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Úvod: Karcinóm prostaty je jedna z najčastejších foriem rakoviny u mužov s neustále stúpajúcou incidenciou aj 
v dobre rozvinutých krajinách. Napriek dostupnej diagnostike a liečbe predstavuje u mužov tretiu najčastejšiu 
príčinu úmrtia na nádorovú chorobu. V diagnostike zohráva kľúčovú úlohu hodnotenie sérovej hladiny prostatic-
kého špecifického antigénu, vyšetrenie má však nízku senzitivitu a špecificitu. V súčasnosti neexistuje spoľah-
livá neinvazívna metóda a diagnózu karcinómu prostaty treba potvrdiť biopticky. Abnormálna glykozylácia bun-
kových štruktúr je dôležitou súčasťou nádorovej transformácie. Cieľom prezentovanej štúdie bolo posúdiť zmeny 
glykozylácie pri nádorovej transformácii v tkanive prostaty.
Metodika: Analyzovali sme 24 prípadov chorobných zmien prostaty, zahrňujúcich prípady benígnej hyperplázie 
prostaty aj adenokarcinómu prostaty s rôznym Gleasonovým skóre; 3 + 4, 4 + 4 a 4 + 5. Na hodnotenie zmien 
glykozylácie bola využitá lektínová histochémia využívajúca lektíny špecifické pre kyselinu sialovú, a to Maac-
kia amurensis leukoaglutinín (MAL), pre jej α-2,3 väzbu a Sambucus nigra leukoaglutinín (SNA) pre α-2,6 väzbu. 
Zmeny boli hodnotené semikvantitatívne a následne pomocou morfometrickej analýzy.
Výsledky: Nádorová transformácia v tkanive prostaty sa spája so zmenami glykozylácie bunkových štruktúr. 
V súvislosti s nádorovou transformáciou v prostate sme pozorovali výrazný pokles sialyzácie bunkových glyko-
konjugátov, a to tak v α-2,6, ako aj α-2,3 väzbe. Tento pokles bol výraznejší v prípadoch adenokarcinómov s vyš-
ším Gleasonovým skóre.
Záver: Zmeny glykozylácie môžu ovplyvniť funkčné vlastnosti nádorových buniek vrátane prežívania, invazivity 
a metastatického potenciálu. Hodnotenie expresie kyseliny sialovej v tkanive prostaty môže mať význam v diag-
nostike nádorov prostaty aj pre lepšie pochopenie ich malígneho potenciálu.
Kľúčové slová: adenokarcinóm prostaty, kyselina sialová, glykokonjugáty, lektíny, neuraminidázy, sialyltransfe-
rázy, 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 methods, 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 α-2,3 linkage (Maackia amurensis leukoagglutinin - MAL) and α-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 α-2,6 and α-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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Úvod
Karcinóm prostaty je jedna z najčastejších foriem rakoviny 

u mužov. Štatistiky uvádzajú celosvetovo viac ako jeden milión 
nových prípadov ročne. Na Slovensku je incidencia karcinómu 
prostaty u mužov na druhom mieste po karcinóme hrubého 
čreva a má stúpajúci trend. V období rokov 2000 – 2010 sa je-
ho incidencia takmer zdvojnásobila (obrázok 1). Napriek do-
stupnej diagnostike a liečbe predstavuje u mužov tretiu naj-
častejšiu príčinu úmrtia na nádorovú chorobu(1). 

Hlavnými rizikovými faktormi karcinómu sú vek, rodin-
ná anamnéza a rasa. V skorých štádiách sú pacienti často 
asymptomatickí alebo majú len nešpecifické príznaky súvi-
siace s problémami s močením. Medzi príznaky pokročilej 
choroby patrí napríklad bolesť a patologické zlomeniny kostí 
v súvislosti so vznikom metastáz, fyzické vyčerpanie a stra-
ta hmotnosti. V súčasnosti je snaha o včasnú diagnostiku 
karcinómu prostaty prostredníctvom preventívnych vyšetre-
ní. V diagnostike sa primárne využíva najmä laboratórne hod-
notenie sérovej hladiny prostatického špecifického antigénu 
(PSA). Viaceré štúdie sledujúce účinok skríningových vyšet-
rení na prognózu pacientov (napr. PLCO) však nepreukáza-
li jednoznačný benefit vyšetrenia PSA. Štúdie poukazujú na 
výrazne nízku senzitivitu a/alebo špecificitu vyšetrenia hla-
diny PSA pre stanovenie diagnózy nádorov prostaty v závis-
losti od stanovenej cut-off hodnoty (1,1 ng/ml PSA zodpove-
dá senzitivite 83,4 % a špecificite 38,9 %, hodnota 4,1 ng/ml 
senzitivite 20,5 % a špecificite 93,8 %)(2). Možné sú falošne 
pozitívne a falošne negatívne výsledky. Aj u mužov s nízkou 
hladinou celkového PSA sa môže vyskytnúť rakovina vysoké-
ho stupňa. Momentálne neexistuje fixná a spoľahlivá hranič-
ná hodnota hladiny PSA v sére, ktorá by odlíšila neagresívny 
karcinóm od agresívneho(3).

