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ABSTRAKT

Karcinom prostaty (CaP) je jednim z nejCastéjSich malignich onemocnéni a nejbeznéjsi
pri¢inou umrti muzl na rakovinu. Jedna se o heterogenni onemocnéni, pro které v soucasné
dob& neexistuji spolehlivé diagnostické a prediktivni markery a velmi Casto je indikovana
zbyte¢n¢ agresivni terapie. Proto jednim z hlavnich cili sou¢asného vyzkumu CaP je hledéni a
provéifovani novych biomarkerti. Jednim z nich by mohla byt fuze genu TMPRSS2-ERG.

V této studii jsme urcili frekvenci vyskytu TMPRSS2-ERG genové fize pomoci FISH
(fluorescence in situ hybridizace). Pozitivni vysledek FISH byl prokazan u 60/155 (39 %)
ptipadd. Zjistili jsme vyznamnou pozitivni korelaci mezi poctem bunék s ptitomnou fizi a
metastazami u CaP. Fuze genu TMPRSS2-ERG byla také asociovana S nizsi expresi PTEN a
pozitivné korelovala s expresi ERG proteinu. Pozorovali jsme také korelaci exprese ERG s
proteiny AR a TOP2B. Dalsi ¢ast nasi prace byla zaméfena na hledani korelace mezi zanétem
a karcinomem prostaty. Bylo prokazano, ze s nddorem asociované makrofagy (TAM) a nador
infiltrujici lymfocyty (TIL) ovliviiuji progresi nadoru. Nasim cilem bylo zjistit, zda miize
pritomnost TMPRSS2-ERG fizniho genu ovlivnit rozsah infiltrace nddorovych struktur
bunikami exprimujicimi CD204 a CD3 antigeny. Zjistili jsme, Ze vyssi infiltrace téchto bunék
Vv nadorovych strukturach pozitivné koreluje s ptitomnosti fuzniho genu. Tato asociace mezi
pritomnosti TMPRSS2-ERG genové fize a rozdilnou schopnosti zanétlivych bun¢k infiltrovat
nadorové struktury nebyla dosud publikovana.

NaSe vysledky potvrzuji dulezitou roli TMPRSS2-ERG genové fize v patogenezi
karcinomu prostaty a také jeji vyuzitelnost jako diagnostického a prognostického nastroje a
V budoucnu potenciondlniho terapeutického cile. Jeji dulezitost nespociva jen v jeji vysoké
prevalenci, kombinovatelnosti s jinymi biomarkery, citlivosti a specificité¢ v ¢asné diagnostice

CaP, ale také v souvislosti s androgenovou signalizaci a s roli, kterou sehrava pii zanétu.

Klicova slova: TMPRSS2-ERG genova fuze, karcinom prostaty, biomarkery, zanét, CD204+
makrofagy, CD3+ T-lymfocyty



ABSTRACT

Prostate cancer (CaP) is one of the most frequent malignancies and the most common
cause of death in men. This is a heterogeneous disease that currently does not have reliable
diagnostic and predictive markers and very often there is indicated an inadequately aggressive
therapy. The main focus of current research on CaP is therefore finding and testing of new
biomarkers. Such a marker could also be a TMPRSS2-ERG gene fusion.

In this study we analysed the frequency of TMPRSS2-ERG gene fusion by FISH
(fluorescence in situ hybridization). The positive FISH results were seen in 60/155 (39 %)
cases. We have found a significant positive correlation between the number of fusion positive
cells and metastasing in CaP. The TMPRSS2-ERG gene fusion was also associated with lower
expression of PTEN and positively correlated with expression of ERG protein. We also
observed the co-expression of ERG, AR and TOP2B. Another part of our work was focused
on a significant association between inflammation and prostate cancer. It has been shown that
Tumor-associated macrophages (TAM) and tumor infiltrating lymphocytes (TILs) affect
tumor progression. Our goal was to determine whether the presence of the TMPRSS2-ERG
gene fusion could affect the level of infiltration of tumor structures by cells expressing CD204
and CD3 antigens. We have found that higher infiltration of these cells in tumor structures
positively correlated with the presence of gene fusion. The association between the presence
of the TMPRSS2-ERG gene fusion and the different ability of inflammatory cells to infiltrate
tumor structures has not yet been published.

Our results confirm the important role of the TMPRSS2-ERG gene fusion in the
pathogenesis of prostate cancer, as well as its utility as a diagnostic or prognostic biomarker
and in the future a potentially therapeutic target. This fusion is important not only for its high
prevalence, possible combination with other biomarkers, sensitivity and specificity in early
diagnostics of CaP, but also in connection with the androgenic signalling and with its role in

inflammation.

Keywords: TMPRSS2-ERG gene fusion, prostate cancer, biomarker, inflammation, CD204+
macrophages, CD3+ T-lymphocytes
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1. TEORETICKY UVOD

1.1. Karcinom prostaty

A

Karcinom prostaty (CaP) je nejbézné;jsi malignitou a druhou nejcastéjsi pti¢inou umrti
spojenou s rakovinou u muzii Ve svété, zejména ve vyspelych zemich [1]. Jeho vyskyt vykazuje
zemeépisné a etnické rozdily. Asijska populace ma ve srovnani s Kavkazskou niz§i vyskyt
tohoto onemocnéni. Pfedpoklada se, Ze tento rozdil mize byt zplisoben odlisnym genetickym

pozadim obou populaci a jinym zivotnim stylem.

CaP je heterogenni onemocnéni, jez se vyznacuje indolentni a agresivni formou [2].
Jeden z hlavnich problémt, co se diagndézy a prognozy tyka, je nedostatek vhodnych
biomarkertu [1]. Stanoveni zvySenych hladin sérového PSA (prostaticky specificky antigen)
a/nebo palpacéni nalez pii rektalnim vySetteni, jsou hlavnimi ukazateli, na jejichz podkladé se
rozhoduje o provedeni biopsie prostaty a ndsledného histopatologického vySetfeni vzorku
tkdn¢. Tato wvySetieni vSak nejsou spolehlivymi ukazateli diagndézy ani vhodného
terapeutického ptistupu. Zvysena hladina PSA mtize byt detekovana i u muzl, ktefi netrpi
nadorovym onemocnénim prostaty [3]. Jediny zpusob, jak ovéfit skuteény stav prostatické
tkan¢ je biopsie. V piipadé, Ze je biopsii potvrzena pritomnost nddoru, chybéji v soucasnosti
validni biomarkery, které by pomohly ur¢it, zda se jedné o tzv. indolentni nebo agresivni formu
CaP. Agresivni karcinomy ziskavaji hormonalni nezavislost a vyviji se v tzv. kastran¢-
rezistentni karcinomy, které metastazuji do kosti, plic, mozku a popfipadé dalSich organd.
benefit z hlediska celkového pieziti [4, 5] . Aby bylo mozZné identifikovat nadory s potencialem
progrese do stadia kastracni rezistence a navrhnout G¢inng;si terapii, je nutné dobte porozumet
molekularnim mechanismim, které stoji za progresi tohoto typu nadoru [2, 3]. Kli¢ovymi
faktory, které se podileji na patogenezi CaP jsou genomické zmény jako je vznik fiznich geni
véetné TMPRSS2-ERG, ztrata tumor-supresorovych gend jako jsou PTEN, TP53 nebo
NKX3.1, chromozomova instabilita, oxidativni stress a zanét [6]. Chronicky zanét prispiva ke
vzniku a vyvoji CaP tim, Ze modifikuje nddorové mikroprostiedi, navozuje bunécny stress a
ovliviiuje ostatni déje souvisejici s malignizaci bunky. Pfi rozvoji zanétu v prostatické tkani

muze hrat vyznamnou roli aktivovany gen ERG [7].



1.2. Genové fuze a jejich vyznam

Jiz delsi dobu je znamo, ze genové fuze, vznikajici na podkladé chromozomovych
pirestaveb, mohou sehravat dulezitou roli v iniciaci kancerogeneze [8]. Jesté nedavno byly
chromozomové prestavby vedouci ke vzniku faznich genG spojovany predevsim
s hematologickymi malignitami a velice zfidka popisovany u solidnich nadord [9]. To se
zménilo v roce 2005, kdy Tomlins a jeho kolegové poprvé popsali u nddoru prostaty genovou
fuzi mezi genem TMPRSS2 (Transmembrane Protease, Serine 2) a onkogennimi ¢leny ETS
(E26 Transformation-Specific) rodiny transkripénich faktort, konkrétné ERG genem (ETS
Related Gene) a ETV1 genem (ETS Variant Gene 1) [10]. V dalsich letech bylo zjisténo, zZe
gen TMPRSS2 fazuje i s dal§imi ¢leny ETS rodiny transkripcnich faktort jako jsou geny ETV4
(ETS Variant Gene 4) nebo ETV5 (ETS Variant Gene 5) [11, 12].

Rodina ETS patfi mezi jednu z nejvétsich rodin transkripénich faktorti. Pro vSechny
Cleny této rodiny je spolecnd konzervovand DNA-vazebnd doména, tzv. ETS doména, ktera
umoziuje vazbu na sekvenci DNA bohatou na puriny obsahujici ,,5-GGA/T-3 core motiv*
[13, 14]. ETS transkripéni faktory hraji dulezitou roli v mnoha biologickych procesech,
zahrnujicich bunéfnou proliferaci, apoptozu, diferenciaci, angiogenezi a invazivitu.
Vysledkem fuze 5'UTR (untranslated region) oblasti TMPRSS2 genu s vys$e uvedenymi geny
pro ETS transkripcni faktory je ve vétSiné pripadt nadmérnd exprese ETS transkripéniho
faktoru, kterd je regulovdna androgeny prostiednictvim ARE elementu lokalizovaného do
oblasti promotoru TMPRSS2 genu [15]. TMPRSS2 gen koduje protein, ktery nalezi do rodiny

serinovych proteaz a je exprimovan v prostatické tkani pod transkripéni kontrolou androgent.

Nejéastéji detekovanou genovou fuzi u karcinomu prostaty je TMPRSS2-ERG [16],
ktera byva ptitomna u 40-70 % piipada [17, 18], a zahrnuje 80-90 % vSech TMPRSS2-ETS
genovych fazi u CaP [10, 19-21]. Genové fize TMPRSS2 genu s dalsimi ¢leny ETS rodiny
transkripCnich faktorti jako jsou ETV1, ETV4 a ETV5 byly detekovany celkem u 5-10 %
ptipadi karcinomu prostaty [22-24].

1.3. TMPRSS2-ERG genova fiize, mechanismus jejiho vzniku

Prestavba s genovou fuzi TMPRSS2-ERG, kterd je detekovéana pfiblizn€ u poloviny
ptipadt CaP, je casnou udalosti v karcinogenezi prostaty. Nevyskytuje se u benigni prostatické

hyperplazie (BPH) a proliferacni zanétlivé atrofie (PIA), ale byva pritomna u pfiblizné 20 %



prostatické intraepitelialni neoplazie (PIN) a u ptiblizn¢ 50 % lokalizovanych nadort prostaty
[10, 25-29].

Relativné vysokd frekvence této fize u karcinomu prostaty je zptisobena relativni
blizkosti obou genti (TMPRSS2 a ERG) na chromozomu 21g22.2. Flze obou gent je nejéastéji
zpusobena intersticialni deleci, pfi niz dochazi ke ztrat¢ oblasti mezi témito geny (pfiblizné 2,8
Mb) nebo v mensi mife inserci této oblasti do jiného chromozomu [17, 30-32]. Delece, jako
pri¢ina vzniku této genové fuze, je pozorovana u 39-60 % TMPRSS2-ERG pozitivnich ptipadi
[19, 33] a ma za nasledek snizeni exprese zhruba 13 genl lezicich v této oblasti. Vedle
onkogenniho potencialu produktu genové fuze TMPRSS2-ERG, mtize byt ztrata alespon dvou
z téchto gend, ETS2 (ETS Proto-Oncogene 2) a HMGN1 (High Mobility Group Nucleosome
Binding Domain 1), spojena s progresi nadoru [19, 20]. Mechanismus vzniku TMPRSS2-ERG
genové flze je shrnut na Obr. 1.

Obr. 1: Mechanismus vzniku TMPRSS2-ERG genové fuze.
A. Faze v dusledku delece 2,8 Mb dlouhé oblasti (znazornéna Cervené). B. Vznik fize v disledku inzerce této

oblasti na jiné misto v genomu. Pievzato z [2].

Na zaklad¢ analyzy genomové vazby byla prokdzana asociace mezi pfitomnosti
TMPRSS2-ERG genové faze a vzacnymi variantami v genu POLI [Polymerase (DNA Direct)
lota (variant F532S)] a ESCO1 [Establishment Of Sister Chromatid Cohesion N-
Acetyltransferase 1 (variant N191S)] u karcinomu prostaty [34]. Oba geny koduji proteiny
podilejici se na opravé dvouietézcovych DNA zlomt, ¢imz chrani chromozomadlni stabilitu a
bréani transloka¢nim udéalostem, jako je fuize TMPRSS2-ERG.

