;

UNIWERSYTET MEDYCZNY

IM. PIASTOW SLASKICH WE WROCLAWIU

Katedra Biochemii i Immunochemii

Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu

Badania produktow zaawansowanej glikacji jako
biochemicznego markera nowotworu prostaty |

uszkodzenia tkanki kostnej

Otto Krawiec
ROZPRAWA DOKTORSKA
Promotorzy:

Prof. dr hab. Andrzej Gamian

Prof. dr hab. Anna Chelmonska-Soyta



Pragne ztozy¢ podziekowania Panu prof. dr hab. Andrzejowi Gamianowi i Pani prof.
dr. hab. Annie Chetmonskiej-Soycie, moim promotorom, za nieustajgcqg mentorskq

opieke, pomoc merytoryczng i niewyczerpane poktady cierpliwosci.

Szczegolne podziekowania skltadam na rece Panu prof. dr hab. Piotrowi
Ziotkowskiemu i Pani dr Elzbiecie Gamian jak rowniez Panu prof. dr hab. Piotrowi
Dzieglowi i Pani dr Aleksandrze Piotrowskiej za pomoc w badaniach i nieocenione

wsparcie merytoryczne.

Sktadam rowniez serdeczne podzigkowania Pani dr Aleksandrze Kuzan, Pani dr
Agnieszce Bronowickiej-Szydetko i Pani dr Kindze Gostomskiej-Pampuch za okazane

mi wsparcie, liczne rady i wprowadzenie w arkana pracy laboratoryjnej.



Spis tresci

1. Wstep

1.1.

1.2.

1.3.

Produkty zaawansowanej glikacji
1.1.1. AGE10
1.1.2. Receptor dla produktdw zaawansowanej glikacji
AGE i RAGE w stanach patologicznych
1.2.1. Choroby nowotworowe
1.2.1.1. Rak prostaty
1.2.2. Uszkodzenie tkanek
1.2.2.1. Dioksyny
1.2.3. Wplyw antyoksydantdow i zwigzkdéw przeciwzapalnych na glikacje
Gruczot krokowy
1.3.1. Budowa narzadu
1.3.2. tagodny przerost prostaty (BPH)
1.3.3. Zapalenie prostaty
1.3.4. Rak prostaty
1.3.4.1. Objawy
1.3.4.2. Badania przesiewowe
1.3.4.3. Biopsja pod kontrolg ultrasonografii przezodbytniczej
1.3.4.4. Leczenie
1.3.4.5. Rak prostaty u psow

2. Cel pracy

3. Materialy i metody

3.1
3.2.

Oczyszczanie przeciwciat anty-MAGE metoda chromatografii powinowactwa
Oznaczanie zawartosci biatka metodg Bradforda

3.3. Dot-bloting
3.4. Immunohistochemiczna ocena markeréw w raku prostaty

3.4.1. Materiat tkankowy do badan

3.4.2. Immunohistochemiczna analiza AGE10
3.4.3. Immunohistochemiczna analiza RAGE
3.4.4. Immunohistochemiczna analiza P63

3.4.5. Immunohistochemiczna analiza 037

11
14
14
14
15
15
17
18
18
20
21
22
23
24
26
26
27
28
29
29
29
29
30
30
30
31
31
31

3.5. Immunohistochemiczna analiza tkanki zebowej potomstwa po traktowaniu matek dioksyng

3.5.1. Odczynniki

3.5.2. Zwierzeta doswiadczalne

3.6. Analiza statystyczna

33
33
33
35



4. Wyniki
4.1. Immunohistochemiczna analiza preparatéw raka prostaty
4.1.1. AGE10
4.1.1.1. Preparaty raka prostaty pochodzgce od psow
4.1.2. RAGE
4,1.3. P63
4.1.4. 037

36
36
36
44
46
49
51

4.2. Immunohistochemiczna analiza tkanki zebowej potomstwa po traktowaniu matek dioksyng

5. Dyskusja

6. Whnioski

7. Streszczenie
8. Abstract

9. Pismiennictwo

55
63
68
69
70
71



Wykaz skrétow

3-DG — 3-deoksyglukoza,

ACG — konwencjonalna glikacja w warunkach wodnych,

AGE-BSA — glikowana albumina surowicy bydlecej,

AGE10 — natywny analog produktow zaawansowanej glikacji wywodzacych si¢ z melibiozy,
AhR — receptor weglowodoréw aromatycznych,

BPH — tagodny przerost prostaty,

BSA — albumina surowicy bydlecej,

CML — karboksymetylolizyna,

Cox-2 — cyklooksygenaza 2,

DAMP — struktury molekularne zwigzane z uszkodzeniem,

DHT - dihydrotestosteron,

DRE — badanie per rectum,

eGFR — wspotczynnik filtracji kiebuszkowe;,

FGF — czynnik wzrostu fibroblastow,

FIOPs — fluorescencyjne produkty oksydaciji,

HbA1c — hemoglobina glikowana,

hK2 — ludzka kalikreina 2,

HMGBL1 - biatko o duzej ruchliwosci elektroforetycznej,

HMW-MAGE — wysokoczasteczkowe produkty glikacji wywodzace si¢ z melibiozy,
ICAM-1 — migdzykomoérkowa czasteczka adhezyjna,