Slabá prediktívna hodnota vyšetrenia PSA viedla k nad-
mernej diagnostike chorobných zmien prostaty(4). Na zákla-
de prebehnutých štúdií vrátane ERSPC (European Randomi-
zed Study of Screening for Prostate Cancer) konštatovala 
pôvodne Európska urologická spoločnosť (European Asso-
ciation of Urology), že nie sú jednoznačne splnené predpo-
klady na široký skríning nádorov prostaty v celej populácii 

a odporúčala realizovať/ponúknuť vyšetrenie len pacientov 
po predchádzajúcom adekvátnom poučení s ohľadom na ri-
ziko(5,6). Vzhľadom na rast incidencie choroby v súčasnos-
ti prebiehajú rozsiahle diskusie o potrebe celopopulačného 
skríning karcinómu prostaty. Aj z  toho dôvodu má význam 
hľadanie nových diagnostických postupov a markerov vyu-
žiteľných v diagnostike. Európska urologická spoločnosť vy-
zvala Európsku komisiu na intenzívnejšiu podporu a financo-
vanie tohto výskumu.

Nový marker v diagnostike by mohla predstavovať kyse-
lina sialová. Kyselina sialová je monosacharid, ktorý je pro-
cesom sialyzácie exprimovaný na terminálnych častiach 
glykoproteínov na povrchu buniek. Sialové kyseliny sa na-
chádzajú na N- aj O-viazaných glykánoch, často pripojených 
k základnému galaktózovému zvyšku, najčastejšie prostred-
níctvom α-2,6 alebo α-2,3 glykozidovej väzby(7). Tento mono-
sacharid je dôležitý v interakciách medzi bunkami navzájom 
aj medzi bunkami a okolitým mikroprostredím. Hrá zásadnú 
úlohu v stabilizácii glykoproteínovej štruktúry a pri určovaní 
povrchových charakteristík buniek(8,9). 

Zmenená sialyzácia často sprevádza malígnu transformá-
ciu, podieľa sa na zvýšenej agresivite a raste nádorov. Ná-
dorové bunky získavajú nové vlastnosti, ktoré im umožňujú 
uniknúť imunitnému systému organizmu, ovplyvňujú schop-
nosť invázie do okolitého tkaniva a metastázovania. V mno-
hých nádoroch bola preukázaná zmena sialyzácie proteínov 
v súvislosti s biologickým správaním nádoru a prognózou 
pacienta. Sialyzácia ovplyvňuje apoptózu(10), neovaskularizá-
ciu(11) v nádore, má vplyv na rezistenciu proti chemoterapii 
a rádioterapii(12,13). Zmenu hladín kyseliny sialovej možno do-
kázať aj v sére pacientov. Bol zistený rozdiel v sérových hladi-
nách kyseliny sialovej u pacientov s benígnymi léziami a ma-
lígnymi nádormi(9).

Hodnotenie sialylácie by preto mohlo predstavovať zaují-
mavý prognostický, prípadne diagnostický marker s ohľadom 
na možné využitie aj v  tekutej biopsii. Cieľom predloženej 
štúdie bolo preto posúdiť zmeny sialylácie glykokonjugátov 
vo vzťahu k nádorovej transformácii v tkanive prostaty.

