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Uvod: Karciném prostaty je jedna z najéastejich foriem rakoviny u muZov s neustale stdpajiicou incidenciou aj
v dobre rozvinutych krajinach. Napriek dostupnej diagnostike a liecbe predstavuje u muzov tretiu najcastejsiu
pri¢inu imrtia na nadorovu chorobu. V diagnostike zohrava kltiovu ulohu hodnotenie sérovej hladiny prostatic-
kého Specifického antigénu, vySetrenie ma vsak nizku senzitivitu a Specificitu. V sic¢asnosti neexistuje spolah-
liva neinvazivna metdda a diagnézu karcindmu prostaty treba potvrdit biopticky. Abnormalna glykozylacia bun-
kovych Struktur je dolezitou sii¢astou nadorovej transformacie. Cielom prezentovanej $tidie bolo posudit zmeny
glykozylacie pri nddorovej transformdcii v tkanive prostaty.

Metodika: Analyzovali sme 24 pripadov chorobnych zmien prostaty, zahriujucich pripady benignej hyperplazie
prostaty aj adenokarcindmu prostaty s roznym Gleasonovym skore; 3 + 4, 4 + 4 a 4 + 5. Na hodnotenie zmien
glykozylacie bola vyuzita lektinova histochémia vyuzivajica lektiny Specifické pre kyselinu sialovd, a to Maac-
kia amurensis leukoaglutinin (MAL), pre jej a-2,3 vdazbu a Sambucus nigra leukoaglutinin (SNA) pre a-2,6 vazbu.
Zmeny boli hodnotené semikvantitativhe a ndsledne pomocou morfometrickej analyzy.

Vysledky: Nadorova transformacia v tkanive prostaty sa spdja so zmenami glykozylacie bunkovych Struktur.
V suvislosti s nadorovou transformaciou v prostate sme pozorovali vyrazny pokles sialyzacie bunkovych glyko-
konjugatov, a to tak v a-2,6, ako aj a-2,3 vazbe. Tento pokles bol vyraznejsi v pripadoch adenokarcinémov s vys-
Sim Gleasonovym skoére.

Zaver: Zmeny glykozylacie m6zu ovplyvnit funkéné vlastnosti nadorovych buniek vratane prezivania, invazivity
a metastatického potencialu. Hodnotenie expresie kyseliny sialovej v tkanive prostaty méze mat vyznam v diag-
nostike nadorov prostaty aj pre lepSie pochopenie ich maligneho potencialu.

Klicové slova: adenokarcindm prostaty, kyselina sialovd, glykokonjugaty, lektiny, neuraminidazy, sialyltransfe-
razy, prognostické markery

Changes in sialylation of proteins in prostatic carcinoma (results of the pilot study)

Introduction: Prostatic carcinoma is one of the most common forms of malignancy in men with an increasing
incidence even in well-developed countries. Despite available diagnostic and treatment methodes, it is the third
leading cause of cancer death in males. Prostatic specific antigen levels in serum play a key role in diagnosis,
but the examination has low both sensitivity and specificity. There are currently no reliable non-invasive diag-
nostic methods, and the diagnosis of prostate cancer needs to be confirmed by biopsy. Abnormal glycosylation
of cell structures is important part of the neoplastic transformation process. The presented study aims to eval-
uate the changes of glycosylation pattern in neoplastic transformation of prostatic tissue.

Methods: 24 cases of prostate tissue were analyzed, including cases of benign prostatic hyperplasia as well as
prostatic adenocarcinoma with varying Gleason score; 3 + 4, 4 + 4 and 4 + 5. Lectin histochemistry using sial-
ic acid-specific lectins specific for a-2,3 linkage (Maackia amurensis leukoagglutinin - MAL) and a-2,6 linkage
(Sambucus nigra leukoagglutinin - SNA) was used. Changes were evaluated semi-quantitatively and subsequent-
ly by morphometric analysis.