IxB — inhibitor czynnika transkrypcyjnego kappa B,

LMW-MAGE - niskoczasteczkowe produkty glikacji wywodzace si¢ z melibiozy,

LPS — lipopolisacharyd,



LUTS — objawy z dolnych drég moczowych,

MAGE - produkty zaawansowanej glikacji wywodzace si¢ z melibiozy,
MAPK - kinazy aktywowane mitogenami,

MCP-1 — biatko chemotaktyczne monocytow,

MGO — metyloglioksal,

MIP-1 — biatko zapalne makrofagow,

MMP — metaloproteinazy macierzy pozakomodrkowe;,
MMP-2, MMP-3 — metaloproteinazy z grupy zelatynaz,
MWG — glikacja pod wptywem mikrofal,

NF-kB — czynnik transkrypcyjny kappa B,

PAMP — wzorce molekularne zwigzane z patogenami,
PCa — rak gruczotu krokowego,

PCDDs — dibenzo-p-dioksyny,

PEC — trwatle zanieczyszczenia srodowiska,

PGE2 — prostaglandyna E2,

PRR — receptory rozpoznajace wzorce,

PSA — specyficzny antygen prostaty,

PTX3 — pentraksyna 3,

RAGE - receptor dla produktéw zaawansowanej glikacji,
Rb — gen supresorowy RB1,

RFT — reaktywne formy tlenu,

STHML3 — model Stockholm3,

TCDD - 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyna,

TNF — czynnik martwicy nowotworow,



TNFa — czynnik martwicy nowotwordw alfa,
TRUS — ultrasonografia przezodbytnicza,

TURP — przezcewkowa elektroresekcja prostaty,
VCAM-1 — naczyniowa molekuta adhezyjna,

VEGF — czynnik wzrostu srodbtonka,



1. Wstep

Produkty zaawansowanej glikacji to liczna grupa zwigzkdéw powszechnie wystepujacych w
organizmach zywych. Ich zwigkszona ekspresja jest obserwowana w chorobach
metabolicznych, zapalnych i nowotworowych. Ponadto, istnienie natywnego receptora
rozpoznajacego te zwigzki sugeruje wieloaspektowy, znaczacy wpltyw produktow glikacji w
stanach patologicznych. Mimo to, nie sg one stosowane w diagnostyce. AGE10 to nowo
odkryty przedstawiciel produktow zaawansowane;j glikacji o odmiennej wzgledem pozostatych
strukturze i charakterystyce. Dodatkowo, opracowano specyficzny test immunologiczny
wykrywajacy ten epitop. Pozwala nam to przypuszczaé, ze jakosciowe 1 ilosciowe zmiany
ekspresji tego produktu moga znalez¢ zastosowanie w diagnostyce choréb nowotworowych i
bedacych nastepstwem uszkodzenia tkanek. Jednakze, nie dysponujemy dostateczng liczba
badan oceniajacych ekspresj¢ tego epitopu w tkankach. Celem przeprowadzonych badan jest
identyfikacja nowego epitopu w tkankach raka prostaty w korelacji do receptorow dla
zaawansowanych produktéw glikacji. Dodatkowo, spodziewajac si¢ obecnosci AGEI0 w
szerzej pojetym uszkodzeniu tkanki, zweryfikowaliSmy ekspresj¢ epitopu w tkankach

poddanych dziataniu substancji toksycznych.

1.1. Produkty zaawansowanej glikacji

Produkty koncowe zaawansowanej glikacji (advanced glycation end-products — AGE) to grupa
zlozonych, heterogenicznych zwigzkoéw, ktore powstajg z cukrow redukujacych takich jak
glukoza i fruktoza, oraz niektorych aldehydow. Tworzg si¢ one w wyniku nieenzymatycznej
reakcji z grupami aminowymi bialek, lipidow i kwasow nukleinowych!. Przemiany chemiczne
prowadzace do powstania AGE zostaty nazwane reakcjami Maillarda. W poczatkowym etapie
tworzg si¢ zasady Schiffa, jest to proces odwracalny, zalezny od stezenia substratow (Ryc. 1).
Nastepnie wspomniane zwiazki ulegaja przegrupowaniu do produktéw Amadoriego — mozna
je réwniez okre$li¢ mianem posrednich produktéw glikacji — charakteryzuja si¢ wigksza
stabilno$cig, jednakze reakcja nadal jest odwracalna. W ostatnim etapie produkty Amadoriego
tworzg kowalencyjne wigzania z biatkami, trwale uposledzajac ich funkcjel?. Jednym z
produktow przejsciowych moga by¢ reaktywne zwiazki a-dikarbonylowe, takie jak
metyloglioksal (MGO) i glioksal. Indukujg one stres oksydacyjny i dzialaja proapoptotycznie®,
tworza nieodwracalne wigzania kowalencyjne z resztami lizynowymi 1 argininowymi bialek.

Reaktywne a-dikarbonyle mogg réwniez pochodzi¢ ze Zrodel niezwigzanych z glikacja, takich



jak peroksydacja lipidow, glikoliza, katabolizm cial ketonowych i oksydatywna degradacja

zasad Schiffa®.
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Rycina 1. Schemat glikacji. Zielonym kolorem zaznaczono zrédta substratow, pomaranczowym grupy
zwigzkow posrednich. W niebieskiej tabeli zgrupowano gltéwne endogenne zrodia reaktywnych

zwigzkow dikarbonylowych®.