K fazi téchto gentll ptispiva nejen jejich vzajemna blizkost v rdmei chromozomu 21, ale

také androgenova signalizace [35, 36]. Stimulace dihydrotestosteronem vede ke kolokalizaci
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androgenového receptoru (AR) s TOP2B na promotorech androgen regulovanych gent.
Enzym TOP2B [Topoisomerase (DNA) II Beta 180kDa] katalyzuje piechodny vznik dvou
fetézcovych zlomt, aby mohlo dojit k uvolnéni pnuti DNA fetézcl béhem transkripce. VéEtsina
DNA zlomu je spravné opravena, ale ve vyjime¢nych ptipadech mize dojit k de novo tvorbé
TMPRSS2-ERG fuzniho transkriptu. V nékolika publikacich byla pozorovana signifikantné
vyssi koexprese AR a TOP2B i v loziscich PIN v porovnani s BPH [35, 37]

1.4.Vyznam androgenového receptoru a transkripéniho faktoru ERG

AR je jaderny transkripéni faktor, ktery zprosttedkovava piisobeni steroidnich
hormonti. Reguluje expresi cilovych genii v prostaté, napiiklad prostatického specifického
antigenu (PSA), nebo transmembranové serinové protedzy typu 2 (TMPRSS2). Aktivace
androgenového receptoru, zprostfedkovana signalizaci WNT/B-catenin, vede u bunék
s ptitomnou fuzi TMPRSS2-ERG, k AR fizené transkripci a expresi, nasledné zvySené
transkripci fazniho genu a tim k vy$§im hladinam ERG proteinu [38]. Samotna nadmérna
exprese AR nedokaze stimulovat hyperplastickou 1¢zi, ale kdyZ je kombinovana s vysokymi
hladinami ERG, podporuje vyvoj $patné diferencovaného invazivniho adenokarcinomu [39]

Onkogen ERG je klicovym regulatorem fady procesu jako jsou bunééna proliferace,
diferenciace, angiogeneze, zanét a apoptdza [1]. Za normalnich okolnosti je ERG silné
exprimovan v embryonalnim mesodermu a endotelu a sehrava dilezitou roli pti tvorbé cévniho
systému, urogenitalniho traktu a pii vyvoji kosti [40-42]. Jeho aberantni exprese ma vyznamny
dopad na buné¢nou invazivitu [43], metastazovani [44] a na diferenciaci epitelu prostaty [45].
Wang a jeho kolegové ve své praci prokdzali, Ze specifické umlceni genu ERG v buiikéch
nadoru prostaty zpusobuje zablokovani bunéného cyklu na prechodu G0/G1 fazi a zfetelné
inhibuje buné¢nou proliferaci. Prestoze je ERG prvni identifikovany konstitutivné aktivovany
onkogen u karcinomu prostaty, nejsou stale pln€ pochopeny funkéni disledky TMPRSS2-ERG
genové fuze [1].

Stejné tak nejsou zcela znamy vSechny cilové geny tohoto transkripéniho faktoru.
Jednim z nich je, jaderny transkripéni faktor MYC, ktery spousti expresi mnoha gent
podilejicich se na bunétné proliferaci a je souasti vyznamnych bunéénych procesi [45].
Obecné byva ¢asto amplifikovan u mnoha karcinomu (v ramci amplifikace oblasti 8924, kde
je lokalizovan), coz vede k jeho konstitutivni expresi [46]. Zatim vSak neni znamo, jakou
specifickou roli sehrava pii rozvoji karcinomuu prostaty. Amplifikace MYC je vSak asociovana

S pokroc¢ilym onemocnénim. Dokladaji to publikace, které popisuji jeho zvySenou expresi
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v PIN a v invazivnich karcinomech [47, 48], a také prace, jez prokazaly korelaci mezi
amplifikaci 8q24 a vysokym Gleasonovym skore a metastatickym karcinomem prostaty [47-
50]. Zvysena exprese MYC u primarniho karcinomu prostaty byva béznou udalosti [51].
Dalsim cilovym genem je TWIST 1 (TWIST-related protein 1). Tento gen koduje transkripéni
faktor, ktery sehrava dulezitou roli v embryonalnim vyvoji a epitelovo-mezenchymové tranzici
(EMT). Jeho protein také mtze podporovat invazi nadorovych bunék a metastazovani [52, 53].
V roce 2011 identifikovali Riberio a jeho kolegové CRISP3 (Cysteine Rich Secretory Protein
3) jako dalsi cilovy gen ERG transkrip¢niho faktoru. Hladiny mRNA obou téchto gend spolu
silné korelovaly, pficemz exprese CRISP3 u CaP s detekovanou fuzi byla vyssi v porovnani
s CaP, u nichz fuze detekovana nebyla. Pomoci chromatinové imunoprecipitace prokazali, Ze
se ERG vaze ptimo na promotor genu CRISP3 [54]. Tento gen byva exprimovan v muzskych
i zenskych reproduk¢nich organech a uplatiiuje se pii oplodnéni. Jiz diive byl uvadén do
souvislosti s karcinomem prostaty [55] a také navrzen jako mozny specificky biomarker pro
CaP [56, 57].

1.5. Molekularni patogeneze karcinomu prostaty ve vztahu k TMPRSS2-

ERG fiznimu genu

Dvé nejéastéjsi zmeény u karcinomu prostaty jsou vyskyt TMPRSS2-ERG genové fuze
a ztrata tumor-supresorového genu PTEN (Phosphatase And Tensin Homolog) [44, 58]. Tento
nadorovy supresor je soucasti signalni drahy fosfatidylinositol-3-kinazy/ AKT (PI3K/AKT) a
pusobi zde jako negativni regulator, ktery defosforyluje fosfatidylinositol 3,4,5-trifosfat (PIP3)
na fosfatidylinositol 4,5-difosfat (PIP2) a tim snizuje aktivitu AKT. Ztrata PTEN exprese se
projevi néslednou aktivaci AKT (Proteindza B, PKB), ktera inhibuje apoptdézu a podporuje
bunénou proliferaci. Aberantni exprese PTEN je popsana u mnoha nadort, véetné
metastatického karcinomu prostaty, u n€éhoz byva ¢asto detekovana homozygotni delece tohoto
genu [59-61]. Vétsina piipadd primarnich karcinomu prostaty nese heterozygotni ztratu PTEN
[62, 63]. Bismar ve své praci predpoklada, ze vyvoj CaP prvotné uréuje hemizygotni delece
PTEN, coz vyvola vznik PIN léze [64]. Tato monoalelicka inaktivace PTEN vede ke
genomické instabilité, na zaklade, které snadnéji dochazi ke chromozomalnim pfestavbam, coz
miiZze vést ke vzniku genové fize a progresi onemocnéni. Nasledna inaktivace druhé alely
PTEN genu (mtZe jit o homozygotni deleci, nebo deleci jedné alely a mutaci druhé)

charakterizuje zvlasté agresivni podskupinu karcinomu prostaty [65].
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Nekolik studii prokazalo, ze zvySena exprese ERG v epitelovych bunkach prostaty
dospélé mysi dostacuje k indukci epitelové hyperplazie a fokalni prostatické intraepitelové
neoplazie, ne v§ak k rozvoji karcinomu [39, 66, 67]. Dokazuji tak, ze zvySena exprese ERG se
mize podilet na transformaci epitelovych bunék prostaty, ale sama o sob¢ neindukuje vznik
karcinomu prostaty. Az zvySena exprese ERG spolu s deleci PTEN vede k rozvoji dobie
diferencovaného adenokarcinomu [44, 58]. ERG protein je také zapojen do aktivace
represivnino  epigenetického  programu  prostfednictvim  piimé aktivace H3K27
methytransferazy EZH2 (Enhancer Of Zeste Homolog 2). Zde sehrava TMPRSS2-ERG flize
rozhodujici roli. UmoZiuje progresi nadoru narusenim specifické diferenciacni linie prostaty
a podporuje dediferenciacni program, jez je zprostiedkovany pravé pomoci EZH2 [68]. U ERG
pozitivnich karcinomu prostaty byla rovnéZ detekovana zvysena exprese efektoru Wnt signalni

drahy FZD4, ktery se muze podilet na bunééném fenotypu vedoucim k vyvoji EMT [69, 70].

1.6. TMPRSS2-ERG a jeho role pri zanétu

Chronicky zanét je dulezitym faktorem pti vzniku nadord u riznych typt malignit [71].
Zanét muze ovlivnit patogenezi karcinomu prostaty modifikaci nadorového mikroprostiedi,
remodelovanim extracelularni matrix a zahajenim procesu EMT. Bunécny stres navozeny
zénétem zpusobuje poskozeni genomu, které vede k bunécné transformaci, zvySené
vaskularizaci a mutacim DNA. Béhem bakterialni infekce dochazi k infiltraci prostatické tkané
neutrofilnimi granulocyty, makrofagy a lymfocyty. To vede k produkci volnych kyslikovych
a dusikovych radikali a rtznych cytokind, které méni tkanové mikroprostiedi, zplisobuji
ireverzibilni defekty DNA a tim vedou k maligni transformaci. Produkce enzym, cytokini a
chemokinil také podporuje rist a Sifeni nadorovych bunck. Na druhé stran¢ se zanétlivé buiiky
rovnéz UcCastni imunitnich déji a nckteré typy bunck mohou byt vyznamnym faktorem
potlacujicim nadorovy rust a zplsobujicim regresi nddorovych bunék. Doposud neni zcela
jasné, které typy bunc¢k podporuji nddorovy rist, a které naopak plsobi protinddoroveé. Zanét
koreluje se zvySenym rizikem vzniku proliferativni zanétlivé atrofie (PIA) a mize maskovat
prostatickou intraepitelovou neoplazii nebo incipientni karcinom pfi benigni prostatické
hyperplazii, coz miize znamenat chybnou interpretaci bioptického nalezu [72].
Dtlezitou soucasti nadorového mikroprostfedi jsou s nddorem asociované
makrofagy (TAM) a nador infiltrujici dendritické bunky (TIDC), které mohou navodit
imunosupresi a podporovat progresi nadoru ve spolupraci s infiltrujicimi lymfocyty (TIL) [73].

Makrofagy jsou hlavni slozkou nador infiltrujicich imunitnich buné¢k, které mohou podpofit
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iniciaci nadoru, jeho progresi a vznik metastaz. Bylo prokazano, ze infiltrace TAM koreluje se
$patnou progndzou u karcinomu prsu, délozniho ¢ipku a moc¢ového méchyie. Souvisi vsak s
lepsi progndézou u nemalobunééného karcinomu plic a kolorektalniho karcinomu, coz
naznacuje odlisSné mechanismy v riznych typech nadori nebo v riaznych tkanovych
prostifedich. Bylo provedeno mnoho studii, které se zabyvaly markery asociovanymi s
makrofagy ve vzorcich karcinomu prostaty s riznymi velikostmi soubori pacienti a

koncovymi vystupy. Vysledky vSak zlstavaji kontroverzni [74].

Aggressive
CaP

15-Keto
PGE2

Obr. 2: Navrhovany model propojeni TMPRSS2-ERG genové fiize se signalni drahou prostaglandind.
Inhibice HPGD (15-hydroxyl-prostaglandin dehydrogenaza) v dtsledku nadmérné exprese TMPRSS2-ERG
genové fuze zabranuje katabolismu PGE2, takze akumulace PGE2 ma za nasledek aktivaci uPA a rust bunék, coz
prispiva k progresi CaP. ERG se ptimo vaze na promotor uPA. EP4 - receptor 4 prostaglandinu E2, COX1, 2 —

cykloxygenaza 1 a 2, PGE2 — prostaglandin E2, uPA — urokindzovy typ plasminogenovy aktivator. Pfevzato z
[70].

ERG protein je schopen indukovat PIN a stimulovat signalizaci zprostfedkovanou
prostaglandiny v buiikdch CaP, kde je exprimovan v koncentracich 20 az 100x vysSich nez v
benignich tkanich [70]. Podle udaji z literatury existuje mozna vazba mezi schopnosti fuzniho
genu ovliviiovat hladiny prostaglandini nebo obecné zénét a funkcénosti drahy ovlivnéné

cyklooxygenazou-2 (COX-2), enzymem, ktery kontroluje syntézu prostaglandinti. Nadmérna
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exprese ERG je také nepfimo umérna expresi 15-hydroxyl-prostaglandin dehydrogenazy
(HPGD), enzymu podilejicim se na degradaci prostaglandini. Byla prokézana schopnost
prostaglandind indukovat rdst karcinomu prostaty, regulovat expresi ,urokinase-type*

plasminogenového aktivatoru a ptispivat tak K invazivité¢ nadorovych bunék [69, 70] (Obr. 2).

1.7. Prognosticky vyznam TMPRSS2-ERG genové fize

Od roku 2005, kdy Tomlins a jeho kolegové [10] poprvé popsali piitomnost této fuze v
CaP, bylo publikovdno mnoho studii na toto téma, avSak jeji prognosticky vyznam zlstava 1
Vv soucasnosti nejasny [1]. Lze fici, ze pievladaji publikace, v nichz pfitomnost TMPRSS2-ERG
genové flze koreluje s horsi prognozou [19, 75-78]. Je v8ak mozné najit také prace, kde je
piitomnost této fuze v asociaci s dobrou prognézou [79-81] a také publikace, kde autofi
nenalezli Zadny vztah mezi vyskytem fize a progndézou onemocnéni [28, 82-85]. Moznym
vysvétlenim, pro¢ tomu tak je, mohou byt rozdilné piistupy jednotlivych védeckych tymd.
V jednotlivych pracich jsou patrné rozdily ve vybéru vzorku, velikosti souboru pacientd,
rozdilnostech ve zpracovani vzorka a v neposledni fad¢ také ve vybéru metody, kterou je
TMPRSS2-ERG genova fuze detekovana [15, 86]. Klicovym problémem je rozdilné stanoveni
vyslednych korelujicich parametra (,,end-point* studie), které piedstavuji bud’ biochemické
selhani (zvySeni sérového PSA po prostatektomii) nebo smrt v dasledku CaP [87]. Odlisné
vysledky by také mohly byt zapii¢inéné charakteristikami karcinomu prostaty jako je napf.
heterogenita nadorové bunécné populace, piitomnost fuznich variant, a geografické nebo
etnické rozdily [15].