Metodika
Základom štúdie sa stali archívne mikroskopické prepa-

ráty tkaniva prostaty fixované formalínom a zaliate v parafí-
ne zo zdrojov Ústavu patologickej anatómie Lekárskej fakul-
ty UK. Podľa stanovených patologických diagnóz sme vybrali 
celkovo 24 vzoriek. Sústredili sme sa na prípady nenádoro-
vých zmien prostaty (6 pacientov), adenokarcinómu prosta-
ty s rôznym Gleasonovým skóre; 3 + 4 (6 pacientov), 4 + 4  
(6 pacientov) a 4 + 5 (6 pacientov).

Tie sme opakovane histopatologicky zhodnotili podľa pub-
likovaných WHO kritérií. Z vybratých preparátov sme zhoto-
vili po dva paralelné rezy a histochemicky sme ich farbili po-
mocou dvoch typov lektínov. Použili sme aglutinínSambucus 
nigra (SNA) špecifický pre α-2,6 väzbu a leukoaglutinín Ma-
ackia amurensis (MAL) špecifický pre α-2,3 väzbu sialovej ky-
seliny. Odparafínované preparáty boli preplachované 5 minút 
v PBS (vo fyziologickom soľnom roztoku pufrovanom fosfát-
mi s 0,5 % BSA, 0,05 % NaN3 0,005 % Tween, pH 7,2). Prepa-
ráty sme inkubovali 90 minút v roztoku /ml biotinylovaného 
SNA a MAL (Vector, Carpinteria, CA) pri izbovej teplote. Po 
trojnásobnom prepláchnutí v PBS sme preparáty inkubovali 

Obrázok 1. Incidencia karcinómu prostaty na Slovensku. Na 
Slovensku pozorujeme neustále stúpajúcu incidenciu karcinómu 
prostaty u mužov. Za posledných 30 rokov sa jeho incidencia stro-
jnásobila. Zdroj ECIS(1)
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30 minút s komplexom streptavidinperoxidáza a po opakova-
nom prepláchnutí minútu farbili roztokom diaminobenzidínu. 
Preparáty boli následne dofarbené hematoxylínom.

Preparáty sme hodnotili vo svetelnom mikroskope, sústre-
dili sme sa na posúdenie cytoplazmovej a luminálnej mem-
bránovej pozitivity hodnoteného markera. Hodnotená bola 
celá plocha preparátu, pre každé hodnotené pole bolo stano-
vené Gleasonovo skóre a každé pole bolo následne hodnote-
né samostatne. Nálezy sme vyjadrili semikvantitatívne s vyu-
žitím semikvantitatívneho skóre nasledovne:
0	 negativita
0,5	 slabá, resp. nepravidelná pozitivita
1	 dobre hodnotiteľná pravidelná pozitivita
2	 silná pravidelná pozitivita
3	 veľmi silná pravidelná pozitivita

V ďalšom kroku sme intenzitu pozitivity kvantifikovali s po-
užitím histomorfometrického softvéru ImageJ, v. 1.52p(14,15) 
a vyjadrili ako skóre DAB intenzity (SDI), kde 0 je minimál-
na teoretická intenzita, 1 maximálna teoretická intenzita. Se-
mikvantitatívne skóre DAB pozitivity (SDP) je vyjadrené ako 
priemer jednotlivých hodnotení ± SEM. Výsledky boli vyhod-
notené štatisticky použitím štatistického softvéru Graph Pad 
Prism s použitím Kruskalovho-Wallisovho neparametrické-
ho testu, hodnoty p < 0,05 boli považované za signifikantné.

Výsledky
V tkanive prostaty sme pozorovali prítomnosť glykokon-

jugátov tak s α-2,3, ako aj s α-2,6 väzbou kyseliny sialovej, 
pričom dominovala najmä jej α-2,6 väzba. Pozorovali sme 
rozdiely pozitivity glykokonjugátov v súvislosti s nádorovou 
transformáciou v tkanive a v závislosti od gradingu nádoru.

V tkanive normálnej prostaty dominovala najmä veľmi sil-
ná cytoplazmová (SDP 2,83 ± 0,08) a luminálna membráno-
vá (SDP 2,62 ± 0,1 1) pozitivita α-2,6 viazanej sialovej kyseliny 

(obrázok 2) a prevažne pravidelná luminálna (SDP 1,92 ± 0,19) 
pozitivita α-2,3 viazanej sialovej kyseliny (obrázok 3). Cyto-
plazmová pozitivita α-2,3 sialyzovaných glykokonjugátov bo-
la slabá. Ložiská s prostatickou intraepitelovou neopláziou 
vykazovali mierny pokles pozitivity sialyzovaných glykokon-
jugátov, ktorý však nebol signifikantne odlišný v porovnaní 
s tkanivom normálnej prostaty.

