zovom géle (pod jednotlivymi pruzkami je

kod analyzovanej vzorky)
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Graf €. 3: Porovnanie relativnej expresie génu VCL u karcindému a BPH
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5.1.4 Porovnanie relativnej expresie VCL v roznych Stadiach karcinomu

Boli porovnané hodnoty relativnej expresie VCL v ramci jednotlivych $tadii karcindému
podla klasifikacie TNM. 60 vzoriek karcindmu bolo rozdelenych do prisluSnych klinickych §tadii
a vzajomne porovnanych. Hodnota p = 0,916, ¢ize vyssia nez 0,05. U génu VCL teda nebol zisteny
vyznamny rozdiel medzi jednotlivymi klinickymi $tadiami karcindmu prostaty. Bola teda opét
zamietnuta alternativna hypotéza v prospech nulovej hypotézy. Hodnoty relativnej expresie su

uvedené v tabul’ke €. 16. a znazornené v grafe €. 4.

stadium T re’Iatl'vna expresia poégt vzgr!elf étand'ardné
génu VCL daného Stadia odchylka u VCL
2 0,497 12 0,328
3 0,537 16 0,270
2c 0,512 17 0,262
2b 0,329 3 0,253
3b 0,517 10 0,444
1b 0,382 2 0,056

Tabulka ¢. 16: Hodnoty relativnej expresie v roznych Stadiach karcinomu
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Graf ¢. 4: Porovnanie relativnej expresie génu VCL v ramci klinickych Stadii
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5.1.5 Korelacia relativnej expresie génu VCL s vekom, Gleasonovym skore a
hladinou PSA

Relativna expresia bola porovnand s dajmi o veku, kde nebola zistend vyznamna korelacia
(p = 0,438 > 0,05). Graf ¢. 5 znazornuje koreladciu medzi relativnou expresiou VCL a vekom.
Rovnako v pripade korelacie s hladinou PSA nebola zistena Statisticky vyznamna spojitost’ (p =
0,426 > 0,05). Korelacia je znazornend v grafe ¢. 6. Pri porovnani hodndt relativnej expresie
s Gleasonovym skore nebol zisteny Statisticky vyznamny rozdiel, nakol'’ko hodnota p = 0,335 bola

vyssia nez 0,05. Porovnanie je znazornené v grafe ¢. 7, hodnoty su v tabulke ¢. 17.

Gleasonovo relativna expresia pocet vzoriek daného |Standardna odchylka
skore génu VCL Stadia u VCL
6 0,505 30 0,275
7 0,515 20 0,273
8 0,206 3 0,180
9 0,587 7 0,489

Tabul’ka ¢. 17: Hodnoty relativnej expresie voc¢i Gleason skore
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Graf ¢. 5: Korelacia medzi vekom pacientov a relativnou expresiou génu VCL (r = -0,087)
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Graf €. 6: Korelacia medzi hladinou PSA a relativnou expresiou génu VCL (r = 0,093)
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Graf ¢. 7: Porovnanie relativnej expresie génu VCL medzi jednotlivymi hodnotami Gleasonovho
skore



5.2 Gén SHB

5.2.3 Relativna expresia génu SHB v nadorovom a hyperplazickom tkanive

Expresia bola stanovena ako priemer troch merani a porovnand s hodnotami GAD. Do

vypoctov bolo zaradenych 59 vzoriek karcinomu a 22 kontrolnych vzoriek. V pripade génu SHB bol

zisteny Statisticky vyznamny rozdiel medzi expresiou u karcinomov a expresiou u BPH, kedy

relativna expresia bola vyrazne niz$ia u karcindmu prostaty. Hodnota p = 0,0 < 0,05, nulova

hypotéza bola zamietnuta. Priemerna hodnota relativnej expresie u BPH bola 7 = 1,004 zatial'¢o

u karcindbmu T = 0,355. Hodnoty st uvedené v tabul’ke ¢. 18, grafické znazornenie je v grafe ¢. 8.