Attard a kolegové [75] nalezli pacienty se dvéma a vice kopiemi fizniho genu (k jehoz
vzniku doslo deleci), ktefi méli ve srovnani s pacienty bez této fiize kratsi interval pteziti. Toto
zjisténi se shoduje s vySe uvedenym zjisténim, Ze nadmérnd exprese ERG by méla byt
zodpovédna za progresi naddoru, a dale s tim, zZe deletovany usek o velikosti 2,8 Mb (nesouci
geny s tumor-supresorovou aktivitou) se miize také podilet na onkogennim potencidlu
TMPRSS2-ERG flizniho produktu [10, 19].

Naproti tomu Gopalan spolu s kolegy [83] zjistili, z2 TMPRSS2-ERG piestavba
korelovala s lepsi diferenciaci nadoru (niz§im ,,gradem®). Nicméné popsali i podskupinu
karcinomt, u nichz byl zvySen pocet kopii TMPRSS2-ERG a tento nalez koreloval s vice
agresivnim CaP. Tyto nadory byly pfevdzné aneuploidni/tetraploidni a obsahovaly dalsi

chromozomové abnormality. Na zakladé toho usoudili, Ze agresivni chovani nadoru je dano
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spiSe aneuploidii, nez jen zvySenim poctu kopii prestavéného TMPRSS2-ERG fiizniho genu.
Podobné zavéry publikoval také Toubaji a kol. [85]. Tomuto tymu se nepodaftilo prokazat
asociaci mezi TMPRSS2-ERG genovou fuzi a rekurenci onemocnéni. Byl tak zpochybnén
prognosticky vyznam ERG genové fuze stanovené pomoci FISH. Podafilo se vSak nalézt
asociaci mezi znasobenim poctu kopii ERG genu a vyssim rizikem rekurence CaP. Podle
vysledki této studie je vyssi pocet kopii genu ERG vysledkem nadorové aneuploidie, kterd vede
k polyzomii chromozomu 21. Vyssi pravdépodobnost nadorové progrese u karcinomu s vétsim

vvvvvv

oznacily aneuploidii za negativni prognosticky faktor u CaP [88-90]. K nejednozna¢nému

prognostickému vyznamu TMPRSS2-ERG genové fize mohou pfispivat také fizni varianty a

heterogenita CaP.

1.7.1. TMPRSS2-ERG fuzni varianty

Bylo popsano vice nez 20 transkripénich variant této fuze, které vznikaji bud
Vv disledku alternativniho sestiihu nebo v disledku rekombinace (napft. intersticialni deleci,
inserci, translokacemi) [15]. Nej¢astéjsi varianta TMPRSS2-ERG genové fiize vznika spojenim
exonu 1 TMPRRS2 genu a exonu 4 ERG genu [17]. Wang a kol. ukazali, Ze jak pfitomnost
urcitych isoforem TMPRSS2-ERG genové fuze, tak jejich expresni hladina ovliviiuji progresi
CaP [76]. Napiiklad isoforma sestavajici se z exonu 1-2 TMPRSS2 genu a exonu 4 ERG genu
je asociovana s agresivnim typem CaP. Také exprese kompletniho proteinu ERG podporuje
transkrip¢ni aktivitu onkogent a usnadiiuje nadorovou progresi. Naopak nékteré N-terminalné
zkracené varianty proteinu ERG, vzniklé v dasledku TMPRSS2-ERG fuzniho genu (ztracena
NTD nebo PNT doména) mohou inhibovat transkripcni aktivitu, a to tim, Ze se kompetitivné
vazi na ETS domény vazebnych mist u CaP. Karcinomy prostaty, které exprimuji tento typ

zkraceného ERG proteinu se mohou projevovat méné agresivné [91] (Obr. 3).
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l Gene Fusion
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NTD PNT ETS CTD Full length ERG Protein
PNT ETS CTD N-term Truncated ERG Protein
ETS CTD N-term Truncated ERG Protein
NTD PNT C-term Truncated ERG Protein

Obr. 3: Schéma jednotlivych strukturnich variant ERG proteinu.

NTD, N-terminalni transkrip¢ni aktivacni doména; PNT, protein-protein interakéni doména; ETS doména, DNA

vazebna doména; CTD, C-terminalni transkripéni aktivaéni doména. Prevzato z [91].

1.7.2. Heterogenita karcinomi prostaty

Vétsina karcinomd prostaty vznika multifokalné [92]. CaP totiz patii do skupiny
nadorovych onemocnéni, které vznikaji z n€¢kolika nezavislych bunéénych klond. To potvrzuji
rozdilné nalezy deleci odlisnych alel v ramci riznych nadorovych ohnisek [93, 94]. Pfiblizné
75 % vzorkll pochazejicich zradikalni prostatektomie mad né&kolik nddorovych ohnisek.
Existuji studie, které zkoumaly ETS faze v kontextu multifokalniho nadoru. Tyto studie
prokazaly u 41 % az 67 % ptipadl, Ze se jednotlivd nddorova ohniska od sebe liSila bud’
V pfitomnosti ¢i nepfitomnosti téchto fuzi, nebo v mechanismu vzniku genovych fuzi
(v dusledku delece nebo inzerce) [17, 28, 95-98]. Tato pozorovana fokalni heterogenita
podporuje hypotézu, ze karcinogeneze prostaty je multicentricky proces, na kterém se podili
nejméné dvé nezavislé signalni drahy, coZ vede ke vzniku paralelné se vyvijejicich nadorovych
populaci bungk, z nichz nékteré vznikaji s prispénim signalni drahy zprostfedkované ETS [27].
Byla také popsana heterogenita uvniti jednotlivych nadorovych lozisek [29, 99, 100]. Svensson

se spolupracovniky popsali piipad heterogenity, kde v jednom fokusu nalezli bunécna jadra,
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ktera byla pro tuto fizi pozitivni i negativni a ptipady, kde tato fize vznikala, jak v disledku
delece, tak inserce. Tato heterogenita mize byt disledkem nadorové progrese a muze vést

k rozdilnym klinickym projeviim [99, 101].

Nékolik studii prokazalo pritomnost TMPRSS2-ERG genové fuze ve vétSing piipadi
metastatického CaP [33, 102, 103]. U ptipadi nadoru prostaty s jednim nadorovym ohniskem,
byl status ERG piestavby shodny pro primarni CaP i pro metastazy. U ptipadd multifokalniho
CaP, navzdory popsané vyznamné heterogenité, byl status ERG piestavby shodny v
dominantnim nadorovém ohnisku a v metastazach. Tato shoda naznacuje, Ze metastazy
pravdépodobné vznikaji u multifokdlniho CaP z dominantniho nadorového loziska. AvSak
nemuzeme vyloucit, ze metastazy také vznikaji ze sekundarniho ohniska, zvIasté u pacientd,
jejichz dominantni a sekundarni ohnisko vykazuje podobny typ TMPRSS2-ERG genové fuze
[104]. V souladu s timto Mehra a kolegové [96] publikoval, ze u 83 % ptipadi mize byt
TMPRSS2-ERG fuze spojena s dominantnim nadorem. Avsak u 17 % byla fuze pozorovana
jen u sekundarnich nadord. Tyto vysledky také naznacuji, Ze mala ¢ast piipadt sekundarnich
nadorli nese vyznamnou aberaci. Navic, Perner spolu s kolegy [102] zjistil, Ze multifokalni
CaP muze vykazovat jak ERG pozitivni, tak ERG negativni loZiska, pfi¢emz ERG pozitivni
méla vétsi predpoklad zalozit metastazu. Tento nalez ma jasny klinicky dopad na progresi
onemocnéni a navrzeni vhodné 1é¢by. Na druhou stranu Guo se spolupracovniky publikovali,

7e metastatické buiiky mohou pochazet také z lozisek s ERG-negativni piestavbou [104].

1.8. TMPRSS2-ERG jako diagnosticky znak

Jak jiz bylo uvedeno dfive, obecné pouzivany diagnosticky marker PSA neni dostate¢né
specificky. Jeho hlavnim limitem, je nizka specifita (25-40 %), ktera vede k vysokému poctu
negativnich biopsii. Pfesto je dilezité diagnostikovat nador vcas, tak aby byla co nejdiive
nasazena vhodna terapie [105]. V soucasné dobé je proto zaméfena pozornost na TMPRSS2-
ERG genovou fuzi, kterd miize sehravat dilezitou ulohu pti diagnostice CaP a to jednak jako
samostatny biomarker nebo v kombinaci s ostatnimi znaky.

Pouziti vice biomarkert u heterogenniho onemocnéni, jako je CaP vede ke zvySeni
diagnostické senzitivity i specificity [106, 107]. V posledni dobg, je v tomto sméru zaméfena
pozornost také na PCA3 (Prostate Cancer Antigen 3). PCA3 je gen, ktery exprimuje nekddujici
RNA (ncRNA). Vysoka exprese PCA3 probiha v nadorovych buiikach prostaty a muze byt
detekovana v moci pacientt [108], stejn€ jako produkt fizniho genu TMPRSS2-ERG. Nedavné
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studie ukazaly, ze pravé kombinace téchto dvou biomarkertt by mohla zlepsit zachyt CaP, coz
by mohlo vést ke snizeni poctu indikovanych biopsii. Testovani téchto dvou RNA v moci
pacientd by ptedstavovalo neinvazivni zptuisob diagnostiky CaP [105, 109].

TMPRSS2-ERG genova fiize mize mit vyznam i jako samostatny biomarker [110]. Byly
publikovany ptipady, kdy prikaz této genové fuze potvrdil ,,prostaticky” pivod. Adra a
spolupracovnici naptiklad popsali pfipad muze s diseminovanym onemocnénim, u né¢hoz se dle
dostupnych technik nedatilo prokazat piivod metastdz. Teprve potvrzenim piitomnosti
TMPRSS2-ERG genové fize mohli u tohoto pacienta diagnostikovat kastracné-rezistentni
karcinom prostaty [111]. Jinym pfipadem mize byt vyuziti fizniho genu v diagnostice
malobunééného karcinomu prostaty, ktery je oproti klasickému adenokarcinomu pomérné
vzacny, ale vyznaCuje se agresivnéjSim chovanim a metastazovanim. Nejznaméjsi
malobuné¢ny karcinom je malobunéény karcinom plic. V nékterych ptipadech je t&Zké od sebe
odlisit jednotlivé druhy malobunéénych karcinomii zvlasté u malych vzorkl biopsii. Bylo
prokazano, ze zastoupeni TMPRSS2-ERG fiize u malobunéénych karcinomi prostaty je stejné
jako u adenokarcinomti [112-115]. Pfestoze se tato piestavba nachazi piiblizné u 50 % piipadd,
je jeji prediktivni hodnota vyssi nez napt. hodnota PSA nebo prosteinu, které jsou piitomny
pouze u 28 % piipadd malobunéénych karcinomt prostaty [116]. Detekce TMPRSS2-ERG
genoveé fuze pomoci IHC, FISH nebo DNA sekvenovanim muze potvrdit prostaticky ptivod
karcinomu [87, 110, 111]

1.9. TMPRSS2-ERG jako potencialni terapeuticky cil i prediktivni

biomarker

V soucasné¢ dob¢ dominuje 1é€beé pokrocilych karcinomi prostaty vyuziti inhibitoril
androgenovych receptord, které v pribéhu poslednich dvou desetileti pfispély k poklesu
umrtnosti na toto onemocnéni o 30-40 %. Pres neustalé zdokonalovani vlastnosti téchto 1k,
se vSak u vetSiny pacientti nakonec vyvine rezistence [117]. Jak jiz bylo uvedeno diive,
nejcastéj$i abnormalitou u karcinomu prostaty je genova fize TMPRSS2-ERG, které se
vyskytuje u pfiblizné 50 % vsech karcinomu prostaty [10]. Piestavba TMPRSS2-ERG je pti
vyvoji nadoru prostaty povazovana za casnou udalost a je asociovana s agresivnéj$i formou
onemocnéni [42]. Exprese ERG navic v pribéhu progrese onemocnéni pretrvava [118].
Z tohoto diivodu miize byt fuzni gen TMPRSS2-ERG vyuzit jako potencidlni terapeuticky cil

nebo prediktivni biomarker.
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ERG miize byt terapeuticky cil inhibi¢nich peptidi, které se piimo vazi na DNA
vazebnou doménu ERG a narusuji tak jeji interakce s DNA [119]. Dalsi ptistup vyuziva
zvySenou exprese FGF (Fibroblast growth factor) ligandt a receptor u karcinomid prostaty
s nadmérnou expresi ERG v kombinaci se ztratou PTEN. Vysledky publikované v praci Shao
a spolupracovnikti naznacuji, ze by FGF receptor mohl byt u téchto nadorii terapeutickym
cilem specifickych monoklonalnich protilatek [120]. Pro snizeni ERG signalizace je mozné
vyuzit RNA interference pomoci malych molekul shRNA (short harpin RNA). Pro transport
do buriky jsou vyuzivany napiiklad lentivirové vektory [121]. Sreenivasa R. Chinni s kolegy
vyuzil u pacienti S CRPC lentivirového vektoru a RNA interference k vyrazeni genu ERG z
funkce a prokazali vyssi uc¢innost enzalutamidu u TMPRSS2-ERG pozitivnich CaP [122].