V súvislosti s nádorovou transformáciou dochádza k signi-
fikantnému poklesu cytoplazmovej (SDP 1,81 ± 0,07 v prípa-
de Gleasonovho skóre 3, 1,07 ± 0,0,10 v prípade Gleasonovho 
skóre 4 a 0,9 ± 0,10 v prípade Gleasonovho skóre 5) a lumi-
nálnej membránovej (SDP 1,33 ± 0,06 v prípade Gleasonovho 
skóre 3, 1,04 ± 0,0,04 v prípade Gleasonovho skóre 4) pozi-
tivity α-2,6 sialyzovaných glykokonjugátov. Pokles bol výraz-
nejší v prípade nádorov s vyšším Gleasonovým skóre a bol 
potvrdený aj morfometrickou kvantifikáciou (obrázok 4). 

Pozorovali sme taktiež pokles cytoplazmovej pozitivity 
α-2,3 viazanej sialovej kyseliny, ktorý bol významnejší iba v prí-
padoch nádorov s vyšším Gleasonovým skóre. V prípade cy-
toplazmovej pozitivity sme zistili signifikantný rozdiel pri ná-
doroch s Gleasonovým skóre 4 a 5 (SDP 0,44 ± 0,06 a 0,32 ± 
0,06) v porovnaní s normálnym tkanivom prostaty (SDP 0,75 
± 0,15). Rozdiel sa ukázal výraznejší pri morfometrickom hod-
notení, kde signifikantný pokles α-2,3 viazanej sialovej kyseli-
ny bol pozorovaný v prípadoch karcinómov prostaty s rôznym 
Gleasonovým skóre, rovnako aj v prípadoch prostatickej in-
traepitelovej neoplázie (obrázok 5). Nádorová transformácia 
sa nespájala so signifikantnými zmenami luminálnej membrá-
novej pozitivity α-2,3 sialyzovaných glykokonjugátov.

Diskusia
Preukázali sme zmeny sialyzácie glykokonjugátov v súvis-

losti s nádorovou transformáciou v prostate. Zmeny jej kon-
centrácie boli hodnotené vo vzorkách z biopsie s využitím 
dvoch typov lektínov. Lektín Sambucus nigra (SNA), izolovaný 

Obrázok 2. Expresia sialyzovaných glykokonjugátov v α-2,3 väzbe. V tkanive prostaty pozorujeme len slabú expresiu α-2,3 viazanej kyseliny 
sialovej. V súvislosti s jej nádorovou transformáciou dochádza k jej poklesu, ktorý je najvýraznejšie viditeľný v nádorových ložiskách s vy-
šším Gleasonovým skóre. A normálne tkanivo prostaty, B prostatická intraepitelová neoplázia, C a D adenokarcinóm prostaty Gleason 
3, E adenokarcinóm prostaty Gleason 4, F adenokarcinóm prostaty Gleason 5. Lektínová histochémia, MAL, Streptavidín-Px, DAB, 200x
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z kôry bazy, sa prednostne viaže na kyselinu sialovú pripoje-
nú ku koncovej galaktóze na väzbu α-2,6 a  lektín Maackia 
amurensis (MAL) sa viaže na kyselinu sialovú viazanú α-2,3 
väzbou. Takéto hodnotenie s diferencovaním typu jej termi-
nálnej väzby doposiaľ nebolo v  dostupnej literatúre doku-
mentované. Pri hodnotení boli pozorované rozdiely medzi 
benígnymi procesmi a malígnymi karcinómami.