Results: Changes of tissue glycosylation pattern accompany neoplastic transformation in prostatic tissue. In
connection with tumour transformation in the prostate, we observed a significant decrease in sialylation of cel-
lular glycoconjugates in both a-2,6 and a-2,3 linkage. This decrease was more pronounced in cases of adeno-
carcinomas with a higher Gleason score.

Conclusion: The changes of glycosylation pattern may affect the functional properties of neoplastic cells, in-
cluding the survival, invasiveness and metastatic potential of cells. Evaluation of sialic acid expression in pros-
tatic tissue may be of importance in the diagnosis of prostate tumours as well as in improving the comprehen-
sion of their malignant potential.

Keywords: prostatic adenocarcinoma, sialic acid, glycoconjugates, lectins, neuraminidase, sialyltransferase,
prognostic markers
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Uvod

Karcindm prostaty je jedna z najcastejsich foriem rakoviny
umuzov. Statistiky uvadzaju celosvetovo viac ako jeden milion
novych pripadov ro¢ne. Na Slovensku je incidencia karcindmu
prostaty u muzov na druhom mieste po karcindme hrubého
Creva a ma stupajuci trend. V obdobi rokov 2000 - 2010 sa je-
ho incidencia takmer zdvojnasobila (obrazok 1). Napriek do-
stupnej diagnostike a lieCbe predstavuje u muzov tretiu naj-
Castejsiu pric¢inu Umrtia na nadorovu chorobu®.

Hlavnymi rizikovymi faktormi karcindmu su vek, rodin-
na anamnéza a rasa. V skorych Stadiach su pacienti Casto
asymptomaticki alebo maju len nespecifické priznaky suvi-
siace s problémami s mocenim. Medzi priznaky pokrocilej
choroby patri napriklad bolest a patologické zlomeniny kosti
v suvislosti so vznikom metastaz, fyzické vyCerpanie a stra-
ta hmotnosti. V sucasnosti je snaha o v€asnu diagnostiku
karcinomu prostaty prostrednictvom preventivnych vySetre-
ni. V diagnostike sa primarne vyuziva najma laboratérne hod-
notenie sérovej hladiny prostatického Specifického antigénu
(PSA). Viaceré studie sledujuce tcinok skriningovych vyset-
reni na progndzu pacientov (napr. PLCO) v§ak nepreukaza-
li jednoznaény benefit vySetrenia PSA. Studie poukazuji na
vyrazne nizku senzitivitu a/alebo $pecificitu vySetrenia hla-
diny PSA pre stanovenie diagndzy nadorov prostaty v zavis-
losti od stanovenej cut-off hodnoty (1,1 ng/ml PSA zodpove-
da senzitivite 83,4 % a Specificite 38,9 %, hodnota 4,1 ng/ml
senzitivite 20,5 % a $pecificite 93,8 %)@. Mozné su falosne
pozitivne a faloSne negativne vysledky. Aj u muzov s nizkou
hladinou celkového PSA sa méze vyskytnut rakovina vysoké-
ho stupfia. Momentalne neexistuje fixna a spolahliva hranic¢-
na hodnota hladiny PSA v sére, ktora by odliSila neagresivny
karciném od agresivneho®.

Slabé prediktivna hodnota vySetrenia PSA viedla k nad-
mernej diagnostike chorobnych zmien prostaty®. Na zakla-
de prebehnutych studii vratane ERSPC (European Randomi-
zed Study of Screening for Prostate Cancer) konstatovala
pbévodne Eurdpska urologicka spolo¢nost (European Asso-
ciation of Urology), Ze nie st jednoznacne splnené predpo-
klady na Siroky skrining nadorov prostaty v celej populdcii