V soucasné dob¢ se realnému pouziti u kastra¢né rezistentnich nadora prostaty nejvice
ptiblizuje vyuziti PARP inhibitord. Brenner a kolektiv zkoumali mechanismus, jakym
TMPRSS2-ERG fuze zprosttedkovava svij téinek, a zjistili, ze produkt ETS genové fuze
fyzicky interaguje s enzymem poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1) a s katalytickou
podjednotkou DNA-protein kinazy (DNA-PKcs). Oba tyto faktory jsou zodpovédné za ERG-
zprostiedkovanou transkripci a bunécnou invazi, coz ukazuje na fakt, Ze jsou oba tyto
kofaktory nezbytné pro nadorovou progresi zprostiedkovanou ERG [123]. PARP1 enzym se
také podili na excizni opravé a byl zkouman v fadé preklinickych a klinickych studii jako
terapeuticky cil u nadort s defektem v opravé dvouietézcovych zlomti DNA. Naptiklad u
nadort prsu s prokazanou mutaci v genech BRCAL nebo BRCA2, tedy s defektem v opraveé
pomoci homologni rekombinace (HR). P#i inhibici PARP dochazi k akumulaci
jednotetézcovych zlomu, ze kterych mohou béhem replikace vzniknout zlomy dvouietézcové.
Pokud nejsou tyto zlomy opraveny homologni rekombinaci, dochazi k nouzové opravé pomoci
NHEJ (,,non-homologous end joining*) a vysoké genomové¢ nestabilité, kterd je letalni i pro
vétsinu nadorovych bunék [124, 125]. Na zakladé vySe uvedenych dat a preklinickych
vysledku se piedpoklada, ze ETS-pozitivni nadory by mohly odpovidat 1épe na inhibici PARP1
nez ETS-negativni nadory, coz ¢ini z ETS statusu potencionalni dtilezity prediktivni biomarker
[123]. Prvni PARP inhibitor nazyvany Lynparza (diive Olaparib) byl schvaleny pro lé¢bu
BRCA1/2 mutovanych nadoru vajeéniki a velmi slibné vysledky byly také ziskany v klinické

studii faze II u skupiny kastra¢né rezistentniho nadoru prostaty [126].
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2. CILE PRACE

1. Zmapovat prevalenci TMPRSS2-ERG genové fiize v nasem souboru pacientt.

2. Ziskané vysledky zhodnotit ve vztahu ke klinicko-patologickym parametrim
karcinomu prostaty

3. Analyzovat vztah TMPRSS2-ERG pfestavby k vybranym proteinim (TOP2B, ERG
a PTEN).

4. Overit, zda pritomnost genové prestavby TMPRSS2-ERG miize souviset se

zéanétlivou infiltraci patologickych 1€zi v prostaté.
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3. METODY

3.1. Material

Analyzované vzorky byly ziskany z tkatiové banky Ustavu Klinické a Molekularni
Patologie, Palackého Univerzity a Univerzitni nemocnice v Olomouci, ¢ast vzorkd pochazela
z Komplexniho Onkologického centra v Novém Ji¢in€. Jednalo se o vzorky tkané pacientt
S adenokarcinomem prostaty, fixovanych formalinem a uchovanych v podobé¢ parafinovych
blokd, ve stadiich T1-T4, NO-N1, MO, ktefi podstoupili radikalni prostatektomii (RP) v letech
2004-2011. Pted radikalni prostatektomii nebyli pacienti léCeni hormonalni terapii, ani
nepodstoupili radioterapii. U vétSiny pacientii byla k dispozici nésledujici data: vék v dobé
diagnézy, hladina PSA — pted RP, pTNM stadium, Gleason skore, kategorie nadoru
(lokalizovany CaP — byl definovan jako T1-T2, NO, MO; lokaIn€ pokroc¢ily CaP — byl definovan
jako T3-T4, NO-N1, M0), kategorie rizika (nizké riziko: T1-T2a, Gleason skore <6, PSA<10
ng ml, stiedni riziko: splnéni nejméné jedné této podminky: T2b-c, Gleason skore 7 nebo PSA
vy$§i nez 10 a nizsi nez 20 ng ml™?, vysoké riziko: spInéni nejméné jedné této podminky: T3-

T4, Gleason skore >7 nebo PSA>20 ng ml?) (Tab. 1).

V této metodické Casti se zamétuji pouze na popis piipravy a hodnoceni vzorka
metodou FISH. Provedeni metod IHC analyzy, kvantitativni RT-PCR, které¢ byly pouzity
k detekci nasledné porovnavanych faktort (AR, TOP2B, ERG, CD 204+, CD 3+ a PTEN) je
mozné dohledat v téchto pracich [3, 7, 127].
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. ., Pozitivni - FISH (n=60)
Klinicko- L. Negativni - FISH -
patologicke | PO (n=95) Prestavba TMPRSS2 | D%190€ - potvzend
parametry
2n (n=89) | 4n (n=6) | 2n (n=23) | 4n (n=4) | 2n (n=23) | 4n (n=10)
PSA kategorie
0(<2,5) 2 2 0 0 0 0 0
1(2,5-4) 20 11 0 3 0 3 3
2 (4-10) 85 52 2 12 2 12 5
3 (>10) 45 23 4 7 1 8 2
neznamo 3 1 0 1 1 0 0
Gleason 1-2
1 (<6) 40 30 0 6 0 4 0
2(27) 112 57 5 17 4 19 10
neznamo 3 2 1 0 0 0 0
Gleason abc
a (<6) 40 30 0 6 0 4 0
b (7) 77 39 3 15 1 15 4
c(>8) 38 20 3 2 3 4 6
neznamo 0 0 0 0 0 0 0
CaP kategorie
lokalni 105 61 1 17 1 19
pokrocily 48 27 5 5 3 4
neznamo 2 1 0 0 0
PTG risk
nizké 54 29 1 10 1 11 2
stfedni 35 22 0 5 0 6 2
vysoké 64 37 5 7 3 6 6
neznamo 2 1 0 1 0 0 0
Metastazovani
NO 90 52 4 14 2 14 4
N1 12 5 2 1 1 1 2
neznamo 53 32 0 8 1 8 4
Metastazovani
MO 33 20 1 3 0 5 4
M1 4 0 0 2 1 0 1
neznamo 118 69 5 18 3 18 5

Tab. 1: Souhrn Klinicko-patologickych parametri.

Celkem popsano 155 pripadu, u nichz byla usp&sné provedena FISH.
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3.2. Detekce TMPRSS2-ERG metodou FISH

K detekci prestavby TMPRSS2 a ERG gent jsme pouzili metodu FISH. Tato analyza
byla provedena sondou Poseidon TMPRSS2-ERG (21g22) Del, Break, TC Probe (Kreatech
Diagnostics, Amsterdam, Nizozemi). Jedna se o tiibarevnou sondu optimalizovanou k detekci
intersticialni delece mezi geny TMPRSS2 a ERG, ke které dochazi disledkem faze téchto gend.
Oba geny se nachazeji na chromozomu 21 v oblasti g22. Tato sonda také detekuje piestavby
v oblasti 21922, napiiklad miZze zachytit translokaci genu TMPRSS2 s dalsimi ETS
transkripcnimi faktory jako jsou ETV1 t(7;21) nebo ETV4 t(17;21) (Obr. 4).
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Obr. 4: Schéma znazoriiujici konstrukci sondy, uréené k detekci TMPRSS2-ERG genové fuze.
Distalni oblast genu TMPRSS2 je znacena ¢ervenym fluorochromem, proximalni oblast tohoto genu je znacena
zelenym fluorochromem (jeho deleci, dochazi k fuzi téchto gend). Oblast pro ERG gen je znaena modrym

fluorochromem.

FISH byla provedena na parafinovych fezech o tloustce 4 um, po piedchozi fixaci ve
formalinu. Deparafinizovana tkan byla oSetfena 0,2 M HCI po dobu 20 minut, NaSCN po dobu
30 minut pfi 80 °C a natravena pepsinem (Sigma-Aldrich, USA) po dobu 70 minut.
Kodenaturace tkané a FISH sondy trvala 5 minut pfi teploté 80 °C, nasledovana hybridizaci
pti37 °C ve vlhké komurce pfes noc (StatSpin ThermoBrite, IRIS, MA). K odmyti nenavazané
sondy byly pouzity odmyvaci roztoky 2xSSC NP-40 (2 minuty pii 73°C) a nasledn¢ 2xSSC
NP-40 (1 minuta pfi pokojové teploté). Po oschnuti skel nasledovalo podbarveni pomoci 4,6-

diamino-2-fenylindol (DAPI II, Vysis, Downers Grove, IL). Vzorky byly analyzované pod
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zvétsenim 100x pomoci fluorescenéniho mikroskopu Olympus BX-51(Olympus, Center
Valley, PA), ktery byl doplnén o sadu fluorescenénich filtri a CCD (charge-coupled devide)
kameru. Fluorescence byla zachycena pomoci softwaru ISIS (MetaSystems, Altlussheim,

Némecko).

3.3. Hodnoceni a interpretace vysledki FISH

Podaftilo se nam uspé$né zhodnotit celkem 155 vzorkit metodou FISH. Vzorky, které
opakované nehybridizovaly (se slabymi signaly nebo bez signali) byly vylouceny z analyzy.
Pro hodnoceni byly u vsech ptipadi vybrany reprezentativni parafinové bloky s nadorovou
tkani. Dale byly k dispozici preparaty barvené hematoxylinem-eosinem (H&E) ze stejného
fezu, které byly jiz zhodnocené patologem, a umoznily lepsi orientaci v ramci preparatu a
identifikaci nadorovych bun¢k. Celkem bylo u kazdého vzorku hodnoceno 100 buné¢nych
jader, v piipadé nejasnosti byl hodnoceny pocet bunék navySen a konzultovan s dal$im
kvalifikovanym pracovnikem. Ke stanoveni hodnoty cut off (délici hranice, podle které jsou
vysledky FISH klasifikovany jako pozitivni nebo negativni) bylo pouzito 50 negativnich

vzorkl (zdrava tkan a BPH). Hodnota cut off byla stanovena na 15 %.

Sestavy signali mapujici uvedené lokusy (C-Eerveny fluorochrom, Z-zeleny
fluorochrom, M-modry fluorochrom) byly hodnoceny dle manualu, ktery je soucasti baleni
sondy (Obr. 5). Buné¢né jadro s normalni sestavou signalti bez detekované chromozomové
aberace v lokusu 21q22 reprezentuji dva fuzni signaly - 2Z2C2M. Genova faze TMPRSS2-
ERG, ktera vznika v dasledku intersticialni delece mezi témito geny se projevi ztratou zeleného
signalu, vysledna sestava signalti vypada takto 1Z1C1M alC1M. V piipadé prestavby genu
TMPRSS2 dochazi k rozdéleni fizniho signdlu, vysledna sestava signdlii pfedstavuje 1 fuzni
signal 1Z1C1M a jeden izolovanym Eerveny signal 1C a jeden fiizni signal sloZzeny ze zeleného

a modrého signalu 1Z1M (piedstavuje derivovany chromozom 21).
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Obr. 5: Trojbarevna sonda, uréena k detekci TMPRSS2-ERG genové fiize.

Znazornéni vysledné sestavy signalid v bunééném jadte, (distalni oblast genu TMPRSS2 je znadena Cervenym
fluorochromem, proximalni oblast tohoto genu je znacena zelenym fluorochromem, oblast pro ERG gen je
znac¢ena modrym fluorochromem). A. Buné&¢né jadro s normalni sestavou signald, v ramci lokusu 21g22 nebyla
prokazana chromozomalni aberace, pozorujeme dva fizni signaly pro vSechny tii fluorochromy. B. Bunééné jadro
s prokazanou TMPRSS2-ERG genovou fuzi, ktera vznikla v disledku delece v intersticialni oblasti mezi témito
geny, projevi se jako ztrata zeleného signalu (bila Sipka). C. Bunééné jadro s detekovanou prestavbou genu
TMPRSS2, projevi se rozpadem fuzniho signalu — pozorujeme jeden fzni signal pro zeleny a modry fluorochrom
a jeden izolovany Cerveny signal (bila Sipka).

3.4. Statisticka analyza

Data v kapitolach 4.6, 4.7 byla analyzovana v programu Statistica 12.0 (StatSoft, USA)
pomoci testt Mann-Whithey, Kruskal-Wallis, ANOVA a Pearsoniv chi-kvadrat. Vysledky
Vv kapitolach 4.2, 4.3, 4.4 a 4.5 byly hodnoceny v programu SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). V piipad¢, Ze Shapiro-Wilklv test normality odhalil nenormalni distribuci dat, byl pouzit
neparametricky Kruskal-Wallis test s Bonferroniho korekci. Korelace byly vyhodnoceny
Spearmanovym korela¢nim testem a kategorialni udaje byly testovany pomoci Pearsonova chi-

kvadratu. Vysledky analyz byly povazovany za statistiky vyznamné na hladin€ niZ$i nez 0.05.
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4. VYSLEDKY

Celkem jsme metodou FISH vyhodnotili 155 vzorkd nadoru prostaty. U ¢asti téchto
vzorki (n=100) byla provedena imunohistochemicka analyza, pomoci niz jsme stanovili
expresi AR, ERG a TOP2B, miru infiltrace struktur BPH, PIN a CaP CD204+ makrofagy a
CD3+ T-lymfocyty. Hledali jsme asociaci mezi pfitomnosti genové fize a klinicko-
patologickymi charakteristikami pacienti s CaP. U malého souboru pacientii (N=28) byl také
sledovan vztah TMPRSS2-ERG fluize k expresi nadorového supresoru PTEN a dalSim

proteiniim.