Reakcje Maillarda zachodza w wolnym tempie, AGE tworza si¢ na przestrzeni tygodni.
Najczesciej mozna je zaobserwowaé W biatkach o dlugim okresie poéttrwania, takich jak
kolagen i tubulina?. Warto rowniez zauwazy¢, ze istnieja egzogenne AGE, ktére powstaja w
wyniku ekspozycji na dym tytoniowy® i obrobki termicznej pokarméw®. Z powodu
nieenzymatycznej natury reakcji Maillarda, proces ten przebiega rowniez w warunkach

fizjologicznych, produkty glikacji akumuluja sie z wiekiem'®,

AGE tworzg liczng grupe zwiazkoéw o roznych wiasciwosciach i budowie chemicznej (Ryc. 2).
Struktura wielu z nich nadal nie jest poznana, do najbardziej poznanych naleza

karboksymetylolizyna (CML), pentozydyna i pyrralina.
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Rycina 2. Struktury chemiczne wybranych produktow zaawansowanej glikacji: Pentozydyny (A),
karboksymetylolizyny (B) i pyrraliny (C)2.

Mimo réznorodnosci AGE, wszystkie produkty glikacji cechuja si¢ tworzeniem
nieodwracalnych wigzan z wolnymi grupami aminowymi. Skutkuje to opornoscia
zmodyfikowanych biatek na dziatanie enzymow proteolitycznych i prowadzi do usztywnienia

macierzy zewnatrzkomorkowej, zaburzenia jej funkcjonowania oraz utrudnionej przebudowy?.

Glikacja zostata opisana przez Louis-Camille Maillard’a w 1912 roku®. W ciagu ostatnich 40
lat badania w tym obszarze znacznie si¢ zintensyfikowaty. Poczatkowo AGE byly kojarzone z
przewlekta hiperglikemia i procesami starzenia si¢. Nasilenie glikacji obserwuje si¢ w
cukrzycy typu II, jednak wysokie stezenie glukozy nie jest warunkiem koniecznym do jej
przebiegu. Zwiekszona obecno$¢ AGE zaobserwowano w chorobie Alzheimera®®,

reumatoidalnym zapaleniu stawow?!!, miazdzycy? i nowotworach®,

1.1.1. AGE10

W praktyce laboratoryjnej produkty zaawansowanej glikacji mozna uzyskaé przy uzyciu
roznych metod. W metodzie konwencjonalnej wykorzystuje si¢ sSrodowisko wodne, w ktérym
roztwor biatka inkubuje si¢ z cukrami redukujagcymi takimi jak glukoza, fruktoza, ryboza czy
metyloglioksal (MGO), glikacja zachodzi na przestrzeni tygodni (agueous conventional
glycation — ACG). Alternatywng metoda jest indukcja reakcji w warunkach bezwodnych przy
uzyciu wysokiej temperatury, miedzy innymi przy wykorzystaniu mikrofal (microwave

glycation - MWG)*,

Reakcja disacharydu, melibiozy z biatkami w warunkach bezwodnych tworzy produkty
odmienne od uzyskanych metoda klasyczng. Nowo odkryta grupe zwigzkow syntetycznych
nazwano MAGE (mel-derived AGEs), od uzytego do syntezy substratu — melibiozy. MAGE

mozna dodatkowo podzieli¢ na niskoczasteczkowe MAGE powstate z glikacji N-acetylolizyny



(LMW-MAGE) i wysokoczasteczkowe MAGE wywodzace si¢ z glikacji biatka, na przyktad
mioglobiny (HMW-MAGE). HMW-MAGE wykazuje dzialanie genotoksyczne i
proapoptotyczne w liniach komorkowych czerniaka, gruczolakoraka ptuc i raka jelita grubego.
Co ciekawe, LMW-MAGE nie wywotluje efektu genotoksycznego, jednoczesnie wptywa

hamujaco na apoptoze™®.

Natywny analog MAGE wystgpuje w organizmach réznych gatunkow zwierzat. Nowo
poznany epitop, nazwany AGE10, rozpoznawany przez przeciwciata anty-MAGE, jest obecny
zaroOwno u bezkrggowcow jak 1 kregowcodw, w tym u cztowieka. Zidentyfikowano go w tkance
pochodzacej od konia, $wini, krolika, szczura, zaby i $limaka'®. AGE10 wystepuje miedzy
innymi w tkankach aktywnych metabolicznie — migséniach szkieletowych i kardiomiocytach,
jednakze, wykryto jego obecno$¢ réwniez w tkance tacznej 1 adipocytach. U czlowieka,
AGE10 wystepuje na réznych biatkach surowicy ludzkiej, epitop jest obecny na albuminie i
immunoglobulinach klasy A 1 G w osoczu pacjentdw chorujacych na cukrzyce. Z kolei, w
surowicy pacjentow zdrowych nowego epitopu nie obserwuje si¢ na albuminie, za to byt
obecny na immunoglobulinach IgA i IgG. AGE10 wykryto rowniez w ptynie otrzewnowym

pacjentéw chorujacych na raka zotadka®’.

