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Prediktivhy odhad agresivity adenokarcindmu prostaty je podkladom pre efektivny terapeuticky manazment pa-
cientov. Vyskum novych, spolahlivych a presnych biomarkerov je preto stéle aktualny. Tetraspanin 1 (Tspan1) bol
identifikovany ako jeden z génov v prostate asociovanych s tumorom. Praca je zamerana na hodnotenie imuno-
histochemickej expresie Tspan1 v adenokarcinémoch prostaty (CaP) a vo vzorkach benignej hyperplazie pros-
taty (BHP). VsSetky vysetrené vzorky boli pozitivne na Tspan1, BHP vsak vykazovala slabu, fokalnu a luminalnu
expresiu, kym v CaP bola pozitivita cytoplazmova, nizkej az vysokej miery expresie. Nadory s vysokym Gleasono-
vym skore (GS) a lokalne pokrocilé nadory vykazovali v porovnani s nadormi s niz§im GS a lokalizovanymi nador-
mi ¢astejSie nizsiu mieru expresie. Zistena spojitost znizenej expresie Tspan1 s vy$sim Gleasonovym skére a po-
krocilym stadiom choroby by naznac¢ovala negativny prognosticky potencial Tspan1 v adenokarcinéme prostaty.
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Tspan1 expression in prostatic adenocarcinoma

Accurate prognostic stratification of patients with prostatic adenocarcinoma is substantial for effective thera-
peutic management. Therefore identification of reliable biomarkers of prostate cancer aggressiveness is still an
actual topic. Tetraspanin 1 (TSPAN1) was found to be a tumour associated gene in prostate cancer. This study
focused on evaluating immunohistochemical Tspan1 expression in samples of prostate adenocarcinoma (CaP)
and benign prostatic hyperplasia (BPH). All samples were positive for Tspan1; showed, however, different de-
gree of expression, BHP being only weakly, focally positive with mainly luminal expression and CaP showing cy-
toplasmic positivity of low to a high degree. The lower degree of Tspan 1 expression was found in CaP cases
with higher Gleason score and locally advanced disease. In conclusion, the inverse association of Tspan1 ex-
pression with a higher Gleason score and more advanced tumour stage suggest a possible negative prognostic

role of this marker in prostate cancer.
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Uvod

Adenokarcindm prostaty patri medzi ¢asté nddorové ocho-
renia, vo vacsine pripadov je vSak malo agresivny a pomaly
rastuci. Prostaticky karcindbm sa vS§ak moze spravat aj agre-
sivne. Spolahlivé prediktivne a prognostické biomarkery st ne-
vyhnutné na odliSenie menej a viac agresivnych karcinémov
a na selekciu pacientov, ktori vyzaduju aktivnu lieCbu, od tych,
u ktorych je v danom Case dostacujlca active surveillance.
Neadekvatna liecba moze viest k zhorseniu kvality Zivota pa-
cientov alebo byt priamo fatalna. V sti¢asnosti dostupné prog-
nostické biomarkery ako sérova hladina PSA, stadium choro-
by a Gleasonovo skére sluzia sice na stratifikaciu pacientov
do rizikovych skupin, nie su vSak dostatocne presné. Hlada-
nie biomarkerov karcindmu prostaty, ktoré by vedeli spolah-
livo ,predpovedat” agresivitu nadoru, je teda stéle aktualne.

Na identifikaciu potencidlnych biomarkerov v poslednom
Case vyraznou mierou prispievaju nové metddy molekulo-
vej genetiky. Kristiansen a spol.™" identifikovali pri porovnani
profilov benigneho tkaniva prostaty s karcinomom odlisnych
98 génov, ktoré by mohli zohravat tlohu v adenokarcinome
prostaty. Gény z tohto zoznamu podnecuju v sic¢asnosti
vyskum biomarkerov rakoviny prostaty.