4.1. Detekce TMPRSS2-ERG genové fize a piestavby TMPRSS2 genu
pomoci FISH.

Podatilo se ndm pomoci FISH zhodnotit 155 vzorkd z celkového poétu 184. Uspésnost
vysetfeni tedy byla 84 %. Vzorky se slabymi signaly nebo bez nich byly vylouceny z analyzy.

Z celkového poctu 155 tspésné zhodnocenych vzorki bylo 61 % negativnich a 39 %
FISH pozitivnich (Tab. 1). U 33 ptipadt (55 % pozitivnich ptipadi) byla detekovana delece
oblasti lokalizované mezi geny TMPRSS2 a ERG, coz potvrzuje pfitomnost fiuzniho genu
TMPRSS2-ERG. U 27 ptipadl (45 %) byla nalezena ptestavba genu TMPRSS2. V ramci této
skupiny pozitivnich ptipadu je mozné, Ze doslo k fiizi TMPRSS2 genu s ostatnimi ETS faznimi
partnery jako je: ETV1, ETV4 a ETV5. Dale byly detekovany pocetni zmény v daném lokusu,
atou 14 (23 %) ze 33 pozitivnich ptipadi a u 6 (4 %) ptipadd v ramci negativniho vysledku.
Zachyt pocetnich zmén v daném lokusu ukazuje na zmnozeni genetického materidlu, neni vSak
ziejmé, zda doslo ke zmnoZeni jen vySetfovaného lokusu, nebo se jednd o zmnozeni v rdmci

celého genomu, tedy o ploidii (Tab. 2). VSechny vySetiované vzorky BPH byly negativni.

Tab. 2: Vysledky vySetfeni genové fuize TMPRSS2-ERG pomoci FISH.

Celkovy pocet vzorkt - 155

Negativni FISH - 95

N i 0
(61%) Pozitivni FISH - 60 (39%)

4n -6 2n -89 4n - 14 (23%) 2n - 46 (77%)

(6%) (94%) delece - 10 (71%) ptrestavba- 4 (29%) delece- 23 (50%) prestavba - 23 (50%)

2n - diploidni bunky; 4n - tetraploidni bunky.
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4.2.Vztah mezi piitomnosti TMPRSS2-ERG genové fuze a expresi ERG.

Exprese ERG pozitivn¢ korelovala s vyskytem TMPRSS2-ERG fuzniho genu
(p<0.0001). U vsech ptipadii s potvrzenou genovou fuzi bylo histoskére ERG vyssi nez 100 a
hodnota medianu byla 200. U ptipadl, kde nebyla zjisténa prestavba TMPRSS2 genu byla
hodnota medidnu pro histoskdore ERG 40. Nadory s piestavbou TMPRSS2 genu (s nejasnym
faznim partnerem) mély expresi ERG (median histoskore 100) signifikantné nizsi nez nadory
s faznim genem TMPRSS2-ERG (p=0.005) a zaroven signifikantn¢ vyss$i nez nadory bez
prestavby TMPRSS2 lokusu (p=0.01). U ptipadi CaP bez prukazu genové piestavby byla

vyjime¢né zaznamenana vysoka exprese ERG proteinu (Obr. 6).
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Obr. 6: Pozitivni vztah mezi expresi ERG (H-index, histoskére) a mezi TMPRSS2-ERG genovou fuzi u

nadoru prostaty.

Box-ploty predstavuji median, 25-75 percentil a rozmezi hodnot.

4.3. ERG exprese koreluje s androgenovym receptorem a TOP2B.

ERG pozitivita byla nalezena u 66 % piipadi CaP (histoskore>50) au 3 % PIN a BPH.
Pozitivita AR i TOP2B byla nalezena u vSech vzorki CaP. Nejvyznamnéjsi korelace ERG
v nadorové tkani byla s AR (Spearmantv koeficient Rs 0.337). Slabsi korelace byla také
pozorovana pro TOP2B a ERG (Rs 0.228) i AR (Rs 0.283). Navzdory skutecnosti, ze ERG,

AR a TOP2B byly exprimovany i v okolnich oblastech PIN/BPH, nebyl zde pozorovan
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vyznamny vztah mezi témito molekulami. Exprese ERG, AR ani TOP2B neméla vztah
k diferenciaci CaP a nebyl nalezen vyznamny rozdil v expresi téchto proteini u rozdilnych
kategorii Gleasonova skore.

Nebyl pozorovan vyznamny rozdil mezi expresi TOP2B ani AR ve vztahu k
ptitomnosti fuzniho genu ¢i ptrestavby TMPRSS2 ve vzorcich CaP. Exprese AR byla
signifikantné vyss$i u vice rizikovych CaP (p=0.01; kategorizace rizikovych skupin podle

hodnot pT, PSA, Gleasonova skore — viz Metody).

4.4.Vztah mezi pritomnosti TMPRSS2-ERG genové fuze a metastatickym

potencialem CaP.

Tabulka 1 shrnuje klinické udaje pacientl, kteti byli zahrnuti do FISH analyzy.
Statisticky jsme hodnotili rozdily mezi pozitivnimi a negativnimi piipady pro genovou fizi
nebo piestavbu ve vztahu k nasledujicim parametrum: vék, PSA, Gleasonovo skore, pT
stadium a metastazovani do lymfatickych uzlin. Jedinou statisticky vyznamnou korelaci jsme
nalezli v souvislosti s piitomnosti TMPRSS2-ERG flizniho genu a metastazovanim (p=0.011,
Obr. 7). Vyskyt metastaz v lymfatickych uzlinach byl rovnéz vyssi u piipadu s detekovanou

4n ploidii ve srovnani s diploidnimi nadory (p=0.049).
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Obr. 7: Vztah mezi piitomnosti TMPRSS2-ERG genové fuze a metastazovanim.
Pozitivni korelace mezi pfitomnosti fuzniho genu u nadoru prostaty a mezi metastazovanim (p=0.011). Box-ploty

predstavuji median, 25-75 percentil a rozmezi hodnot.
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4.5. Infiltrace tkanovych struktur prostaty CD204+ makrofagy a CD3+ T-
lymfocyty

Infiltrace tkanovych struktur prostaty CD204+ makrofagy se kontinualné zvySovala ve
sméru od BPH ptes PIN k CaP, bez ohledu na status genové fuze v nadorovych strukturach
(Obr. 8: skupina 1: prokazana TMPRSS2-ERG fuze, skupina 2: ptestavba v TMPRSS2 genu a
skupina 3: negativni). Pocet zanétlivych bunék CD204+ v nadorové tkani byl nejvyssi ve
patrny u 1ézi PIN s negativnim FISH nalezem. U BPH nebyly pozorovany zmény v infiltraci
CD204+ makrofagy.

Vzestup poctu infiltrujicich CD3+ T-bunék od BPH ptes PIN k CaP je mozZzné sledovat
u skupiny 3 (negativni FISH nalez) a mén¢ zietelné i u skupiny 1 (prokazana TMPRSS2-ERG
genova faze). Kruskal-Wallisovym testem bylo prokazano, ze skupiny 1 az 3 se signifikantné
1181 v poctu infiltrovanych CD3+ bunék v BPH (p < 0,0001). Skupina 1 méla signifikantné
vyssi vyskyt CD3 pozitivnich T-lymfocyti ve strukturdch BPH nez skupina 3 (p < 0,0004) a
skupina 2 méla signifikantné vyssi vyskyt CD3 pozitivnich T-lymfocytt ve strukturach BPH
nez skupina 3 (p <0,0002).

4.6. Vztah mezi pritomnosti TMPRSS2-ERG genové flize a expresi PTEN.

Vyse uvedené vysledky byly ziskany na hlavnim souboru pacientii s naddory prostaty
(N=100) [7, 127]. Cast téchto vzorki (N=12) byla zahrnuta i do paralelni studie, ktera
sledovala fadu proteinti zapojenych do regulace bunééného cyklu, oxidativniho stresu a DNA
oprav [3]. Pfitomnost TMPRSS2-ERG genové fuze byla uspésné stanovena také pomoci
kvantitativni RT-PCR na RNA izolované z dalSich vzorkii (N=16, viz Metody). V ramci
tohoto malého souboru (N=28) jsme pozorovali signifikantné niz$i expresi nadorového
supresoru PTEN ve skupiné s prokazanym fliznim genem ve srovnani s negativnimi nadory

(Obr. 10).
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Skupina 1: prokézana
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Obr. 8: Infiltrace struktur BPH, PIN, CaP CD204+ a CD3+ buiikami.

Skupiny 1 a 3 se signifikantné lisi v poétu infiltrovanych buné¢k CD204+ v PIN (p = 0,005) a v CaP (p = 0,0002).
Skupina 2 méla ve strukturach PIN vyrazné vyssi infiltraci bunék CD204+ nez skupina 3 (p < 0,003). Skupina 1
a skupina 2 méla v CaP signifikantné vyssi infiltraci makrofaghh CD204+ nez skupina 3 s nasledujicimi hodnotami

P: skupina 1 p <0,001 a skupina 2 p <0,015. Histogramy zobrazuji primérné pocty infiltrujicich bunék.
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Obr. 9: Infiltrace nadorovych struktur prostaty dle fazniho statusu.
Skupiny 1 (prokdzany TMPRSS2-ERG fiizni gen) a 2 (ptestavba TMPRSS2 genu) maji signifikantné vyssi
(p<0.001 a p=0.015) vyskyt CD204 pozitivnich bunék ve strukturach CaP nez skupina 3 (negativni FISH nalez).

Box-ploty ptedstavuji median, 25-75 percentil, rozmezi hodnot a odlisené odlehlé hodnoty.
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Obr. 10: Vztah mezi piitomnosti TMPRSS2-ERG genové fiize a expresi PTEN.
U ptipada s prokazanou TMPRSS2-ERG fuzi byla pozorovana signifikantné nizs$i exprese PTEN. Box-ploty

predstavuji median, 25-75 percentil a rozmezi hodnot.
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4.7.Vyznam TMPRSS2-ERG flizniho genu a prestavby TMPRSS2 pro
progresi karcinomu prostaty.

Vedle jiz publikovanych studii na souboru pacientl z Fakultni nemocnice Olomouc [3,
7, 127] jsme metodou FISH vysettili status TMPRSS2 a ERG genii také u dalsich 55 pacientti
z Nemocnice Novy Ji¢in (v Tabulce 1 a 2 jsou souhrnné uvedeni vSichni pacienti vysetieni
pomoci FISH). U souboru pacientii z Nového Ji¢ina se podafilo ziskat cenné tidaje o klinickém
vyvoji onemocnéni s celkovou dobou sledovani alespon 7 let (biochemicky relaps a informace
o preziti). U 14 pacientl z 55 doslo k biochemickému relapsu, pficemz vétsina (11 ze 14) méla
pozitivni nalez pomoci FISH metody (Obr. 11). Celkem zemieli 4 pacienti, z nichz tfi podlehli
metastatickému nadoru prostaty a viichni méli pozitivni FISH nalez. Ctvrty pacient zemiel
Vv disledku srde¢niho selhéni a u n¢j bylo vySetfeni FISH negativni. Podobné jako u celého
souboru (N=155, Tabulka 1) jsme u pacientli z Nového Ji¢ina pozorovali vztah mezi vy$$im
zastoupenim tetraploidnich bunék a ptitomnosti fuzniho genu nebo piestavbou TMPRSS2
(Obr. 12). Pozorovali jsme také trend k signifikantnimu vztahu mezi vy$§im Gleasonovym

skore a ptitomnosti genetické aberace, zejména fuzniho genu (Obr. 13).

Dvourozmérné rozdéleni: Zachyt aberace x progrese

WAoo

Obr. 11: Vztah mezi priitkazem aberace (delece nebo prestavba) a biochemickym relapsem.
Pearsontv chi-kvadrat p<0.001. Disp — pacienti pouze dispenzarizovani; ADT — pacienti s biochemickym

relapsem a androgen-deprivaéni terapii.
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Dvourozmeérné rozdéleni: Zachyt aberace x Ploidie

WEAOIZOA0A

Obr. 12: Vztah mezi priikazem aberace (delece nebo prestavba) a ploidii.

Pearsonuv chi-kvadrat p=0.008. 2n - diploidni buriky; 4n - tetraploidni buriky.