Obrazok 1. Incidencia karcindmu prostaty na Slovensku. Na
Slovensku pozorujeme neustale stdpajucu incidenciu karcindmu
prostaty u muZov. Za poslednych 30 rokov sa jeho incidencia stro-
jndsobila. Zdroj ECIS™
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a odportcala realizovat/ponuknut vysetrenie len pacientov
po predchadzajucom adekvatnom pouceni s ohladom na ri-
ziko®9), Vzhladom na rast incidencie choroby v si¢asnos-
ti prebiehaju rozsiahle diskusie o potrebe celopopulacného
skrining karcinomu prostaty. Aj z toho dévodu ma vyznam
hladanie novych diagnostickych postupov a markerov vyu-
Zitelnych v diagnostike. Eurépska urologicka spolo¢nost vy-
zvala Eurdopsku komisiu na intenzivnejsiu podporu a financo-
vanie tohto vyskumu.

Novy marker v diagnostike by mohla predstavovat kyse-
lina sialova. Kyselina sialova je monosacharid, ktory je pro-
cesom sialyzacie exprimovany na terminalnych Castiach
glykoproteinov na povrchu buniek. Sialové kyseliny sa na-
chadzaju na N- aj O-viazanych glykanoch, ¢asto pripojenych
k zakladnému galakt6zovému zvysku, najcastejSie prostred-
nictvom a-2,6 alebo a-2,3 glykozidovej vazby®. Tento mono-
sacharid je dolezity v interakciach medzi bunkami navzajom
aj medzi bunkami a okolitym mikroprostredim. Hra zasadnu
ulohu v stabilizacii glykoproteinovej Struktury a pri urcovani
povrchovych charakteristik buniek®?.

Zmenena sialyzacia Casto sprevadza malignu transforma-
ciu, podiela sa na zvySenej agresivite a raste nadorov. Na-
dorové bunky ziskavaju nové vlastnosti, ktoré im umoznuju
unikndt imunitnému systému organizmu, ovplyviuju schop-
nost invazie do okolitého tkaniva a metastazovania. V mno-
hych nadoroch bola preukazana zmena sialyzacie proteinov
v suvislosti s biologickym spravanim nadoru a prognézou
pacienta. Sialyzacia ovplyviuje apopt6zu(?, neovaskulariza-
ciu®™ v nadore, ma vplyv na rezistenciu proti chemoterapii
a radioterapii'2'¥. Zmenu hladin kyseliny sialovej mozno do-
kazat aj v sére pacientov. Bol zisteny rozdiel v sérovych hladi-
nach kyseliny sialovej u pacientov s benignymi lIéziami a ma-
lignymi nadormi®.

Hodnotenie sialylacie by preto mohlo predstavovat zauji-
mavy prognosticky, pripadne diagnosticky marker s ohladom
na mozné vyuzitie aj v tekutej biopsii. Cielom predlozenej
studie bolo preto posudit zmeny sialylacie glykokonjugatov
vo vztahu k nadorovej transformacii v tkanive prostaty.

Metodika

Zdakladom Studie sa stali archivne mikroskopické prepa-
raty tkaniva prostaty fixované formalinom a zaliate v parafi-
ne zo zdrojov Ustavu patologickej anatémie Lekarskej fakul-
ty UK. Podl'a stanovenych patologickych diagn6z sme vybrali
celkovo 24 vzoriek. Sustredili sme sa na pripady nenadoro-
vych zmien prostaty (6 pacientov), adenokarcinému prosta-
ty s roznym Gleasonovym skore; 3 + 4 (6 pacientov), 4 + 4
(6 pacientov) a 4 + 5 (6 pacientov).