Vizualizacia expresie génu je na obr. €. 8.

priemerna priemerna |Standardna |Standardna pocet pocet
hodnota u hodnota u |odchylka u [odchylka u vzoriek [vzoriek hladina p
BPH karcinomu |BPH karcinému BPH karcindmu
relativna expresia|; 4 0,355 0,500 0,173 22 59 0,000
génu SHB
Tabulka ¢. 18: Porovnanie relativnej expresie u karcindbmu a BPH
bp
E .
——100
P34 P35 P36 P37 P38 P39 P40 P41 P42 P43 P44 P45 P46 P47

Obr. ¢. 8: Vizualizéacia expresie génu SHB v agar6zovom géle (pod jednotlivymi prizkami je kod
analyzovanej vzorky)
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Graf ¢. 8: Porovnanie relativnej expresie génu SHB u karcindému a BPH

5.2.4 Porovnanie relativnej expresie SHB v roznych Stadiach karcinomu

59 vzoriek karcindbmu bolo rozdelenych podla klinického S$tddia TNM klasifikacie
a vzdjomne porovnanych. Nulovd hypotéza nebola zamietnutd, nenaSiel sa Statisticky vyznamny
rozdiel v hodnote relativnej expresie v ramci jednotlivych klinickych stadii. Hodnota p = 0,581 >
0,05, teda bola potvrdena nulova hypotéza. V tychto vypoctoch bol aplikovany Kruskal-Wallisov

test, nakol’ko rozptyly medzi jednotlivymi $tddiami neboli rovnaké. Vysledky znazortiuje graf €. 9.
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Graf ¢. 9: Porovnanie relativnej expresie génu SHB v ramci klinickych stadii

5.2.5 Korelacia relativnej expresie génu SHB s vekom, Gleasonovym skore
a hladinou PSA

Pri zistovani linedrneho vzt'ahu medzi relativnou expresiou génu a vekom, nebola najdena
vyznamna korelacia (p = 0,447 > 0,05). Rovnako nebola zistend vyznamna koreldcia medzi
relativnou expresiou a hladinou PSA (p = 0,093 > 0,05). Korelacie su znazornené v grafoch ¢. 10
ac. 11.

Pri porovani relativnej expresie génu SHB s Gleasonovym skore, bol zisteny vyznamny
rozdiel, teda bola zamietnuta nulova hypotéza v prospech alternativnej. Hodnota p = 0,007 < 0,05.

Nasledne bol pouzity LSD test, ktory ur¢il, medzi ktorymi hodnotami Gleasonovho skére je
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vyznamny rozdiel. To bolo zistené medzi hodnotami skére 6 a 7, 7 a 8 a medzi skore 7 a 9. Hodnoty

st znazornené v tabul’ke ¢. 19 a v grafe €. 12.

Gleasonovo relativna expresia pocet vzoriek daného |Standardna odchylka
skore génu SHB Stadia u SHB
6 0,330 30 0,159
7 0,452 19 0,172
8 0,175 3 0,129
9 0,272 7 0,131

Tabulka ¢. 19: Hodnoty relativnej expresie SHB voci Gleasonovmu skore
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Graf ¢. 10: Korelacia medzi vekom pacientov a relativnou expresiou génu SHB (r = 0,087)
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Graf ¢. 11: Korelacia medzi hladinou PSA a relativnou expresiou génu SHB (r = 0,093)
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Graf ¢. 12: Porovnanie relativnej expresie génu SHB medzi jednotlivymi hodnotami Gleasonovho
skore



5.3 Gén OCT3

5.3.3 Relativna expresia génu OCT3 v nadorovom a hyperplazickom tkanive

Do porovnania relativnej expresie génu OCT3 bolo zahrnutych 58 vzoriek karcindému a 18

kontrolnych vzoriek BPH. Bol zisteny Statisticky vyznamny rozdiel medzi tymito dvoma skupinami,

pricom u karcindbmu bola detekovana nizs$ia miera expresie. Hodnota relativnej expresie u vzoriek

karcinomu bola & = 1,032 zatial'¢o u BPH T = 1,359. Hodnota p = 0,002 < 0,05, nulova hypotéza

bola zamietnutd. Vysledné hodnoty st v tabulke ¢.20, grafick¢é znazornenie je v grafe ¢. 13.