Zmodyfikowane poprzez glikacje biatka indukuja tworzenie si¢ autoprzeciwciat. W badaniach
nad surowicg pacjentow chorujacych na cukrzyce odnotowano obecno$¢ autoprzeciwciat
reagujacych krzyzowo z MAGE. Jednocze$nie, nie zauwazono autoprzeciwcial przeciwko
produktom glikacji wywodzacych si¢ z glukozy'®. AGE10 wykazuje wieksza immunogenno$é

w porownaniu do pozostatych produktow glikacji.

Przeciwcialo monoklonalne anty-MAGE postuzylo do opracowania nowego testu ELISA
umozliwiajgcego pomiary ilosciowe MAGE oraz natywnego AGE10. Jest to o tyle istotne,
poniewaz obecnie, jedyne dostgpne komercyjnie testy immunologiczne wykrywajag CML lub
calkowity poziom AGE. Za pomoca nowego testu wykazano obecno$¢ AGE10 w surowicy
pacjentdéw z mikroangiopatiag cukrzycowa. Korelacja byta mniej zaznaczona u pacjentéw
leczonych kwasem acetylosalicylowym. Dodatkowo, AGE10 byt pozytywnie skorelowany z
wskaznikiem filtracji kigbuszkowej (eGFR) 1 negatywnie skorelowany ze st¢zeniem

kreatyniny. Nie zaobserwowano zwigzku z glikemig i hemoglobing glikowana (HbA1c)*.
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1.1.2. Receptor dla produktow zaawansowanej glikacji

Receptor dla produktéw zaawansowanej glikacji (RAGE) to biatko przynalezace do
nadrodziny immunoglobulin. Sktada si¢ z 5 cz¢sci: trzech zewnatrzkomérkowych domen (V,
Cl1 i C2), czesSci transblonowej i domeny osadzonej w cytoplazmie (Ryc. 3). Funkcjonalnie,
domena V jest miejscem wigzania si¢ ligandow, a cze¢$¢ cytoplazmatyczna jest konieczna do
transdukcji sygnatlu. Geny kodujace RAGE zlokalizowane sg na chromosomie 6, blisko rejonu

glownego uktadu zgodnosci tkankowej typu 1%,

d

c1

Domena migdzybtonowa

(e

Przestrzen zewngtrzkomorkowa

YD
44 S S AL AL AL

Przestrzen wewnatrzkomorkowa

Rycina 3. Budowa receptora dla produktow zaawansowanej glikacji (RAGE). C1, C2 — domeny

zewnatrzkomoérkowe, V — domena wigzaca ligandy*®.

Konstytutywng ekspresje tego receptora zaobserwowano na btonach podstawno-bocznych
pneumocytow typu I. Ponadto RAGE jest obecny na komoérkach $rodbtonka naczyniowego,
kardiomiocytach, i komorkach ukladu odpornosciowego — monocytach, makrofagach,
limfocytach 1 komorkach dendrytycznych*®®. Podwyzszona ekspresja RAGE zostala
zaobserwowana w sepsie®®, cukrzycy**, chorobie Alzheimera®, nefropatii cukrzycowej?,

reumatoidalnym zapaleniu stawow?* i nowotworach?®.
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RAGE jest multiligandowym receptorem rozpoznajacym wzorce (pattern recognition receptors

PRR)?. Receptory tej grupy pehig kluczowa role w nieswoistej odpowiedzi
immunologicznej organizmu. Rozpoznaja wzorce molekularne zwigzane z patogenami
(PAMP), takie jak lipopolisacharyd (LPS) i bakteryjne DNA. Ligandami PRR, w tym RAGE
sg rowniez struktury molekularne zwigzane z uszkodzeniem komorek (DAMP) inaczej
okreslane alarminami. DAMP to endogenne zwiazki wydzielane pod wptywem zapalenia lub
martwicy?’. Przynalezy do nich biatko o duzej ruchliwosci elektroforetycznej (HMGBI1) —
biorgce udziat w replikacji DNA. Zwigkszone st¢zenie HMGBI1 obserwuje si¢ w martwicy,
ponadto jest aktywnie wydzielane przez komorki poddane dziataniu cytokin prozapalnych, w
szczegdlnosci przez monocyty i neutrofile?®. Kolejnym przedstawicielem alarmin sa biatka

rodziny S100, odpowiadaja za organizacje cytoszkieletu i kontrole cyklu komérkowego?.

RAGE, poprzez szereg szlakow sygnalizacyjnych, aktywuje jadrowy czynnik transkrypcyjny
kappa B (necrotic factor — NF-kB), ktory wzmaga transkrypcj¢ gendw kodujacych RAGE.
Kolejnym efektem dziatania RAGE jest zwigkszenie aktywnosci oksydazy NADPH,
skutkujace wzrostem stezenia RFT, zwiazki te dodatkowo aktywuja NF-kB%*3l. Opisane
procesy promuja przewlekty stan zapalny i umozliwiajg wystapienie dodatniej petli zwrotne;.

Schemat dziatania RAGE zostat przedstawiony na rycinie 4.