Tie sme opakovane histopatologicky zhodnotili podla pub-
likovanych WHO kritérii. Z vybratych preparatov sme zhoto-
vili po dva paralelné rezy a histochemicky sme ich farbili po-
mocou dvoch typov lektinov. Pouzili sme aglutininSambucus
nigra (SNA) $pecificky pre a-2,6 vazbu a leukoaglutinin Ma-
ackia amurensis (MAL) $pecificky pre a-2,3 vdzbu sialovej ky-
seliny. Odparafinované preparaty boli preplachované 5 minut
v PBS (vo fyziologickom solnom roztoku pufrovanom fosfat-
mi s 0,5 % BSA, 0,05 % NaN; 0,005 % Tween, pH 7,2). Prepa-
raty sme inkubovali 90 minut v roztoku /ml biotinylovaného
SNA a MAL (Vector, Carpinteria, CA) pri izbovej teplote. Po
trojndsobnom preplachnuti v PBS sme preparaty inkubovali
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30 minut s komplexom streptavidinperoxidaza a po opakova-

nom preplachnuti minutu farbili roztokom diaminobenzidinu.

Preparaty boli ndsledne dofarbené hematoxylinom.
Preparaty sme hodnotili vo svetelnom mikroskope, sustre-

dili sme sa na posudenie cytoplazmovej a luminalnej mem-

branovej pozitivity hodnoteného markera. Hodnotena bola

celd plocha preparatu, pre kazdé hodnotené pole bolo stano-

vené Gleasonovo skore a kazdé pole bolo nasledne hodnote-

né samostatne. Nalezy sme vyjadrili semikvantitativne s vyu-

zitim semikvantitativneho skore nasledovne:

0 negativita

0,5 slaba, resp. nepravidelna pozitivita

1  dobre hodnotitelna pravidelna pozitivita

2  silna pravidelna pozitivita

3 vel'mi silna pravidelnd pozitivita

V d'alSom kroku sme intenzitu pozitivity kvantifikovali s po-
uzitim histomorfometrického softvéru ImageJ, v. 1.52p(1419
a vyjadrili ako skére DAB intenzity (SDI), kde 0 je minimal-
na teoreticka intenzita, 1 maximalna teoretickd intenzita. Se-
mikvantitativne skore DAB pozitivity (SDP) je vyjadrené ako
priemer jednotlivych hodnoteni + SEM. Vysledky boli vyhod-
notené Statisticky pouzitim Statistického softvéru Graph Pad
Prism s pouzitim Kruskalovho-Wallisovho neparametrické-
ho testu, hodnoty p < 0,05 boli povazované za signifikantné.

Vysledky

V tkanive prostaty sme pozorovali pritomnost glykokon-
jugatov tak s a-2,3, ako aj s a-2,6 vazbou kyseliny sialove;j,
pricom dominovala najma jej a-2,6 vazba. Pozorovali sme
rozdiely pozitivity glykokonjugatov v suvislosti s nddorovou
transformaciou v tkanive a v zavislosti od gradingu nadoru.

V tkanive normalnej prostaty dominovala najma velmi sil-
na cytoplazmova (SDP 2,83 + 0,08) a lumindlna membrano-
va (SDP 2,62 + 0,1 1) pozitivita a-2,6 viazanej sialovej kyseliny

(obrazok 2) a prevazne pravidelnd luminalna (SDP 1,92 +0,19)
pozitivita a-2,3 viazanej sialovej kyseliny (obrazok 3). Cyto-
plazmova pozitivita a-2,3 sialyzovanych glykokonjugatov bo-
la slaba. Loziska s prostatickou intraepitelovou neoplaziou
vykazovali mierny pokles pozitivity sialyzovanych glykokon-
jugatov, ktory vSak nebol signifikantne odliSny v porovnani
s tkanivom normalnej prostaty.

V suvislosti s nddorovou transformaciou dochadza k signi-
fikantnému poklesu cytoplazmovej (SDP 1,81 + 0,07 v pripa-
de Gleasonovho skére 3,1,07 £0,0,10 v pripade Gleasonovho
skore 4 a 0,9 + 0,10 v pripade Gleasonovho skére 5) a lumi-
nélnej membranovej (SDP 1,33 + 0,06 v pripade Gleasonovho
skore 3, 1,04 + 0,0,04 v pripade Gleasonovho skére 4) pozi-
tivity a-2,6 sialyzovanych glykokonjugatov. Pokles bol vyraz-
nejsi v pripade nadorov s vy$Sim Gleasonovym skére a bol
potvrdeny aj morfometrickou kvantifikaciou (obrazok 4).