Vizualizacia expresie génu je na obr. ¢. 9.

priemerna priemerna [Standardna [Standardna pocet pocet
hodnota u hodnota u [odchylka u |odchylka u vzoriek [vzoriek hladina p
BPH karcinomu |BPH karcindbmu BPH karcinébmu
relativna expresial ; ;59 1,032 0,424 0,380 18 58 0,002
génu OCT3
Tabul’ka €. 20: Porovnanie relativnej expresie u karcinomu a OCT3
bp
-,_400
— —300

P35 P37 P38 P39 P40 P41 P42 P43 P44 P45 P46 P47 P48 P49

Obr. €. 9: Vizualizacia expresie génu OCT3 v agarézovom géle (pod jednotlivymi prazkami je kod
analyzovanej vzorky)
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Graf ¢. 13: Porovnanie relativnej expresie génu OCT3 u karcindému a BPH

5.3.4 Porovnanie relativnej expresie OCT3 v roznych Stadiach karcinomu

Do tejto analyzy boli zahrnuté hodnoty 58 vzoriek karcindmu. Pri porovnavani hodnot
relativnej expresie v ramci jednotlivych klinickych $tadii nebol zisteny Statisticky vyznamny rozdiel.
Bola prijatd nulova hypotéza, hodnota p = 0,730 > 0,05. Hodnoty st v tabulke ¢. 21. a grafické

znazornenie v grafe ¢. 14.

stadium T re'lativna expresia poée’t vz9riel.( Standardna odchylka
génu OCT3 daného Stadia u OCT3
2 1,127 12 0,413
3 0,929 15 0,398
2c 1,085 17 0,313
2b 1,120 2 0,537
3b 0,964 10 0,458
1b 1,044 2 0,153

Tabul’ka ¢. 21: Hodnoty relativnej expresie u roznych §tadii karcinomu
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Graf ¢. 14: Porovnanie relativnej expresie génu OCT3 v ramci klinickych stadii

5.3.5 Korelacia relativnej expresie génu OCT3 s vekom, Gleasonovym skore
a hladinou PSA

Pri posudzovani hodn6t relativnej expresie vo¢i Gleasonovmu skore nebol zisteny Statisticky
vyznamny rozdiel. Bola zamietnuté alternativna hypotéza v prospech nulovej. Hodnota p = 0,093 >
0,05. Jednotlivé hodnoty st uvedené v tabul'ke €. 22 a zndzornené v grafe ¢. 15.

Pri tomto géne bola zistena Statisticky vyznamna linedrna korelacia s vekom, kedy so
stupajucim vekom klesala hodnota relativnej expresie OCT3. Hodnota p = 0,014 < 0,05. Hodnota r
= - 0,280, iSlo teda o slabu korelaciu. Linedrna koreldcia je znazornena v grafe ¢. 16. Naopak,
Statisticky vyznamna korelacia nebola zistena medzi relativnou expresiou génu OCT3 a hladinou

PSA, kde hodnota p = 0,524 > 0,05. Znazornenie je v grafe ¢. 17.

56



Gleasonovo
skore

relativna expresia
génu OCT 3/4

pocet vzoriek daného
Stadia

Standardna odchylka
u OCT 3/4

6 1,055 30 0,356
7 1,130 18 0,278
8 0,612 3 0,469
9 0,865 7 0,563

Tabul’ka ¢. 22: Hodnoty relativnej expresie OCT3 voci Gleasonovmu skore
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Graf ¢. 15: Korelacia relativnej expresie génu OCT3 medzi jednotlivymi hodnotami Gleasonovho
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Graf ¢. 16: Zavislost medzi vekom pacientov a relativnou expresiou génu OCT3 (r =-0,281)
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Graf ¢. 17: Zavislost medzi hladinou PSA a relativnou expresiou génu OCT3 (r = 0,077)