Dvourozmeérné rozdéleni: Typ aberace x Gleason abc

Obr. 13: RozloZeni vzorki s ohledem na Gleasonovo skore a vysledek FISH vySeti‘eni

Pearsontiv chi-kvadrat p=0.077. Gleasonovo skore: a = 6 a nizsi, b= "7, c= 8 a vyssi.
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4.8. Vymezeni mého podilu prace:

Aktivné jsem se podilela na vybéru vzorki a koordinaci spoluprace obou zminénych
pracovist. Provadéla jsem optimalizaci a zpracovani vzorku, kterd zahrnovala oSetieni FFPE
tkan¢ (tkan¢ fixované ve formalinu a uchované V parafinu) a néslednou denaturaci a
hybridizaci se znacenou sondou. Hodnoceni vzorkli nddoru prostaty metodou FISH.

Vysledky ziskané v ramci optimalizace vhodné zvolené fixace materialu, ktery ma byt
pouzit k analyze FISH, byly prezentovany formou posteru na 23rd European Congress of
Patology, v Budapesti. Stejné tak byly tyto zkuSenosti prezentovany na Workshopu firmy

Intimex, ktery probéhl na Masarykové onkologickém ustavu v Brné.
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5. DISKUZE

Karcinom prostaty je heterogenni onemocnéni, u né¢hoz je dulezita spravna diagnostika
a predikce vhodného zpusobu terapie. Rozdé€leni pacientli do riznych rizikovych skupin
umoziuje vybér spravného lé¢ebného rezimu a odhad rizika mozného relapsu daného
onemocnéni. V posledni dobé bylo studovano mnoho markert, které by mohly vést ke
zptesnéni diagndzy a stanoveni rizika vzniku metastaz nebo moZného biochemického navratu
onemocnéni. Jednim z téchto slibnych znaki s prediktivnim potencialem je TMPRSS2-ERG
genova fuze. Podstatnymi argumenty pro jeji vyuziti jsou predevsim jeji vysoka prevalence,
moznost kombinovani s jinymi biomarkery, senzitivita a specificita v diagnostice ¢asnych
stadii. Z prognostického hlediska je casto uvadéna asociace s agresivnim pribéhem
onemocnéni a metastazovanim [19, 75, 77, 128].

V ramci této prace bylo vyhodnoceno celkem 155 vzorkt nadora prostaty z toho u 39
% ptipadl byla metodou FISH zachycena ptestavba ERG, coz odpovidé vysledkiim predeslych
studii, kde se frekvence vyskytu této piestavby pohybovala v rozsahu 26-50 % ptipadt [10,
75, 82, 83, 129, 130]. Vysledna frekvence zachytti genové fiuze v nasi skupiné je podobna
s vysledkem uvedenym v praci FitzGerald a kolektivu (2008), kde byla detekovana u 35,5 %
piipadt [82]. Frekvence zachytu TMPRSS2-ERG genové flize muze byt ovlivnéna nékolika
faktory. Prvnim z nich je rozdilné prevalence této fize v ramci riznych etnickych skupin. Na
zéklad¢ meta-analyzy dat bylo napiiklad zjisténo, ze frekvence jejiho vyskytu u pacienti s CaP
Vv ramci asijské populace tvoii 23 %, zatimco u evropské a severo americké populace je
frekvence dvakrat vyssi, zhruba 50 % (54 % a 48 %) [131]. Také odlisna kritéria vybéru
pacientil pro stanoveni této fize v rdmcei riznych studii mohou zpisobit rozdily ve vyslednych
poctech zachytu. Prikladem muze byt nizka detekéni frekvence v souboru pacientt, ktefi byli
sledovani v rezimu ,,watch and wait“. Faze byla v tomto piipadé zjisténa pouze u 15 %
pacientt (17/111) [77]. Také velikost souboru nebo pouziti riznych diagnostickych metod
miiZze ovlivnit vysledné procento pozitivity. Vyssi zachyt TMPRSS2-ERG fuze byl pozorovan
u studii, které pouzily k detekci této prestavby metodu RT-PCR (52 %) nebo IHC (52 %),
zatimco pfti pouziti metody FISH byla frekvence zachytu 42 % [131]. Vyhodou metodiky FISH
je, ze dokaze kategorizovat typ aberace a umoznit tak vymezeni CaP podtypt (napf. prestavba
TMPRSS2 genu napovi, Ze mohlo dojit k fuzi s dalsimi ETS partnery), které mohou mit
prognosticky vyznam [130]. Pomoci FISH lze také odhalit pfitomnost vétsSiho poctu kopii
fuzniho genu. Aneuploidie jsou obecné povazovany za negativni prognosticky faktor u CaP

[88-90], viz. nize.
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Ptestoze jiz uplynulo 13 let od objeveni TMPRSS2-ERG genové fize u CaP, neni zatim
zcela znam jeji prognosticky ¢i prediktivni dopad. Existuje celd fada studii zabyvajicich se
korelaci mezi pfitomnosti TMPRSS2-ERG fuze a klinicko-patologickymi charakteristikami
jako jsou PSA, vék v dobé¢ diagnozy, Gleasonovo skoére, pT stadium, metastazovani, relaps
onemocnéni ¢i umrti v disledku CaP, avsak s rozdilnymi vysledky [130-132]. N¢které z nich
uvadéji, ze TMPRSS2-ERG fuze neni validni prediktor navratu onemocnéni ani umrti
v disledku CaP [131], zatimco jiné publikovaly asociaci mezi jejim vyskytem a zvySenym
rizikem amrti v disledku CaP [75, 77, 133]. VétSina publikaci uvadi, ze pfitomnost genové
fuze v nadoru prostaty je asociovana se Spatnou prognézou [75-77, 82, 134]. Existuji vSak i
prace, které naopak spojuji jeji pritomnost s dobrou prognézou [80, 81, 135, 136]. Nekteii
autofi pak nenalezli zadny vztah mezi vyskytem fize a prognézou onemocnéni [83]. V ramci
posouzeni validnosti jednotlivych vysledki je nutné ptihlédnout k tomu, podle jakych kritérii
byla posuzovana progndéza onemocnéni (relaps onemocnéni, metastazovani, umrti v dasledku
CaP). Ukazuje se, ze jen maly pocet praci srovnavalo vyskyt genové fuze s imrtim v disledku
CaP. Diilezité je zminit, Ze naptiklad biochemicka rekurence onemocnéni je nepiesny ukazatel
rizika amrti v dusledku CaP [131]. Bylo zjisténo, ze pouze 8,3 % pacientt, u nichz doslo
k biochemickému relapsu, zemielo v dusledku CaP. Muzeme konstatovat, ze biochemicky
navrat onemocnéni muze byt asociovan s umrtim v disledku CaP, ale vétSina téchto muza
zemre v dasledku jiné ptiCiny. Z tohoto diivodu je vice spolehlivé porovnani fizniho statusu a
umrti v dusledku CaP [77, 137].

Jediny statisticky vyznamny vztah v ramci klinicko-patologickych charakteristik jsme
Vv olomoucké skupiné pacientd nalezli mezi piitomnosti TMPRSS2-ERG fuzniho genu a
metastazovanim (p=0.011). Tuto korelaci také prezentovali ve své praci Demichelis a Perner
[19, 77].

U souboru pacientit z Nového Ji€ina se podafilo ziskat cenné udaje o klinickém vyvoji
onemocnéni s celkovou dobou sledovani alespont 7 let (biochemicky relaps a informace o
preziti). U 14 pacientll z 55 doSlo k biochemickému relapsu ptfi¢emz vétSina (11 ze 14) méla
pozitivni nalez pomoci FISH metody. Existuje n€kolik praci, kde popsaly asociaci mezi
vyskytem TMPRSS2-ERG flize a biochemickym relapsem onemocnéni [138-140]. Nam se
spolupracovniky popsali rozdilny vyskyt relapsu onemocnéni u skupiny s pozitivni a negativni
fuzi (58,4 % vs. 8,1 % pripadi) [141]. V jiné praci méli pacienti s pozitivni fizi relaps
onemocnéni do 5 let v 79,5 % ptipadd ve srovnani s 37,5 % ptipadd u pacientii negativnich pro

fuzi [140]. Barwick se spolupracovniky také popsali asociaci mezi pritomnosti genové fuze a
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relapsem onemocnéni [138]. V jiz zminované studii Demichelisové a spoluprocovniktl byla
popsana signifikantni asociace mezi vyskytem genové fiize a mezi umrtim v disledku CaP [77].
V nasem souboru pacienti, zNového Jiina, zemieli 4 pacienti, z nichz tfi podlehli
metastatickému nadoru prostaty a vSichni méli pozitivni FISH nalez. Ctvrty pacient zemiel
v disledku srdecniho selhani a u néj bylo vysetteni FISH negativni. Podobné jako u celé¢ho
souboru (N=155, Tabulka 1) jsme u pacientli z Nového Ji¢ina pozorovali vztah mezi vys$Sim
zastoupenim tetraploidnich bunék a pfitomnosti fizniho genu nebo ptestavbou TMPRSS2.
Podskupinu agresivnich nadort, u nichz byl zvysen pocet kopii TMPRSS2-ERG fazniho genu,
popsal jiz Gopalan a spolupracovnici [83]. Tyto nadory byly pievazné aneuploidni/tetraploidni
a obsahovaly dal$i chromozomalni abnormality. Na zaklad¢€ toho usoudili, Ze agresivni chovani
je dano pravdépodobné také pozorovanou aneuploidii. Podobné vysledky publikoval 1 Toubaji
se spolupracovniky [85]. Zustava nejasné, zda hlavni pfi¢inou metastazovani v naSem souboru
pacientll je vyskyt genové fuze a zvySeny pocet kopii dan¢ho lokusu nebo masivni zmény
v ploidii.

V nasi skupiné jsme také pozorovali trend k signifikantnimu vztahu mezi vySSim
Gleasonovym skore a ptitomnosti genetické aberace, zejména fuzniho genu. Asociace mezi
pritomnosti genové fize a vy$$im Gleason skore byva popisovana ziidka. V roce 2009 némecka
skupina pozorovala v ramci své studie (N=86) vyznamnou asociaci mezi TMPRSS2-ERG fuzi
(stanovenou metodou FISH) a vy$§im Gleasonovym skoére (7 a 8-10 vs. 4-6, p = 0,027) [142].
Stejn¢ tak Rostad a kolegové analyzovali pfitomnost TMPRSS2-ERG isoforem pomoci
kvantitativni PCR u vzorkti mo¢i ve skupin€ 55 muzi a nalezli pozitivni vztah mezi vyskytem
fuze a vy$$im Gleasonovym skore [128]. Naproti tomu v kanadské studii (N=163) byl nalezen
signifikantné vyssi vyskyt TMPRSS2-ERG fuze (p = 0,014) v nddorové tkani s Gleasonovym
gradem 3 vs. Gleasonovu gradu 4 (42 % vs. 27 %) [143].

Exprese ERG proteinu dale pozitivné korelovala s ptitomnosti fizniho genu a s poctem
kopii fizniho genu. Vysoka exprese ERG (histoskore > 100) byla detekovana u vSech (100 %)
ptipadl s prokdzanym fuznim genem, ale pouze u 26 % ptipadii, u nichz fuzni gen prokazan
nebyl. Shodujeme se tak s vysledky jiz publikovanych praci [84, 144].

Haffner se spolupracovniky publikovali signifikantné vyssi expresi AR a TOP2B
v 1ézich PIN oproti normalnimu epitelu prostaty [35]. NasSe analyza odhalila zvySenou expresi
AR a TOP2B u CaP v porovnani s PIN/BPH. Jak jiz bylo uvedeno dfive, vznik fuzniho genu
vede k aktivaci ERG, kterd je fizena androgeny. Pozorovana spolecnd exprese AR a TOP2B

tomu odpovida. Je vSak nutné poznamenat, Ze i pfes tuto pozorovanou asociaci mezi ERG a
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AR, existuji i AR-negativni CaP s expresi ERG. Minner a jeho kolegové, potvrdili 95 % shodu
mezi detekci exprese ERG stanovenou pomoci IHC a mezi potvrzenim piitomnosti TMPRSS2-
ERG fazniho genu pomoci FISH [84]. Nenalezli Zadnou asociaci mezi ERG expresi a mezi
klinickym obrazem ani nadorovym fenotypem, ale potvrdili vyznamné vyssi expresi AR u
ERG pozitivnich CaP. Nase vysledky se s timto shoduji a ukazuji na to, ze odli$nosti v expresi
AR u ERG pozitivnich a ERG negativnich CaP by mohly vysvétlit rozdilnou odpovéd’ pacientti
na hormonalni terapii.