Pozorovali sme taktiez pokles cytoplazmovej pozitivity
a-2,3 viazanej sialovej kyseliny, ktory bol vyznamnejsi iba v pri-
padoch nadorov s vy$Sim Gleasonovym skére. V pripade cy-
toplazmovej pozitivity sme zistili signifikantny rozdiel pri na-
doroch s Gleasonovym skore 4 a 5 (SDP 0,44 + 0,06 a 0,32 +
0,06) v porovnani s normalnym tkanivom prostaty (SDP 0,75
+0,15). Rozdiel sa ukazal vyraznejsi pri morfometrickom hod-
noteni, kde signifikantny pokles a-2,3 viazanej sialovej kyseli-
ny bol pozorovany v pripadoch karcindmov prostaty s réznym
Gleasonovym skére, rovnako aj v pripadoch prostatickej in-
traepitelovej neoplazie (obrazok 5). Nadorova transformdcia
sa nespajala so signifikantnymi zmenami luminalnej membra-
novej pozitivity a-2,3 sialyzovanych glykokonjugatov.

Diskusia

Preukazali sme zmeny sialyzacie glykokonjugatov v stvis-
losti s nadorovou transformaciou v prostate. Zmeny jej kon-
centracie boli hodnotené vo vzorkach z biopsie s vyuzitim
dvochtypov lektinov. Lektin Sambucus nigra (SNA), izolovany

Obrazok 2. Expresia sialyzovanych glykokonjugatov v a-2,3 vdzbe. V tkanive prostaty pozorujeme len slabu expresiu a-2,3 viazanej kyseliny
sialovej. V suvislosti s jej nddorovou transformaciou dochddza k jej poklesu, ktory je najvyraznejsie viditelny v nddorovych loZiskdch s vy-
ssim Gleasonovym skore. A normalne tkanivo prostaty, B prostaticka intraepitelova neopldzia, C a D adenokarcindm prostaty Gleason
3, E adenokarcindm prostaty Gleason 4, F adenokarcindm prostaty Gleason 5. Lektinova histochémia, MAL, Streptavidin-Px, DAB, 200x
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Obrazok 3. Expresia sialyzovanych glykokonjugdtov v a-2,6 vdzbe. V tkanive prostaty pozorujeme silnd a pravidelnd cytoplazmovd a lu-
mindlnu membranovu expresiu a-2,6 viazanej kyseliny sialovej. Po¢as nddorovej transformdcie dochadza k jej poklesu, ktory je signi-
fikantnejsi v nddorovych loZiskdch s vy$Sim Gleasonovym skdre. A normalne tkanivo prostaty, B prostaticka intraepitelova neoplazia,
C a D adenokarcindm prostaty Gleason 3, E adenokarcindm prostaty Gleason 4, F adenokarciném prostaty Gleason 5. Lektinova his-

tochémia, SNA, Streptavidin-Px, DAB, 200x
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Obrazok 4. Morfometricka analyza intenzity expresie glykokon-
jugatov v a-2,6 védzbe. Pokles expresie sialyzovanych glykokon-
jugatov v a-2,6 védzbe v pripade malignych nadorov prostaty bol
preukazany aj morfometricky. SDI, skére DAB intenzity
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z kory bazy, sa prednostne viaze na kyselinu sialovu pripoje-
nu ku koncovej galaktéze na vazbu a-2,6 a lektin Maackia
amurensis (MAL) sa viaze na kyselinu sialovi viazanu a-2,3
vazbou. Takéto hodnotenie s diferencovanim typu jej termi-
nalnej vazby doposial nebolo v dostupnej literatire doku-
mentované. Pri hodnoteni boli pozorované rozdiely medzi
benignymi procesmi a malignymi karcinémami.