Medzi identifikované gény patri aj gén pre tetraspanin 1
(Tspan1), ¢len rodiny tetraspaninov. Superrodinu tetraspa-
ninov tvori 33 transmembranovych glykoproteinov, ktoré
sl schopné vytvarat komplexy, membranové mikrodomény
obohatené o tetraspaniny (TEMSs) s inymi tetraspaninmi ale-
bo s inymi transmembranovymi a cytoplazmovymi protein-
mi. Tato siet tetraspaninov méze ovplyvnit prenos signalu do
bunky a zohrava Ulohu v Sirokej Skale biologickych procesov
zahriujucich proliferaciu buniek, bunkovia adhéziu, migraciu
a motilitu buniek®?,

Zvysena expresia tetraspaninov bola preukazana v roz-
nych malignych nddoroch zahrnujicich karcinémy kréka ma-
ternice, endometria, prsnika, pltdc, hrubého ¢reva, pankreasu
a iné®d. Uloha tetraspaninov v karcinogenéze sa zda mno-
hotvérna. Studie preukazali, Ze v malignych nadoroch su tet-
raspaniny zapojené do procesu proliferacie, migracie a inva-
zie nadorovych buniek a m6zu mat pri tom podpornu alebo
supresivnu tlohu®.

Stddie naznaduju aj moznu Glohu tetraspaninov v ade-
nokarcinéme prostaty. Munkley et al.® preukazali, upregula-
ciu génu Tspan1 v nadorovom tkanive prostaty v porovnani
s nenadorovym a jeho spojitost s migraciou nadorovych bu-
niek, a to pod kontrolou androgénov.
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Tabulka 1. Expresia Tspan1 v adenokarcinomoch prostaty
podla klinickopatologickych charakteristik (Gleasonovo skére,
WHO/ISUP Grade Group, pT). n — pocet adenokarcinémov pro-
staty, + — nizka miera expresie, ++ — strednd miera expresie ,+++
- vysokd miera expresie

| Tspanl

n + + H+
pT
pl2a 2 0 2 0
pT2c 8 3 3 2
pT3a 3 0 3 0
pl3b 8 4 3 1
WHO/ISUP gradel
1 3 1 2 0
2 9 3 6 0
3 1 0 0 1
4 q 0 2 2
5 4 3 1 0
Gleason score
6 3 1 2 0
7 10 3 6 1
8 4 0 2 2
9 4 3 1 0

Cielom tejto prace bolo hodnotenie imunohistochemickej
expresie proteinu Tspan1 v bioptickych vzorkdch adenokarci-
némov prostaty, porovnanie s nenadorovym tkanivom pros-
taty aj porovnanie expresie vzhladom na prognostické uka-
zovatele ako Gleasonovo skére a stadium choroby.

Material a metodika

Subor pacientov

Subor pacientov tvorilo spolu 21 muzov vo veku od 55 do
74 rokov, u ktorych bola vykonana radikalna prostatektémia na
Urologickej klinike Fakultnej nemocnice Trnava pre biopticky
potvrdeny adenokarcindm prostaty. Kontrolnu skupinu tvorilo
5 pacientov po TUR-P s klinickym a bioptickym ndlezom be-
nignej hyperplazie prostaty. Klinickopatologické charakteristi-
ky adenokarcindmov prostaty su uvedené v tabulke 1.

Tkanivové microarray (TMA) blocky

Na imunohistochemické vySetrenie boli pouzité tkanivové
microarray pripravené z FFPE vzoriek prostat. Od kazdého
pacienta boli analyzované dve vzorky karcinému z r6znych
miest tkaniva prostaty, aby sa podchytila heterogenita na-
doru. TMA vzorky s priemerom 3 mm boli odobrané punké-
nym skalpelom Harris Uni-Core (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany). Na imunohistochemické farbenie sa z microarray
blockov narezali 4-5 pm rezy tkaniva.

Imunohistochemické farbenie

Po deparafinizacii a revitalizacii s pouzitim Dako PT Link
(Agilent Dako, Santa Clara, CA, USA) s roztokom EnVision™
FLEX Target Retrieval Solution, pH 9 (Agilent Dako, Santa
Clara, CA, USA) boli preparaty v imunostaineri (Autostainer
Link 48, Agilent Dako, Santa Clara, CA, USA) inkubované s pri-
marnou protilatkou (Tspan1, klon ab254730, Abcam, Cam-
bridge, UK, polyklonalna krélicia, riedenie 1 : 500) pocas 60

Obrazok 1. Expresia Tspan1 vo vzorke benignej hyperplazie
prostaty. Zliazky vykazuju fokalnu luminalnu expresiu (hneda far-
ba), DAB, 100x.

minut, nasledne so sekundarnou protilatkou a nakoniec far-
bené diaminobenzidinom DAB+ (Agilent Dako, Santa Clara,
CA, USA) a dofarbené H & E.