NF-xB jest odpowiedzialny za regulacje i adaptacje nieswoistej odpowiedzi immunologicznej
organizmu. Indukuje ekspresj¢ prozapalnych genéw kodujacych cytokiny i chemokiny. NF-xB
tworzy kompleksy ze swoistymi inhibitorami (IkB) obecnymi w cytoplazmie. Aktywacja
czynnika transkrypcyjnego zachodzi poprzez szlaki sygnalizacyjne pochodzace od PRR m.in.
przedstawicieli nadrodziny receptoréw czynnika martwicy nowotworow (TNF), receptory
obecne na limfocytach T i B i RAGE. Pierwotny mechanizm sklada si¢ na fosforylacj¢
kompleksow kinaz IxB, skutkuje to wzmozong degradacja IxkB w proteasomach i1 szybka
translokacja NF-xB do jadra komoérkowego®?. NF-xB wplywa na transkrypcje genow
czynnikow adhezyjnych — migdzykomorkowa czasteczke adhezyjng (ICAM-1), naczyniowa
molekute adhezyjnag (VCAM-1), metaloproteinazy macierzy pozakomorkowej (MMP)®,
Czynniki adhezyjne promujg naciekanie i tworzenie przerzutbw w chorobach
nowotworowych®*. Ponadto, NF-kB wzmaga angiogeneze i odpowiedz zapalna poprzez
transkrypcje genow kodujacych cytokiny prozapalne — IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNFa i
chemokiny takie jak biatko chemotaktyczne monocytow (MCP-1) i 1L-18%,

12
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Rycina 4. Ligandy i $ciezki sygnalowe RAGE. HMGBI1 — biatko o duzej ruchliwosci
elektroforetycznej; AGE — produkty zaawansowanej glikacji; S100 — nazwa rodzin biatek wigzacych
wapn; RAGE — receptor dla produktow zaawansowane;j glikacji; RFT — reaktywne formy tlenu; NF-

kB — czynnik transkrypcyjny; p38, ERK 1/2, PI3K/Akt - sciezki sygnatowe; ICAM-1, VCAML,
MMP — czynniki adhezyjne; IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a — cytokiny prozapalne®.
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1.2. AGE i RAGE w stanach patologicznych

1.2.1. Choroby nowotworowe

W poczatkowej fazie rozwoju nowotworu, mediatory zapalne indukujg zmiany epigenetyczne
w komorkach przednowotworowych 1 wyciszajg geny supresorowe. Nastepujgca po tym faza
promocji guza, wspierana przez cytokiny i chemokiny, skutkuje przetrwaniem i proliferacja
komoérek guza®=®. Komorki nowotworowe za pomoca réznych mechanizméw kompensuja
niedostateczng podaz energii. W zmienionych nowotworowo tkankach obserwuje si¢
zwiekszony pobor glukozy i nasilona glikolize®’. Wysokie stezenie cukrow redukujacych i
reaktywnych dikarbonyli tworzy optymalne warunki dla glikacji. AGE poprzez interakcje z
RAGE wzmagaja stan zapalny, nierozerwalnie zwigzany z inicjacja i proliferacjag zmian

nowotworowych jak réwniez ich potencjatem do tworzenia przerzutowe.

Produkty zaawansowanej glikacji sg obecne w wielu nowotworach. Zauwazalna jest r6znica w
dystrybucji AGE zalezna od typu histologicznego nowotworu. Zwickszone miano
argpirymidyny obserwuje si¢ w raku ptaskonablonkowym krtani i gruczolakoraku piersi. Z
kolei gruczolakorak jelita grubego i mig$niakomigsak gtadkokomorkowy charakteryzujg sig
wickszym  udziatem karboksymetylolizyny (CML)*. W liniach komorkowych
hormononiezaleznego, inwazyjnego raka piersi obserwuje si¢ zwickszenie proliferacji i
migracji komorek nowotworowych, proporcjonalne do stezenia AGE wywodzacych si¢ z
MGO. Powiazano to z wynikajaca z interakcji AGE-RAGE ekspresja metaloproteinaz (MMP),
szczegblnie z grupy zelatynaz (MMP-2, MMP-9) — degraduja one tkanke taczng i blaszke
podstawng co umozliwia naciekanie i tworzenie sie przerzutow*’. Nadekspresje RAGE
obserwuje si¢ w rakach piersi, poziom mRNA RAGE jest znacznie podwyzszony w zmianach
wysokiego stopnia, ekspresja RAGE jest proporcjonalna do rozmiaru guza®'. Ponadto,
wykazano korelacje miedzy ekspresja RAGE a rozmiarem i glebokoscia nacieku w rakach
jajnika*?. W nowotworach trzustki, ponad bezposredni zwigzek z proliferacja i naciekaniem

guza, RAGE odgrywa kluczowa role w transformacji zmian przednowotworowych®.