6 Diskusia

Priciny vzniku karcindmu prostaty st stale nejasné atak nie je mozné zvolit' dostato¢nu
a spravnu prevenciu tohto ochorenia. Jedinou moznostou je skoré zachytenie vznikajuceho
ochorenia, kedy je uspesSnost’ liecby vysoka. V st€asnosti je velkd pozornost’ venovana Studidm
nadorovych markerov. Ide predovsetkym o analyzy expresie génov, ktoré su zapojené do procesov
vzniku a rozvoja karcindmu prostaty. Prave zmeny regulécie expresie génov a ich molekularnych
dréh st podstatou vzniku a proliferacie nadorovych buniek.

Analyzovanymi génmi v tejto diplomovej praci boli vybrané tri gény: VCL, SHB, OCTS3.
Vybér génov bol inSpirovany vyzkumnymi projektami Urologickej kliniky 2. LF UK. Ide o gény,
ktoré sa navzdjom liSia funkciou aich zmenenl expresiu je mozné detekovat’ u rdéznych typov
nadorovych tkaniv. Z 82 vzoriek prostatického tkaniva bola izolovana mRNA, ktora bola nasledne
prevedend do cDNA prostrednictvom RT-PCR. Na analyzy bola pouzita relativne dobre
purifikovand mRNA, nie celkovd RNA (vid'. kapitola Metody, s. X). Stanovend relativna expresia
génov u kazdej vzorky bola relativizovana na expresiu referenéného génu GAD.

Vinkulin je protein cytoskeletu. Je ddlezitou sucastou bunkovych spojeni ato konrétne
fokalnych bunkovych adhézii a medzibunkovych spojeni (Mierke et al., 2009). ZvySena expresia
tohto génu bola detekovana v prostatickych nadorovych bunkéch linie PC3, v ktorych bola zistena
zvySena schopnost’ migracie (Desai et al., 2008). Zvysena expresia VCL bola zistena vo vzorkach
tkaniva karcindmu prostaty, pricom v porovnani so vzorkami BPH bola expresia vyssia vo vzorkach
vinkulinu (Ruiz et al., 2011). Expresia VCL bola detekovana aj v pripade bunkovych nadorovych
linii karcinomu prostaty: PC3, LNCaP, P4E6. Tieto bunky mali zvySenu schopnost’ migréacie oproti
bunkam zdravého prostatického tkaniva (Lang et al., 2002). Naopak supresia VCL bola detekovana
aj unadorovych linii karcindému prostaty: LNCaP a VCaP. Ide o linie s vysokou schopnostou
zakladania metastéz.

V nasej Studii nebol zaznamenany Statisticky vyznamny rozdiel v expresii VCL medzi
vzorkami BPH a karcindmu prostaty. Expresia VCL bola nepatrne zvysena u vzoriek BPH. Rovnako
nebol zaznamenany vyznamny rozdiel vramci jednotlivych klinickych S§tadii. Ani v pripade
korelacii s vekom ahodnotou PSA nebola najdend Statisticky vyznamna zéavislost. MoZnym

vysvetlenim je pouzitie mRNA, ktord bola izolovand ztkaniva intaktnych solidnych nadorov
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prostaty nie z bunkovych linii. V bunkovych liniach je totiz vysSia pravdepodobnost’ pritomnosti
nadorovych buniek. Tkanivo solidnych naddorov nie je tvorené len nadorovymi liniami.

Stadii, ktoré priamo analyzuju expresiu VCL u karcindmu prostaty je malo a ich vysledky nie
st jednoznacéné. Jeho zvySend expresia moze suvisiet’ s tvorbou podozémov a invadopddii, ktoré st
nevyhnutné pre migraciu, a teda aj metastazovanie nadorovych buniek (Desai et al., 2008). Jeho
znizend expresia moze suvisiet’ s epitelidlno-mezenchymalnou transformaciou. Ide o proces, kedy
epitelidlne bunky stracaju schopnost’ bunkovej adhézie. Bunkové a medzibunkové spoje zanikaju
a bunky ziskavaju schopnost’ pohybu, stavaju sa znich mezenchymalne bunky. Dochadza teda
k znizeniu expresie proteinov cytoskeletu, vratane vinkulinu (Rei Chng et al., 2012).