Ako negativnu kontrolu sme pouzili rezy inkubované s rie-
diacim roztokom bez primarnej protilatky. Ako pozitivhu kon-
trolu sme pouzili vzorky tkaniva oblicky a hrubého Creva.

Hodnotenie imunohistochemického farbenia

Ako pozitivnu sme hodnotili cytoplazmovi expresiu
Tspan1, pricom sme stanovili histoskére na zéklade percen-
ta pozitivnych buniek (0 = 0 % pozitivnych buniek, 1 =<10 %
pozitivnych buniek, 2 = 10 — 50 % pozitivnych buniek,
3 => 50 % pozitivnych buniek) a intenzity farbenia (0 = nega-
tivne, 1 = slaba pozitivita, 2 = stredne silna pozitivita, 3 = silna
pozitivita) podla Xu et al. (10). Podla vysledného histoskoé-
re boli vzorky zaradené do kategdrie s nizkou (+, histoskore
< 2), so strednou (++, histoskdre 3-5) alebo s vysokou (+++,
histoskdre = 6) mierou expresie Tspan1.

Vysledky

VSetky vySetrené vzorky boli pozitivne na protein Tspan1
s rdznou mierou expresie. Pripady benignej hyperplazie pros-
taty vykazovali slabu expresiu Tspan1 (obrazok 1), pricom ex-
presia bola prevazne luminalna a len fokdlne cytoplazmova.

V adenokarcinomoch prostaty bola pozitivita Tspan1 pre-
vazne cytoplazmova, niekedy s pridruzenou lumindlou expre-
siou a/alebo intralumindlnou pozitivitou sekrétu. Adenokar-
cinomy prostaty vykazovali roznu mieru expresie TspanT,
od nizkej (+) v 33,3 % pripadov (obrazok 2) cez strednu (++)
v 52,4 % pripadov az po vysoku (+++) v 14,3 % pripadov
(obrazok 3).

Vzhladom na diferencovanost nadorov vykazovali ade-
nokarcindmy s nizsim Gleasonovym skoére (GS 6-7) prevaz-
ne strednd mieru expresie (++), nadory s Gleasonovym skére
8 strednu az vysoku mieru expresie (+++) a malo diferenco-
vané nadory s Gleasonovym skére 9 prevazne nizku mieru
expresie (+) Tspan1. Podobny trend expresie vykazovali ade-
nokarcindmy vzhladom na WHO/ISUP grade.

Vzhladom na patologické stadium choroby (pT) vykazova-
li lokalne pokrocilé adenokarcinémy prostaty (pT3b) Castejsie
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Obrazok 2. Nizka miera expresie Tspan1 (+) vo vzorke adeno-
karcinému prostaty (hnedd farba), DAB, 200x.

nizku mieru expresie Tspan1 v porovnani s nadormi lokalizo-
vanymi na tkanivo prostaty (pT2).

Sumar imunohistochemickej expresie Tspan1 v adenokar-
cindbmoch prostaty je uvedeny v tabulke 1.

Diskusia

Adenokarcindm prostaty je ¢asté nadorové ochorenie.
Vacsina pripadov je malo agresivnych, pomaly rastucich.
V Casti pripadov sa vS§ak adenokarcindm prostaty sprava ag-
resivne. V sucasnosti dostupné biomarkery nie su dostatoc-
ne presné na selekciu pacientov, o moze viest k podlieceniu
agresivnych karcindmov alebo nadlieCeniu neagresivnych
nadorov, a tak ma nemaly vplyv na kvalitu Zivota pacien-
ta. Snaha ndjst o najpresnejsie a najspolahlivejsie predik-
tivne a prognostické biomarkery adenokarcindmu prostaty
stale podnecuje novy vyskum. Metddy molekulovej genetiky
umoznuju identifikovat gény asociované s tumorom. V ade-
nokarcindme prostaty medzi tieto gény patri aj Tspan1, ko-
dujici transmebranovy protein Tspan1, ¢len rodiny tetraspa-
ninov.