V tkanive prostaty sme preukázali prítomnosť α-2,3 aj α-2,6 
sialyzovaných glykokonjugátov s  dominanciou α-2,6 väz-
by. Pozorovali sme výrazný pokles sialyzácie najmä v α-2,6 
väzbe v súvislosti s nádorovou transformáciou v prostate, 
a  to cytoplazmovej aj luminálnej membránovej pozitivity. 
Sialyzácia v α-2,6 väzbe sa nemení pri dysplastických zme-
nách v prostatickej intraepitelovej neoplázii. Tento nález bol 

Obrázok 3. Expresia sialyzovaných glykokonjugátov v α-2,6 väzbe. V tkanive prostaty pozorujeme silnú a pravidelnú cytoplazmovú a lu-
minálnu membránovú expresiu α-2,6 viazanej kyseliny sialovej. Počas nádorovej transformácie dochádza k jej poklesu, ktorý je signi-
fikantnejší v nádorových ložiskách s vyšším Gleasonovým skóre. A normálne tkanivo prostaty, B prostatická intraepitelová neoplázia, 
C a D adenokarcinóm prostaty Gleason 3, E adenokarcinóm prostaty Gleason 4, F adenokarcinóm prostaty Gleason 5. Lektínová his-
tochémia, SNA, Streptavidín-Px, DAB, 200x

Obrázok 4. Morfometrická analýza intenzity expresie glykokon-
jugátov v α-2,6 väzbe. Pokles expresie sialyzovaných glykokon-
jugátov v α-2,6 väzbe v prípade malígnych nádorov prostaty bol 
preukázaný aj morfometricky. SDI, skóre DAB intenzity
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Obrázok 5. Morfometrická analýza intenzity expresie glykokon-
jugátov v α-2,3 väzbe. Pokles expresie sialyzovaných glykokon-
jugátov v α-2,3 väzbe v prípade malígnych nádorov a v  ložiskách 
dysplastických zmien v tkanive prostaty bol výraznejšie hodnotiteľný 
pomocou morfometrickej analýzy obrazu. SDI, skóre DAB intenzity
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potvrdený aj morfometricky. Sialyzácia v α-2,3 väzbe je v tka-
nive prostaty menej výrazná, pokles v súvislosti s dysplastic-
kými zmenami a nádorovou transformáciou je preto ťažšie 
pozorovateľný a hodnotiteľný a bol preukázaný najmä pomo-
cou morfometrickej analýzy obrazu.

V tejto súvislosti sú zaujímavé nálezy Meany et al.(16), ktorí 
pozorovali zvýšenú sialyzáciu PSA v sére u pacientov s kar-
cinómom prostaty. Zvýšená hladina kyseliny sialovej v sére 
môže byť zaujímavý pomocný marker v prípade, ak nie je PSA 
dostatočne výpovedné(17) a je nezávislým prognostickým fak-
torom karcinómu prostaty vrátane vzniku vzdialených me-
tastáz(18) a agresivity nádoru(19). Predpokladáme preto, že na-
mi pozorovaný pokles sialyzácie proteínov v tkanive prostaty 
súvisí s jej zvýšeným uvoľňovaním do séra.

Sialylácia glykokonjugátov je výsledkom rovnováhy medzi 
enzýmami viažucimi kyselinu sialovú na glykokonjugáty a en-
zýmami, ktoré ju uvoľňujú z jej väzby. Je preto možné, že zme-
ny akumulujúce sa v bunkách počas nádorovej transformácie 
môžu viesť k zmenám rovnováhy medzi sialyltransferázami 
a neuraminidázami v tkanive. Za fyziologických okolností je 
v tkanive prostaty exprimovaná najmä lyzozomálna sialidáza 
NEU1(20). Cytozolická sialidáza NEU2 a membránovo viazaná 
NEU3 nie sú v tkanive prostaty opisované v detegovateľnom 

množstve(20). Bolo však dokázané značné zvýšenie expresie 
neuraminidázy NEU3 v prostatickom karcinóme, ktoré viedlo 
k zrýchleniu progresie nádoru, prevažne pre narušenú bunko-
vú signalizáciu na bunkovom povrchu(21). Experimentálna inhi-
bícia neuraminidáz prostredníctvom siRNA sa dáva do súvisu 
s poklesom prežívania nádorových buniek prostaty a so zníže-
ním ich metastatického potenciálu(22). 

Hodnotenie expresie kyseliny sialovej priamo v  tkanive 
prostaty tak môže mať hodnotný prínos v diagnostike ma-
lígnych nádorov v prostate. Môže mať význam pre lepšie po-
chopenie ich malígneho potenciálu. Očakávame, že práve 
komplexný pohľad na expresiu sialyzovaných proteínov, sia-
lyltransferáz a neuraminidáz v nádore prostaty môže odkryť 
nové zaujímavé potenciálne terapeutické ciele v prostate.
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