Epidemiologické studie ukazuji na jasnou souvislost mezi zanétem a vyskytem
karcinomu v prostaté. Bunéény stres navozeny zanétem zpusobuje posSkozeni genomu, které
vede k buné¢né transformaci, zvySené vaskularizaci a mutacim DNA [72]. Zanétlivé bunky
vyluc€uji fadu cytokind, které aktivuji jiné stromalni buniky a podporuji riist nddorii a tvorbu
metastaz. Neékteré prace zposledni doby studovaly vyznam makrofagli produkujicich
chemotakticky protein-1 (MCP-1, monocyte chemotactic protein-1) a zjistily, ze infiltrace
tumoru témito makrofagy koreluje se Spatnou prognézou nékterych typti naddori (karcinomy
plic a pankreatu, gliomy). Tyto makrofagy exprimuji antigen ozna¢ovany jako CD204 [71].
Stejni autofi také vyhodnocovali vyznam zanétlivého infiltratu obsahujiciho buiiky exprimujici
antigeny CD3, CD4, CD8, CD20, CD79alfa, CD68, CD204 nebo CD163 a zahrnujici tak
Siroké spektrum T lymfocytl, B lymfocytii 1 makrofaga. Zjistili, ze pocet zanétlivych bunék
Vv infiltratu je obecné nejvyssi v BPH a vyrazné se snizuje v PIN a CaP. Jejich zjisténi
podporuji i jiné prace [145]. Theyer se spolupracovniky popisuji, Ze v infiltratu prostaty
ptevazuji T lymfocyty (70 %) nasledované B lymfocyty (15 %) a makrofagy (15 %) [146].
Fujii se svymi spolupracovniky vSak nalezli vyrazné vyssi zastoupeni B lymfocytd (59 %)
V benignich strukturach prostaty, které se vyznamné snizovalo v PIN a CaP (29-31 %).
Signifikantni snizovani zaznamenali rovnéz u populace CD68+ makrofagl. Nezjistili zmény
Vv zastoupeni bun¢k exprimujicich CD3, CD4 a CD8 (T lymfocyty) mezi BPH, PIN a CaP [71].
V tomto sméru nase vysledky tykajici se CD3+ T lymfocytii neodporuji témto vysledkiim,
protoZe nami zjisténé rozdily v celém souboru nejsou signifikantni. Urcity trend ke zvySovani
poctu CD3+ T lymfocytl v malignich strukturach byl pozorovan jen u skupiny s neprokézanou
pfestavbou.

Wang se spolupracovniky popisuji zvySovani poctu makrofagh exprimujicich CD204
v premalignich a zejména malignich okrscich analyzovanych tkaiiovych vzorka oproti BPH.
Na zékladé toho dedukuji, ze tyto makrofagy maji dilezity vyznam v karcinogenezi prostaty.

Kriticky vSak poznamenavaji, Ze jejich vyskyt je sice indikatorem nadorové progrese, ale nelze
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tvrdit, Ze se Gi¢astni mechanismu nadorové progrese at’ jiz ve smyslu podpory nebo inhibice. V
nadorech maji makrofagy dvoji funkci, nddory potlacujici (nddorove supresorovou — oznacuji
se jak M1) nebo nadory podporujici (nddorové promotorickou — oznacuji se jako M2). M2
makrofagy se vyznacCuji vysokou schopnosti produkovat IL-4 a IL-10 a naopak nizkou
produkei IL-12. Hraji dilezitou roli nejen v karcinogenezi, ale také v angiogenezi, remodelaci
mezibunééné matrix a metastazovani. M2 makrofagy se vyznacuji expresi ,,macrofage
scavanger receptor A“ (CD204) nebo proteinu nélezejiciho do rodiny ,,scavanger receptor
cysteine-rich domain* (CD163). Vzhledem k tomu, Ze znak CD68 je povazovany za bézny
znak makrofagii je zajimavé pozorovani, ze makrofagy infiltrujici tumory mohou byt CD68
negativni [73, 147]. Nami zjistény nartst poctu CD204+ makrofagi v malignich strukturach
je v souladu s témito zjisténimi.

Nase vysledky poukazuji také na vyznamnou ulohu funkéniho stavu genu ERG a
potvrzuji jeho tlohu pfi iniciaci zanétu v prostaté. Je zndmo, ze onkoprotein ERG v buikach
CaP ovliviiuje pozitivné signalizaci zprostiedkovanou prostaglandiny, které se vyznacuji tim,
ze indikuji rast CaP, reguluji expresi ,,urokinase-type* plasminogen aktivatoru (uPA) a
piispivaji tak k invazivit¢ nadorovych bun¢k [69, 70]. Zda se, Ze existence fuzniho genu,
popiipad¢ jiné prestavby milize zvySovat schopnost infiltrace nadoru CD204 pozitivnimi
makrofagy. V pfipadé CD3 pozitivnich T lymfocytti byly signifikantni rozdily v infiltraci
zjiStény jen u skupiny s neprokazanou piestavbou (skupina 3). Neni jasné, do jaké miry mohou
byt tyto vysledky ovlivnény ,,chybou malych Cisel“, nebo zda znamenaji, ze schopnost CD3+
T lymfocytl infiltrovat maligné transformované léze se déje mechanismem nezavislym na
existenci fuzniho genu. SkuteCnosti zlistava, ze znak CD3 urcuje velmi Sirokou skupinu T
lymfocytll zahrnujici rizné lymfocytarni subtypy s rtiznou funkci. Z naSich vysledkl tedy
nelze urcit, jaké kvalitativni zmény ve slozeni T lymfocytarnich subpopulaci se v nadoru
odehrévaji a zda tyto zmény maji promo¢ni nebo inhibi¢ni vliv na nador.

Pokud je ndm znamo, nase poznatky o rozdilné nadorové infiltraci CD204+ makrofagh
s ohledem na rozdilny funk¢ni stave genit TMPRSS2 a ERG dosud nebyly nikym publikovany.
Silngjsi infiltrace danych malignich struktur v8ak patrné neznamena lepsi prognozu ¢i vyraz
protinddorové zaméten¢ho imunitniho procesu, ale pravé naopak miZe vyjadfovat inhibici
imunitnich mechanismil nebo navozeni stavu tolerance.

Prestoze je FISH Siroce vyuZzivand k detekci genové fuze, jesté nebyla stanovena
optimalni technika pro bézny screening a klinické testovani. Kvantitativni RT-PCR je oproti

FISH technice rychlejsi a citlivéj$i metodou, ale umoznuje sledovat jen piesné definované fuze
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(primery jsou navrzené na urcité exony, piipadné jejich piechody). Jde o pomérné rychlou a
dobfe standardizovanou metodu, ktera vyzaduje pouze malé mnozstvi nddorové tkan¢é. Obé
metody, jak FISH tak RT-PCR, jsou vyuzitelné pro vySetieni pfitomnosti fizniho genu ve
vzorcich tkani, a vykazuji shodné vysledky. FISH je vSak vyuzitelnd pouze pti analyze tkani a
neda ve vyuzit pfi analyze télnich tekutin, naptiklad pti detekci ptitomnosti fizniho genu ve
vzorcich mo¢i [9]. Mira diagnostického vyznamu této fiize je stale diskutabilni a nejedna se o
metodu prvni linie skriningového testu. Diky své specificité v§ak mize detekce TMPRSS2-
ERG fuze slouzit jako rychla a neinvazivni metoda pro potvrzeni diagnézy CaP [9]. Stanoveni
fazniho genu miZe mit kromé¢ diagnostického a prognostického také prediktivni vyznam. Jeho
pfitomnost byla napfiklad spojena s horSi odpovédi na taxanovou chemoterapii a celkove
preziti pacienti s metastatickym kastra¢né rezistentnim nadorem prostaty [148]. Podle
nékterych studii mohou byt nadory s fiznim genem citlivé k terapii pomoci PARP inhibitort
[123, 126]. Dalsi genetickou zménou, ktera mize predikovat dobrou odpoveéd’ na tuto terapii,
je ztrata nddorového supresoru PTEN. V nasi praci jsme pozorovali signifikantné niz8i expresi
PTEN v nadorech s TMPRSS2-ERG fuzi, coz je v souladu se studii, ve které byl popsan
spole¢ny vyskyt TMPRSS2-ERG, SLC45A3-ERG genovych piestaveb a ztrata exprese PTEN.
Soub€zna pritomnost vSech tii zmén byla asociovana s vyssim Gleasonovym skore a stadiem
T3 a T4 [149]. Williams se spolupracovniky prezentovali vysledky meta-analyzy somatickych
zmén poctu kopii (copy number alterations - CNAs) ve skupiné pacientll s primarnim i
pokroc¢ilym karcinomem prostaty. Porovnani téchto dvou skupin mimo jiné zjistili, Ze delece
PTEN a vyskyt TMPRSS2-ERG genové fuze je vyrazné vice pritomen u pokrocilého CaP.
Uvadéji, ze delece PTEN je asociovédna s genomickou instabilitou a dal$imi zménami, jako je
vznik TMPRSS2-ERG genové flze a delece tumorsupresorovych gentt RB1 a TP53 [150].
Zaveérem lze konstatovat, ze se nam podafilo, v naSem souboru pacientii, stanovit
frekvenci zachytu TMPRSS2-ERG genové fuze, jeZz odpovidala udajim dostupnych
Vv literatufe. Prokézali jsme asociaci mezi piitomnosti TMPRSS2-ERG fuzniho genu a
metastazovanim. Dale jsme prokézali, zvySenou expresi ERG proteinu u piipadii s potvrzenou
genovou fuzi. Stejné tak byla pozorovana ko-exprese ERG s AR a TOP2B. Jak jiZ bylo
uvedeno dfive, vznik fuzniho genu TMPRSS2-ERG vede k aktivaci ERG, ktera je fizena
androgeny. V neposledni fadé jsme ovéfili, ze pfitomnost prestavby TMPRSS2-ERG mize
souviset se zanétlivou infiltraci patologickych 1ézi v prostaté. Detekovali jsme vyS$$i miru
infiltrace nadorovych struktur CD204+ a CD3+ buikami, ktera pozitivn€ korelovala

s vyskytem fuzniho genu, tato asociace nebyla dosud nikym popsana.

41



Nase vysledky potvrzuji, ze TMPRSS2-ERG genova fize zaujima vyznamnou roli
V patogenezi karcinomu prostaty. Budouci studie, které budou korelovat vztah fuzniho statusu
s klinickymi dopady by jiz mohly mit k dispozici dostate¢na follow-up data pacienti, ktera by
slouzila k posouzeni vhodnosti vyuziti této fiuze jako prognostického markeru. Vyuziti
TMPRSS2-ERG genové fuze jako markeru pro predikci odpovédi na 1écbu, stejné tak i jeji

vyuziti jako potenciondlniho terapeutického cile, jsou dnes jiz ziejmé.
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ADT

AKT

AR

BPH

BRCAl

BRCA2

CaP

CD

CD163

CD20

CD204

CD3

CD4

CD68

CD8

CNAs

COX1

COX2

CRISP3

CRPC

CTD

DNA-PKcs

EMT

EP4

6. SEZNAM ZKRATEK

Androgen deprivation therapy
AKT serine/threonine kinase 1
androgen receptor

benign prostatic hyperplasia
breast cancer 1

breats cancer 2

karcinom prostaty

classification determinat
hemoglobin scavenger receptor
B-lymphocyte surface antigen B1
macrophage scavenger receptor 1
T-cell surface glycoprotein CD3
T-cell surface glycoprotein CD4
macrophage antigen CD68

T-cell surface glycoprotein CD4
copy number alterations
cyclooxygenase-1
cyclooxygenase-2

cysteine rich secretory protein 3
castration-resistant prostate cancer
C-terminal domain
DNA-dependent protein kinase, catalytic subunit
epithelial-mesenchymal transition

prostaglandin E2 receptor 4
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ERG

ESCO1

ETS

ETS2

ETV1

ETV4

ETV5

EZH2

FFPE

FISH

FZD4

H3K27

HMGN1

HPGD

HR

IHC

lota

MYC

ncRNA

NHEJ

NKX3.1

NTD

PARP1

PCA3

PGE2

v-ets avian erythroblastosis virus E26 oncogene homolog

establishment of sister chromatid cohesion N-acetyltransferase 1

E26 transformation-specific

ETS proto-oncogene 2

ETS variant gene 1

ETS variant gene 4

ETS variant gene 5

enhancer of zeste homolog 2
formalin-fixed paraffin-embedded
fluorescence in situ hybridization
frizzled class receptor 4

histone deacetylase 3

high mobility group nucleosome binding domain 1
15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase
homologous recombination
immunohistochemistry

protein kinase C iota

MY C proto-oncogene, bHLH transcription factor
non-coding RNA

non-homologous end joining

NK3 homeobox 1

N-terminal domain

poly (ADP-ribose) polymerase 1
prostate cancer antigen 3

prostaglandin E2
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PI3K

PIA

PIN

PIP

PIP3

PNT

POLI

PSA

PTEN

RB1

RT-PCR

ShRNA

TAMs

TIDC

TILs

TMPRSS2

TMPRSS2-ERG

TOP2B

TPS3

TWIST

uPA

UTR

WNT

phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase
proliferative inflammatory atrophy
prostatic intraepithelial neoplasia
fosfatidylinositol 4,5-difosfat
fosfatidylinositol 3,4,5-trifosfat
protein-protein interaction domain (pointed domain)
DNA polymerase iota

prostatic specific antigen
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ABSTRACT
The transmembrane protease serine 2: v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog

(TMPRSS2-ERG) gene fusion, which results in the increased expression of oncoprotein ERG is
common in prostate cancer (CaP), while its functional role is not fully understood.
Epidemiological studies of prostate carcinoma show significant associations between
inflammation and cancer. Tumor-associated macrophages (TAMs) and tumor-infiltrating
lymphocytes (TILs) have been shown to influence tumor progression. The aim of the study
was the detection of CD204 + and CD3 + cells in the infiltrate of benign prostatic hyperplasia
(BPH), prostatic intraepithelial neoplasia (PIN) and prostatic carcinoma (PCa) in prostate
specimens after radical prostatectomy, and correlation of the intensity of this infiltration with
ERG oncoprotein expression as well as with presence of ERG activating TMPRSS2-ERG gene
fusion. To confirm the presence of TMPRSS2-ERG gene fusion we used fluorescence in situ
hybridization (FISH). Imunohistochemistry (IHC) was used to evaluate presence of ERG
oncoprotein and for assesment of the number of CD204+ and CD3+ infiltrating cells. Biometric
analysis confirmed that the number of CD204+ macrophages in the malignant structure was
sugnificantly higher than in the BPH regardless of the fusion pattern determined by FISH.
Increased infiltration by CD3+ cells was detected in malignant structures of prostate in group
with normal signal pattern and in group with TMPRSS2-ERG gene fusion, but was not observed
in group with the break in TMPRSS2 gene. Expression of ERG positively correlated with
CD204+ macrophages and CD3+ lymphocytes infiltration of malignant structures only in cases
where the TMPRSS2-ERG gene fusion was present. In the group with the break in TMPRSS2
gene the positive correlation was only observed between ERG expression and CD204+
macrophage infiltration. In case with normal signal pattern no correlation was observed. We
have determined the ability to infiltrate malignant structures according the differences in
infitration benign and malignant structures of the prostate (higher infiltration of malignant
structures than benign structures - good ability to infiltrate, lower / equal infiltration - weak
ability to infiltrate malignant structures). We observed in group with TMPRSS2-ERG gene
fusion significantly more cases with the good ability of CD204+ cells to infiltrate malignant
structures, unlike the group with normal signal pattern, where was more cases with the weak
ability of CD204 + cells to infiltrate the malignant structures. The same was observed for CD3
+ cells. In the group with TMPRSS2-ERG gene fusion was detected good ability of CD3+ cells
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to infiltrate malignant structures, and in the group with normal signal pattern was significantly
weak ability of CD3+ cells infiltrate malignant structures. CD204+ macrophages and CD3+ T-
lymphocytes in the group with TMPRSS2-ERG gene fusion, infiltrated the malignant prostate
structures more intensely, but their effect on malignant transformation might be different. The
association between the presence of the TMPRSS2-ERG gene fusion and the different ability of
inflammatory cells to infiltrate malignant structures have not been reported so far. The results
confirm the important role of the activated ERG gene, due to TMPRSS2-ERG gene fusion, in
the development of inflammation in the prostate as well as the effect of inflammatory cells on
the neoplastic process development. This leads to consideration about introduction of
immunomodulatory modalities into the prostate cancer therapeutic protocols.

61



PRILOHA ¢&. 2

Kolar Z, Burdova A, Jamaspishvili T, Bouchal J, Kucerova R, Bienova M, Kral M, Student
V. Relation of ETS transcription factor family member ERG, androgen receptor and
topoisomerase 23 expression to TMPRSS2-ERG fusion status in prostate cancer. Neoplasma.
2014;61(1): 9-16.

62



Meoplasma 61, 1, 2014

doi:10.414% neo_2014_004

Relation of ETS transcription factor family member ERG, androgen
receptor and topoisomerase 2 expression to TMPRSS2-ERG fusion status
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Fusion of TMPRS52 with ERG in prostate cells is determined by dowble-strand DA breaks induced by androgen signal-
ing and transcription stress. The enzyme topoisomerase 2§ (TOP2E) mediating DINA processing, plays 2 important role in
DMA cleavage. The aim of this shudy was to analyse expression of AR, TOPZR and ERG in relation to TMPRS52-ERG gene
rearrangement and relevant dinicopathobegical charactenistics m prostate cancer (CaP). Immunchistochemical staining
and FISH were used for investigation. ERG expression in prostate cell lesions positively correlated with levels of TMPRS52-
ERG fusion gene (p<0.0001 ). The most significant co-expression of ERG was found with AR in CaP (p=0.001}). Significantly
more frequent co-expression of ERG was also revealed with TOP2EB (p=0.028). ERG protein expression did not correlate
with Cal* differentiation status as we found no significant differences in ERG expression for different Gleason categories.
We demonsirated a statistically significant positive correlation between the percentage of cells with fusion gene TMPRS52-
ERG in CaP and metastatic potential of tumors (p=0.011). Besides these positive corelations of AR with ERG (p=0.001) and
TOP2B with ERG (p=0.028), we also demonstrated a significant co-expression of AR with TOP2B (p=0.007) in CaP. There
was a statistically significant increase in the TOPZE H-index in locally advanced CaP in comparison with localized tumars
(p=0und6). ERG expression correlates with ocourrence of TMPRSS2-ERG fusion and with AR-driven malignant transforma-
tion. The results indicate that detection of the TMPES52-ERG fusion gene and paralle immunohistochemical examination
of AR, TOP2B and ERG has diagnostic significance and may be usefil in assessing the biological character of the prostate

cancer & well as selecting the best treatment.

Key words: androgen recepior, ERG, topoizomerase 38, TMPRS32-ERG fusion, prostmle cancer

The androgen receptor (AR ) is a DNA-binding nudear tran-
scription factor that regulates gene expression. It is essential for
prostate differentiation and maintenance of its differentiation
status as well as for the regjlation of prostate specific gene
expressions such as prostate specific antigen (PSA) and type IT
transmembrane serine protease { TMPRSS2). In the majority of
prostate cancers { Cal) there are fusion genes with oncogenic
potential involving 5°-end elements composed of androgen
regulated genes and the gene ET3 transcription factor family
[1,2]. This fusion causes aberrant transcription which is andro-

gen-driven. Although the mechanisms underlying these gene
rearrangements are still unclear, recently it has been shown
that fusion of TMPRS52 with ERG (the Estrogen-Regulated
Gene, a member of the ETS transcription factor family) in
prostate cells is determined by double-strand DNA breaks
induced by androgen signaling in response to transcription
stress [1,3]. The fusion of both genes is possible owing to near
configuration of uncovered [NMA areas during androgen recep-
tor-driven chromatin looping [4]. The enzyme topoisomerase
2p (TOF2B) mediating DNA processing, plays 2 major role in

63



PRILOHA ¢&. 3

Kurfurstova D, Bartkova J, Vrtel R, Mickova A, Burdova A, Majera D, Mistrik M, Kral M,
Santer F R, Bouchal J, Bartek J. DNA damage signalling barrier, oxidative stress and
treatment-relevant DNA repair factor alterations during progression of human prostate cancer.
Molecular Oncology. 2016;10: 879-894.

64



MOLECULAR ONCOLOGY 10 {2014) 879894

oL

available at www.sciencedirect . com

e e

ScienceDirect

www.elsevier.com/locate/molonc

DNA damage signalling barrier, oxidative stress and treatment- @m;mm

relevant DNA repair factor alterations during progression of

human prostate cancer

Daniela Kurfurstova®, Jirina Bartkova™=", Radek Vrtel™*, Alena Mickova®,
Alena Burdova®, Dusana Majera®, Martin Mistrik®, Milan Kral/, Frederic
R. Santer”, Jan Bouchal™"", Jiri Bartek™"%"*"

“Department of Clinical and Molecular Pathology, Institute of Molecular and Translational Medicing, Faculty of
Medicine and Dentistry, Palecky University, Olomouc, Czech Republic

“Dignizh Cancer Society Research Center, Copenhagen, Dermark

“Science for Life Laboratory, Division of Translationzl Medicine and Chemical Biclgy, Department of Medical
Biochemistry and Biophysics, Kamlinska Institute, Stock holm, Sweden

IDepartment of Medical Genetics, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc, Czech Republic
“Laboratory of Genome Integrity, Institute of Molecular and Translatonal Medicine, Faculty of Medicine and
Dentistry, Palacky University, Olomouc, Czech Republic

'Department of Urclogy, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc, Czech Republic
EDvision of Experimeantal Urology, Department of Urology, Medical University of Innsbruck, Austria

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Article history:

Received 5 January 2016
Feceived in revised form

3 February 3016

Accepted 24 February 2016
Available online 3 March 2016

Keywards:

Prostate umaorigenesis

DMA damage response barrier

P33 and NEX3.1 turmour suppressors
NQO1 and cxidative stress
TMFPR552-ERG

FARP inhibitor biomarkers

The DMA damage checkpoints provide an ant-cancer barrierin diverse tumaour ty pes, howr-
ever this concept has emained wmexplored in prostate cancer [CaF). Furthermaore, target-
ing DMA repair defects by PARFL inhibitors [PARF]) as a8 cancer treafment strategy is
EMeTging yet requires suitable predictive biomarkers. To address these izsues, we per-
formed immunohistochemical analyzis of multiple markers of DNA damage signalling,
oxidative stresa, DNA repair and cell eycle control pathways during progression of human
prostate disease from benign hyperplasia, through intreepithelial neoplasia to CaP, comn-
plemented by genetc analyses of TMPRSSZ-ERG rearranganent and WOQO1, an ant-
oxidant factor and p53 protector. The DMNA damage checkpoint barrier [yH2AX, pATM,
ph3) mechanism was activated during CaP turmnorigenesis, albeit less and with delayed
culmination compared to other cancers, possibly reflecting lower replication stress [slow
proliferation despite cases of Rblogs and cydin D1 overexpression) and progressive loss
of ATM activator MEX3. 1. Cxidative stress (Boxoguanine lesions) and NOO1 increased dur-
ing dizease progression. MOO1 genotypes of 390 men did not indicate predisposition to CaP,
yef loss of MO0 in CaP sugpested potential progres sion-opposing tumolr suppressar rale.
TMFPRS52-ERG remrrangement and PTEN loss, events semsifizing to PARPL, ooccumed
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TMPRS52-ERG gene fusion in prostate cancer
Alena Burdova®®, Jan Bouchal®, Spiros Tavandzis®, Zdenek Kolar*

Background. The TMPR552-ERG gene fusion is one of the most widely spread chromosomal rearrangements in carci-
nemas. Since its discovery, a number of studies have examinead its diagnostic, prognostic and therapeutic implications
for prostate cancer where suitable biomarkers are still lacking. The publication data are inconsistent. The aim of this
reviaw was to critically evaluate the current clinical impact of this gena fusion.

Methods. The PubMed online database was used to search relevant reviews and onginal articles.

Results. Although the TMPRS52-ERG gene fusion appears to be a suitable diagnostic biomarker, the prognosticimpli-
cations of this gene fusion are still unclear. Several new strategies for therapeutically targeting ETS fusions and their
modulators have been identified and are currently being investigated.

Conclusion. Due to the heteroganeity of prostata cancer, the combination of saveral biomarkers is necessary to accu-
rately assess the presence of prostate cancer, predict its potential clinical outcome and dacide on appropriate therapy

{e.g. PARP inhibitors).
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INTRODUCTION

Prostate cancer (PCa) is the thind most common can-
cer diagnosed in Europe today, and the most frequent
cancer in European men’. It is a heterogenous disease
displaying either an indolkent or &n aggressive course?, One
of the major problems with its diagnosis and prognosis,
is the lack of valid biomarkers. Elevated levels of serum
prostate-specific antigen (PSA) and/or abnormal digital
rectal examination (DRE) which form the rationale for
histopathological examination by needle biopsy, are insuf-
ficient and can lead to overdiagnosis and overtreatment
It is also impossible to distinguish between indolent and
aggressive forms of PCa (ref.?). The main focus of current
P(Ca research is hence on identifying and validating new
biomarkers®. This review covers recent knowledge on the
importance of the TMPRES2ZERG gene fusion in PCa.

GENES FUSIONS AND THEIR SIGNIFICANCE

Gene fusions resulting from chromosomal earrange-
ments are known to play an important role in the initial
steps of tumorigenesis’. Tomlins et al.® first described a
geng fusion between TMPRSSZ (Transme mbrane Protease
Serine 2) gene and ETS (Erythroblastosis Virus E26
Transformation-Specific) family genes in PCa, involving
the 5 °- untranslated region of TMPRSS2 (21g22) and the
encoding region of some transcription factors such as the
ETSvelated gene (ERG, 21q22) or ETS variant 1 gene
(ETFI 7p21). Bioinformatic analysis of DNA microar-

ray data, subsequent fluorescence in situ hybridization
(FISH} and reverse transcription polymerase chain re-
action (RT-PCR) analysis, have identified TPRSSZERG
fusion and TMPRSS2-ETV] fusion in 16/29 (55%) and
in 729 (27%) cases of PCa, respectively’. Until this time,
carcinomas were believed to harbor only rare disease-spe-
cific gne rearrangements, unlike leukemias, lymphomas
and sarcomas®,

TMPRSS? is a prostate-specific, androgen regulated
gene, constitutively expressed under the transcriptional
control of androgens through androgen mesponsive ele-
ments (ARE) inits 5" UTR. The ETS family of transcrip-
tion factors is one of the largest families of transcription
regulators. All 27 members share a conserved DNA bind-
ing domain - the ETS-domain which permits binding to
purine rich DNA sequences containing a 5" -GGAAST-3°
core sequence®. ETS transcription factors play an impor-
tant role in diverse biological processes, including cell
proliferation, apoptosis, differentiation, angiogenesis
and invasiveness. TWPRSS2ZETS gene fusions lead to in-
creased expression of the ETS members in response to
the androgen induced TMPRSS2 promotor'®,

Further experiments revealed that the THPRSS2
gene could also be fused to other members of the ETS
transcription factor family, such as ETF{ and ETFS
genes™™ . ETWI, ETV4 and ETF3 fusions together ac-
count for approximately 5-10% of PSA-screened PCa
(el ®%). Likewise, other genes, for example, ST0454 7
{Solute Carrier Family 45 Member 3), NDRGT (N-Myc
Downstream Regulated 1), FERPUDIT {Homocysteine-
Inducible, Endoplasmatic Reticulum Stress-Inducible,
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