1.2.1.1. Rak prostaty

Zaobserwowano wysokie stezenie CML w surowicy pacjentow z rakiem prostaty**.
Modyfikacja blony podstawnej wywolana glikacja promuje inwazyjno$¢ nowotwordw prostaty
i koreluje z gorszym rokowaniem*. Stezenie CML koresponduje ze stopniem zaawansowania
PCa mierzonym w skali Gleasona®®. Podobng korelacje zauwazono w przypadku RAGE,

ekspresja receptora dla produktow zaawansowanej glikacji jest znaczaco wyzsza u pacjentow
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z nowotworami o wyzszym stopniu zaawansowania (Gleason >8)*"*8, Ponadto podanie
glikowanej albuminy surowicy bydlecej (AGE-BSA) wzmaga wzrost guza i promuje jego
inwazyjno$¢ w liniach komoérkowych raka prostaty”®. Obserwuje sie rowniez indukcje
fosforylacji i degradacji biatka kodowanego przez gen supresorowy RB1 (Rb) przyczyniajaca
si¢ do proliferacji nowotworu prostaty. Mechanizm ten jest uruchamiany poprzez interakcje
AGE z RAGE®. Wyciszenie genu kodujacego RAGE powoduje zmniejszenie stezenia
specyficznego antygenu prostaty (PSA) i hamuje proliferacj¢ guza w liniach komérkowych
raka prostaty®’. Co wazne, nadekspresia RAGE jest $ciSle zwigzana ze zmianami
nowotworowymi, RAGE w zapaleniu prostaty 1 fagodnym przeroscie prostaty (BPH) jest

obecny w znacznie mniejszym mianie*.

1.2.2. Uszkodzenie tkanek

1.2.2.1. Dioksyny

Dibenzo-p-dioksyny (PCDDs) to zwiazki przynalezace do halogenopochodnych
weglowodorow aromatycznych. Jest to grupa stabilnych, toksycznych substancji powstajacych
w procesach spalania materiatéw organicznych lub jako produkt uboczny syntezy zwigzkow
organicznych. Zwigkszone stg¢zenie PCDDs jest szczegoélnie odnotowywane w krajach
uprzemystowionych, sa one okreslane jako trwate zanieczyszczenia §rodowiska (persistent
enviromental contaminants — PEC). Charakteryzujg si¢ dlugim biologicznym czasem
pottrwania jak rowniez tendencja do akumulacji w organizmie, szczegélnie w tkance
thuszczowej®®. Wieloetapowy proces eliminacji dioksyn przyczynia sie do powstawania
wolnych rodnikow, ktore poprzez indukcje stresu oksydacyjnego inicjujg lub podtrzymuja stan
zapalny. Dioksyny to substancje teratogenne, neurotoksyczne i hepatotoksyczne®?.
Prototypowym zwigzkiem tej grupy jest 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyna (TCDD) (Ryc.
5), wykazuje on ponadto najwiekszg toksycznos¢. TCDD dostaje si¢ do komorek na drodze
dyfuzji, by nastepnie przylaczy¢ si¢ do obecnego w cytoplazmie receptora weglowodorow
aromatycznych (AhR), utworzony kompleks translokuje do jadra komoérkowego i petni rolg
czynnika transkrypcyjnego®®. AhR zwicksza ekspresje cytokin prozapalnych — TNFa, IL-6, IL-
1B bezposrednio zwigzanych ze zmianami apoptotycznymi, obserwowanymi mi¢dzy innymi w
mieéniu sercowym>*. Ponadto dioksyny wzmagaja ekspresje cytochroméw — szczegdlnie z
uktadu CYP1A. Cytochromy grupy CYP1A sa odpowiedzialne za metabolizm steroidow i
ksenobiotykow®2%3, W tkankach zwierzat poddanych dziataniu TCDD wykryto réwniez
zwiekszong aktywnos$c¢ cyklooksygenazy 2 (Cox-2) 1 podwyzszone stezenie reaktywnych form
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tlenu (RFT)*®. W badaniach nad myszami pozbawionymi genu kodujacego AhR, nie

zauwazono dzialtania teratogennego°®>’.

Tokoferol wykazuje dziatanie przeciwutleniajace, ponadto wywiera hamujacy wptyw na AhR,
z kolei kwas acetylosalicylowy jest inhibitorem Cox-252%*, Kwas acetylosalicylowy (Aspiryna)
i a-tokoferol niwelujg toksycznos¢ dioksyn, obserwowang poprzez pomiar ekspresji AhR i
Cox-2 w modelu zarodka kurzego®®. Wzory chemiczne TCDD, aspiryny i tokoferolu zostaty

przedstawiono na rycinie 5, uwage zwracajg zauwazalne pewne podobienstwa strukturalne.

CJ: : O : Cl
Cl O Cl
o) OH

0] o)

CH,

CH,

Ryc. 5. Struktury chemiczne 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny (TCDD) (A), kwasu
acetylosalicylowego (ASA, aspiryny) (B) i a-tokoferolu (witaminy E) (C).