Tetraspaniny zohravaju ulohu v Sirokej Skale biologickych
procesov zahriiujucich predovSetkym proces migracie a mo-
tility, a to v bunkach normalnych, ale aj maligne transformo-
vanych. Migracia buniek je zdkladnym procesom invazie
a metastatickej progresie rakoviny. Zmeny expresie tetraspa-
ninov boli opisané v réznych karcindmoch vratane adenokar-
cindmu prostaty®9),

Imunohistochemickd expresiu Tspan1 sme hodnotili
v bioptickych vzorkach acinarnych adenokarcindmov a be-
nignej hyperplazie prostaty. VSetky vySetrené vzorky boli po-
zitivne na protein Tspan1, vykazovali vS§ak réznu mieru ex-
presie. Tspan1 exprimuju aj benigne tkaniva, ale zdanlivo
v mensej miere, respektive v nizsej intenzite®'9, ¢o preu-
kazuju aj nase vysledky. Pripady benignej hyperplazie pros-
taty vykazovali slabu (+) expresiu Tspan1, ktord bola fokal-
na a prevazne luminalna, kym v karcinomoch bola expresia
prevazne cytoplazmova s pridruzenou luminalou expresiou
a/alebo intraluminélnou pozitivitou sekrétu. Podobnd kom-
partmentaciu Tspan1 pozitivity opisuje vo svojej Studii Stin-
nesbeck et al.("m.

Obrazok 3. Vysoka miera expresie Tspan1 (+++) vo vzorke ade-
nokarcinému prostaty (hneda farba), DAB, 100x.
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Adenokarcindmy prostaty vykazovali r6znu mieru expre-
sie Tspan1, od nizkej (+) az po vysoku (+++), pricom vo vyse
polovici pripadov (52,4 %) sme zaznamenali expresiu stred-
nej miery (++). Overexpresiu génu Tspan1 (na Grovni mRNA)
v nadorovom tkanive v porovnani s benignym tkanivom pros-
taty potvrdil Stinnesbeck et al.(". Pri imunohistochemickej
analyze na Urovni proteinovej expresie vsak zistili, Ze cast
adenokarcindémov (35 %) vykazuje porovnatelne nizku expre-
siu ako benigne tkanivo prostaty. V nasom subore sme nizku
mieru expresie Tspan1 zaznamenaliv 33,3 % pripadov (n = 7)
adenokarcinédmov. Tato nizka miera expresie Tspan1 v Casti
adenokarcinédmov teda limituje jeho vyuzitie ako diagnostic-
kého markera, i ked sme pozorovali odliSnu lokalizaciu pozi-
tivity v benignom tkanive (prevazne lumindlna) v porovnani
s malignym (prevazne cytoplazmova).

Na posudenie prognostického potencidlu Tspan1 sme ko-
relovali mieru expresie tohto proteinu so znamymi prognos-
tickymi ukazovatelmi, predovSetkym s Gleasonovym skére
a so Stadiom choroby (pT). Kym adenokarcinémy s niz$im
Gleasonovym skére (GS 6-7) vykazovali prevazne strednu
mieru (++) expresie Tspan1, nadory s Gleasonovym skére 8
CastejSie vysoku mieru (+++) expresie a malo diferencova-
né nadory s Gleasonovym skore 9 prevazne nizku mieru (+)
expresie Tspan1. Signifikantnu inverznua korelaciu medzi na-
dorovym grade a imunohistochemickou expresiou Tspan1
zaznamenal aj Stinnesbeck et al.(".

Vzhladom na patologické stadium choroby (pT) vykazo-
vali lokalne pokrocilé adenokarcinémy prostaty (pT3b) cas-
tejSie nizku mieru expresie Tspan1 v porovnani s nadormi lo-
kalizovanymi na tkanivo prostaty (pT2). ZniZenie expresie
Tspan1 v pokrocilych nadoroch zaznamenal aj Xu et al.("9
spolu so signifikantnou korelaciou tejto znizenej expresie so
vcasnou biochemickou recidivou choroby. Spojitost znize-
nej génovej expresie Tspan1 s pokrocilym stadiom choroby
preukazali aj Munkley et al.®, ktori pri porovndvani expresie
Tspan1 v primarnom adenokarcindme prostaty s metasta-
zou pozorovali vyrazny pokles expresie v nddorovych bun-
kach metastazy.

Zistena spojitost zniZzenej expresie Tspan1 s vy$Sim Gle-
asonovym skére a lokalne pokrocilou chorobou by naznaco-
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vala negativny prognosticky potencial Tspan1 v adenokarci-
ndéme prostaty, prispieva tak k poznatkom o biomarkeroch
karcinomu prostaty a predstavuje podnet na nadvazujuce vy-
skumy.
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