Funkcia VCL ako mozného diagnostického markera je nejasnd. Budu potrebné dalSie
analyzy pre lepSie pochopenie funkcie VCL pri vzniku a progresii karcinomu prostaty.

Gén SHB je stcastou vnutrobunkovych signalnych dréh pri r6znorodych procesov v bunke
akymi su: proliferacia, diferenciacia, bunkova motilita a apoptoza (Welsh et al., 1998, Anneren et
al., 2003). Zmena v jeho expresii bola zaznamenana u niekol’kych typov nadorovych ochoreni
vratane karcindmu prostaty. Knockout génu SHB v bunkach plicneho karcinomu a fibrosarkomu
viedol k potlaceniu rastu nadorov. Taktiez boli pozorované abnormalne Struktiry buniek endotelu
(Funa et al., 2009). V pripade karcindmu prostaty, bola expresia SHB analyzovana v bunkovej
nadorovej linii PC3, kde zvySena miera expresie suvisela so znizenou mierou rastu nadorovych
buniek (Davoodpour et al., 2007). Analyza expresie SHB u vzoriek prostatického tkaniva popisuje
Studia, kde u karcindmu prostaty bola zistena nizsia expresia SHB v porovnani so vzorkami BPH.
Zaroven bola zaznamenand nizSia expresia SHB u pokrocilejSich foriem karcinomu, ktord nebola
Statisticky vyznamna (Schmidt et al., 2012). V nasej stadii bola potvrdena Statisticky vyznamne
nizsia expresia SHB u karcindbmu v porovnani s BPH. Pri porovnani jednotlivych klinickych stadii
vSak nebol najdeny vyznamny rozdiel v expresii SHB. Detekovali sme suvislost’ s relativnou
expresiou génu a hodnotou Gleasonovho skoére. Spomedzi vzoriek ohodnotenych Gleasonovym
skére 6 — 9 bola vysSia expresia SHB u vzoriek s hodnotou 7 anizSia hodnét 8 a 9. Rozdiel bol
Statisticky vyznamny. Vysvetlenie pozorovaného poklesu expresie v nadoroch s hodnotami
Gleasonovho skore 8 a9 je obtiazne apravdepodobne odrdza zvySent agresivitu menej
diferencovanych buniek, ktoré maju hodnotu Gleasonovho skore vysSiu. Objasnenie by mohli
priniest’ navézujuce cytologické a histologické vySetrenia. Naopak, nebola najdend ziadna Statisticky

vyznamna korelacia s vekom a s hladinou PSA.
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Gén SHB je jednym z regulatorov apoptdzy a jeho zniZena expresia je spojena s potlatenim
aktivacie proapoptotickych drah v bunkach, ¢o vedie k rastu nadorovych buniek (Anneren et al.,
2003, Hagerkvist et al., 2007). SHB sa d’alej podiel'a na regulacii angiogenézy. Doména SH2
interaguje s receptormi FGFR-1 a VEGFR-2 a tym aktivuje pfislusné rastové faktory (Holmquist,
2004). VEGFR-2 je receptorom VEGF-A, ktory sa podiela na regulacii angiogenézy. Pri Uplnej
inaktivacii SHB dochadza prostrednictvom angiogénnych inhibitorov k potlac¢eniu angiogenézy
(Funa et al., 2008). Tento fakt bol pozorovany len v pripade knockoutu génu SHB u mysi a nebolo
mozné ho v nasej §tadii overit’.

Na zéklade dostupnej literatiry auskutocnenych analyz, je pravdepodobné, Ze znizend
expresia SHB moéze mat suvislost’ s rozvojom karcindému prostaty. Su vSak nutné dalSie stadie na
vel'kych suboroch pacientov, ktoré by thto tedriu potvrdili.