W modelach zwierzgcych, najczesciej wystepujace malformacje to rozszczep podniebienia i
wodonercze®®. Ponadto obserwuje sie zaburzenia rozwoju grasicy, prostaty i czaszki®’. TCDD
powoduje nadekspresje Cox-2, zwigzane z tym zwigkszone stezenie prostaglandyny E2
(PGE2) zaburza funkcjonowanie transporterow jonowych co w rezultacie powoduje rozwoj
wodonercza. Obserwuje si¢ poszerzenie miedniczek nerkowych i zmniejszenie objgtosci
miazszu nerki®. TCDD zaburza fizjologiczny rozwdj gruczotu krokowego u szczuréw
poddanych dziataniu TCDD in utero. Obserwuje si¢ znaczng redukcje objetosci gruczotu,
60,61

zaburzenia réznicowania komorek 1 nieprawidlowe formowanie si¢ pgcherzykow prostaty

Zauwazono rowniez negatywny wplyw na chondrogeneze kosci czaszki u danio prggowanego
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i skrocenie zuchwy u potomstwa samic poddanych dziataniu TCDD®2. Dioksyny podane
samicom szczurOw wykazuja niekorzystny wplyw na rozwdj z¢bow w okresie pre i

postnatalnym®3%4,

1.2.3. Wplyw antyoksydantow i zwigzkow przeciwzapalnych na procesy
glikacji

Badania wskazuja na bezposredni zwigzek miedzy obecnoscia reaktywnych form tlenu (RFT)
a nasileniem glikacji®. Opisano wiele substancji, zaréwno pochodzenia naturalnego, jak i
syntetycznego, ktore wykazuja zdolnos¢ do hamowania glikacji. Przyktadem syntetycznego
zwigzku o takim dzialaniu jest aminoguanidyna, posiadajaca zdolno$¢ do neutralizacji a-
dikarbonyli poprzez kondensowanie z nimi i tworzenie zwigzkow o heterocyklicznej
strukturze®®. Stosowanie aminoguanidyny prowadzi do zmniejszenia akumulacji AGE w
naczyniach krwiono$nych oraz redukcji zmian miazdzycowych in vitro u szczuréw z
cukrzyca®’. Zaobserwowano, ze zwiazki pochodzenia roslinnego rowniez redukuja glikacje®®.
Aktywno$¢ hamujaca byla bezposrednio zwigzana z zawarto$cig zwigzkéw fenolowych,
zwlaszcza witeksyny i izowiteksyny®. Wykazano dziatanie ochronne ekstraktow z roznych
odmian fasoli, takich jak fasola zlota, czarna czy soja warzywna. Sposrod nich najwigkszy
potencjat hamowania wykazywata fasola ztota — jednoczesnie, w pordwnaniu do pozostatych
gatunkow fasoli, zawierala najwieksza iloé¢ zwigzkow fenolowych®®. Zwiazki polifenolowe
majg zdolnos¢ do neutralizacji wolnych rodnikow oraz mogg przylaczac si¢ do reszty lizyny i
argininy, skutecznie blokujac miejsca wigzania si¢ a-dikarbonyli’®. Odnotowano réwniez
ochronny wptyw zwigzkow przeciwzapalnych. Kwas acetylosalicylowy (Aspiryna) hamowat
glikacje w rogowce 1 twardowce pacjentow chorujacych na cukrzyce, potencjalnie poprzez
acetylacje wolnych grup aminowych biatek. Aspiryna ma rdéwniez potencjat do
neutralizowania wolnych rodnikéw, co dodatkowo moze przyczynia¢ si¢ do hamowania

glikacji’™.
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1.3. Gruczol krokowy
1.3.1. Budowa narzadu

Prostata to nieparzysty, zlokalizowany podotrzewnowo narzad migsniowo-gruczotowy bedacy
cz¢scig meskiego uktadu rozrodczego. Znajduje si¢ ponizej pgcherza moczowego i otacza
cewke moczowa. Ksztaltem przypomina orzech wloski i ma mniej wigcej taka samag wielkos¢.
Sktada si¢ z podstawy przylegajacej do przedniej czesci pecherza moczowego; powierzchni
przedniej; powierzchni tylnej sasiadujacej z banka odbytnicy, co umozliwia badanie
palpacyjne; powierzchni dolno-bocznej i wierzchotka przylegajacego do zewnetrznego
zwieracza cewki moczowej. Narzad jest otoczony torebka widknista pokryta powiezia
miednicy. Anatomicznie prostate mozna rowniez podzieli¢ na ptat lewy, prawy i srodkowy.
Gruczot krokowy jest unaczyniony przez galezie tetnic pecherzowych dolnych, odbytniczych
dolnych 1 tetnic sromowych wewnetrznych. Splot zylny uchodzi do zyty biodrowej
wewnetrznej a limfa sptywa do weztow chtonnych miednicy i weztéw chtonnych krzyzowych.

Prostata jest unerwiona przez splot miedniczny2.

ezty chl'omile

Pecherz moczowy

Pecherzyki

moczowa

Rycina 6. Lokalizacja anatomiczna gruczotu krokowego

(https://www.cancer.gov/types/prostate/understanding-prostate-changes)
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Narzad sktada si¢ z tkanki gruczotowej, wioknistej 1 mie$ni gtadkich ktore petnig dwojaka role

— wspomagaja ejakulacje i zapobiegaja dostaniu sie moczu do prostaty w trakcie mikcji’>.