Obrazok 5. Morfometricka analyza intenzity expresie glykokon-
jugatov v a-2,3 védzbe. Pokles expresie sialyzovanych glykokon-
jugatov v a-2,3 vazbe v pripade malignych nadorov a v loZiskach
dysplastickych zmien v tkanive prostaty bol vyraznejsie hodnotitelny
pomocou morfometrickej analyzy obrazu. SDI, skére DAB intenzity
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V tkanive prostaty sme preukdzali pritomnost a-2,3 aj a-2,6
sialyzovanych glykokonjugatov s dominanciou a-2,6 vaz-
by. Pozorovali sme vyrazny pokles sialyzacie najma v a-2,6
vazbe v suvislosti s nadorovou transformaciou v prostate,
a to cytoplazmovej aj lumindlnej membranovej pozitivity.
Sialyzacia v a-2,6 vazbe sa nemeni pri dysplastickych zme-
nach v prostatickej intraepitelovej neoplazii. Tento nalez bol
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potvrdeny aj morfometricky. Sialyzacia v a-2,3 vazbe je v tka-
nive prostaty menej vyraznd, pokles v suvislosti s dysplastic-
kymi zmenami a nadorovou transformaciou je preto tazsie
pozorovatelny a hodnotitelny a bol preukazany najma pomo-
cou morfometrickej analyzy obrazu.

V tejto suvislosti st zaujimavé nalezy Meany et al.("9, ktori
pozorovali zvySenu sialyzaciu PSA v sére u pacientov s kar-
cindmom prostaty. ZvySena hladina kyseliny sialovej v sére
moze byt zaujimavy pomocny marker v pripade, ak nie je PSA
dostatocne vypovedné(” a je nezavislym prognostickym fak-
torom karcinému prostaty vratane vzniku vzdialenych me-
tastaz('® a agresivity nadoru®®. Predpokladédme preto, Ze na-
mi pozorovany pokles sialyzacie proteinov v tkanive prostaty
suvisi s jej zvySenym uvolfiovanim do séra.

Sialylacia glykokonjugatov je vysledkom rovnovahy medzi
enzymami viazucimi kyselinu sialovu na glykokonjugaty a en-
zymami, ktoré ju uvolfiuju z jej vazby. Je preto mozné, ze zme-
ny akumulujuce sa v bunkach poc¢as nadorovej transformacie
moézu viest k zmendam rovnovahy medzi sialyltransferazami
a neuraminidazami v tkanive. Za fyziologickych okolnosti je
v tkanive prostaty exprimovana najma lyzozomalna sialidaza
NEU1@). Cytozolicka sialidaza NEU2 a membréanovo viazana
NEU3 nie su v tkanive prostaty opisované v detegovatelnom
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mnozstve?. Bolo v§ak dokazané znacné zvysenie expresie
neuraminiddzy NEU3 v prostatickom karcindme, ktoré viedlo
k zrychleniu progresie nadoru, prevazne pre narusenu bunko-
vl signalizaciu na bunkovom povrchu®V. Experimentalna inhi-
bicia neuraminidaz prostrednictvom siRNA sa dava do suvisu
s poklesom prezivania nadorovych buniek prostaty a so znize-
nim ich metastatického potencialu®?.

Hodnotenie expresie kyseliny sialovej priamo v tkanive
prostaty tak méze mat hodnotny prinos v diagnostike ma-
lignych nadorov v prostate. Méze mat vyznam pre lepsie po-
chopenie ich maligneho potencialu. O¢akavame, Ze prave
komplexny pohlad na expresiu sialyzovanych proteinoy, sia-
lyltransferaz a neuraminidaz v nadore prostaty moze odkryt
nové zaujimavé potencialne terapeutické ciele v prostate.
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