OCT3 je gén, ktory koduje transportny protein zodpovedny za prijem kationov organickych
zlucenin do bunky. Jeho expresia mdze nepriamo ovplyviiovat molekuldrne drahy, ako napr. mTOR,
ktoré s Casto deregulované v pripade nadorovych ochoreni (Riedmaier et al., 2013). Expresiou
OCT3 u karcinomu prostaty sa zaoberalo niekolko Studii. Analyza, ktord sa zaoberala expresiou
OCT3 v nadorovej linii, zistila v pripade inaktivacie génu znizenl proliferaciu nddorovych buniek
(Grisanzio et al., 2012). Naopak, analyzy u vzoriek karcindbmov poukazali na znizenu expresiu
OCT3 v suvislosti s pokro¢ilym stadiom ochorenia a vy$S§imi hodnotami Gleason skore (Tomlins et
al., 2007). V dalsej stadii bola zistena vyssia uroven metylacie OCT3 v 62 % nadorov prostaty v
porovnani so zdravym tkanivom. V agresivnych nadorov bola jeho expresia znizena (Chen et al.,
2012). V naSej stadii bola detekovand nizSia expresia OCT3 u karcindému prostaty v porovnani s
vzorkami BPH, ¢o potvrdzuje zavery stidie Tomlinsa et al. V ramci jednotlivych klinickych §tadii
nebol zisteny Statisticky vyznamny rozdiel v expresii OCT3 a rovnako tomu tak nebolo ani v pripade
porovnania vzoriek s roznymi hodnotami Gleasonovho skore. U hodnot Gleasonovho skére 6 a 7 bol
detekovany len Statisticky nevyznamny ndrast expresie v porovnani s hodnotou 8. To mohlo byt
sposobené malym poctom vzoriek v analyzach. Suvislost’ s hladinou PSA nebola Statisticky
vyznamna. Bola vSak zistend koreldcia s vekom pacientov, kedy vo vyssom veku bola expresia
OCT3 nizsia. V dostupnej literatire zatial’ nebola potvrdena Statisticky vyznamna korelacia expresie
OCT3 s vekom (Nies et al., 2009). Pozitivna korelacia s vekom bola zistena u OCT1 (Tzvetkov et

al., 2009), ktory patri spolu s OCT3 do rovnakej skupiny transportnych proteinov.
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Stadii, ktoré sa zaoberali karcindmom prostaty v savislosti s expresiou OCT3 je len malo a je
tazké posudit’ vhodnost OCT3 ako biomarkera. Su potrebné d’alSie analyzy s dostatocne velkym
suborom dat, aby bol vysledok Statisticky vyznamny. KedZze OCT3 je transportnym proteinom,
zmena jeho expresie moze byt napomocnd pri urceni vhodného lieCebného postupu a urovani

citlivosti na farmakologické substancie.

Ziskané vysledky budt v spolupraci s MUDr. Markem Schmidtom z Urologickej kliniky 2. LF

UK publikované v ¢asopisoch Urology a Neoplasma.
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7 Suhrn

Predkladand praca sa zaobera $tidiom zmien v relativnej expresii troch vybranych génov
u karcinomu prostaty. Tieto zmeny by mohli mat’ relevantny prognosticky vyznam a zefektivnit’ tak

liecbu karcindmu prostaty.

1. Bol zhromazdeny subor 82 vzoriek od pacientov s karcindbmom prostaty alebo s benignou
prostatickou hyperplaziou spolu s klinickymi tidajmi.

2. 'V tohmto stibore bola izolovand mRNA.

3. Po optimalizécii jednotlivych krokov RT-PCR bola stanovena expresia génov: VCL, SHB a
OCT3 v kazdej vzorke.

4. Ich relativna expresia bola porovnavana s klinickymi charakteristikami karcindmu prostaty
za uc¢elom najdenia korelacii.

5. Po ngjdeni korelacii bol gén SHB vyhodnoteny ako potencidlny marker pre diagnostiku

ochorenia.
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