W gruczole mozna wydzieli¢ trzy strefy (Ryc. 7)™

1. Najwicksza, strefa obwodowa. Otacza czg$¢ strefy srodkowej i1 dystalng czgs$¢ cewki

3.

moczowej. Zdecydowana wigkszo$¢ przypadkow raka gruczotu krokowego wywodzi
si¢ z tej strefy (okoto 70%),

Strefa Srodkowa, stanowigca okolo 25% objetosci calego narzadu. Otacza strefe
przejSciowa, pecherzyki nasienne 1 nasieniowody. Rak gruczotu krokowego
pochodzacy z tej lokalizacji, cho¢ rzadki (okoto 2,5-5%), charakteryzuje si¢ wigksza
agresywnoscig i niekorzystnym rokowaniem. Jest to w glownej mierze zwigzane z jego
sktonnoscia do inwazji pgcherzykéw nasiennych oraz wysoka tendencjg do naciekania
poza torebke gruczotu, gtéwnie poprzez nasieniowody”,

Najmniejsza, strefa przejsciowa. Otacza proksymalny odcinek cewki moczoweyj,
migdzy pecherzem moczowym a wzgorkiem nasiennym. Z wiekiem strefa ta czesto
przerasta. Nowotwory ztosliwe pochodzace z tego obszaru (okoto 20-25%) zwykle
maja dobre rokowanie. Charakteryzujg si¢ powolnym wzrostem i niskim potencjatem
do naciekania okolicznych tkanek, co cze¢sciowo wynika z wewngtrznej lokalizacji.
Charakteryzujg si¢ wysokimi st¢zeniami specyficznego antygenu prostaty (PSA) i

relatywnie duzym rozmiarem.

Ponadto, wydziela si¢ zrgb mig$niowo-tacznotkankowy, ktory nie posiada utkania

gruczolowego 1 otacza dolng czgs¢ prostaty zwang wierzchotkiem. Przez gruczot krokowy

przebiegaja liczne struktury przewodowe: proksymalna czgs¢ cewki moczowej; dwa

nasieniowody i 20-30 przewodoéw gruczotowych.
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Pecherzyki nasienne

Cewka ] \

Strefa przejsciowa = my

Zrab miesniowo- (| \/ ' asienioweéd
tacznotkanowy
E /
Wzgoérek : Strefa obwodowa
i Strefa centralna
i
Zwieracz zewnetrzny
cewki moczowej
0

Rycina 7. Budowa gruczotu krokowego
(https://www.earthslab.com/anatomy/prostate/)

Gtéwna funkcja gruczotu krokowego jest produkcja zasadowego ptynu, dziata on protekcyjnie
na plemniki, jest ich no$nikiem i neutralizuje kwasne $rodowisko zenskich drog rodnych.
Dodatkowo zawiera sperming, poliaming wspomagajaca mobilnos¢ plemnikow. W gruczole
krokowym testosteron, za pomoca Sa-reduktazy, jest przeksztatcany w swoj aktywny metabolit
— dihydrotestosteron (DHT)"?"®. Najczestsze choroby wywodzace si¢ z tego narzadu to

tagodny przerost prostaty, zapalenie prostaty i nowotwor prostaty’®.

1.3.2. Lagodny przerost prostaty (BPH)

Hiperplazje prostaty obserwuje si¢ u wigkszosci mezczyzn po 60 roku zycia. Ma charakter
ogniskowy 1 czesto lokalizuje si¢ w strefie przejsciowej. Kryteria histologiczne przerostu sg
spetnione u 10% trzydziestolatkow, 50% sze$¢dziesieciolatkow, a u mezczyzn w sidodmej 1

6smej dekadzie zycia ponad 80% badanych prostat wykazuje cechy hiperplazji’’. Nie oznacza
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to jednak, ze wszyscy pacjenci doswiadczajag objawow przerostu prostaty. Ponadto, czegs¢
pacjentdow mimo symptomow nie szuka pomocy, uznajac, ze jest to naturalna kolej rzeczy. Dla

niektorych objawy nie sg na tyle problematyczne by zasiggna¢ porady lekarskie;.

Objawy ze strony dolnych drog moczowych (Lower urinary tract symptoms — LUTS) sg mato
swoiste, wskazuja na przerost prostaty ktory moze by¢ tagodny w swojej naturze, lub by¢
spowodowany nowotworem prostaty, jak rowniez moze wynika¢ ze schorzen pecherza

moczowego. LUTS mozna podzielié¢ na dwie kategorie’”®:

1. Objawy zaporowe — problemy z rozpoczeciem lub kontynuacjg mikcji, oddawanie
moczu matymi partiami, staby strumien moczu, cz¢$ciowa lub petna retencja moczu,
nietrzymanie moczu z przepetnienia,

2. Objawy z podraznienia — cze¢ste oddawanie moczu, uczucie parcia na mocz, nykturia,

dysuria.

Dodatkowo pacjenci zglaszaja problemy z erekcja. Sugeruje si¢, ze objeto$¢ prostaty
przekraczajaca 30cm® dobrze koreluje z obecnoécia zaburzen erekcji’®. Symptomatologia
tagodnego przerostu i nowotwordéw prostaty, szczegdlnie ograniczonych miejscowo, pokrywa

si¢ — uzasadnia to potrzebe badan nad nowymi markerami nowotwordw prostaty.

W leczeniu farmakologicznym BPH stosowane sg leki blokujace receptor o (a-blokery) takie
jak prazosyna lub doksazosyna. Obnizajg napigecie mig$ni gtadkich pecherza moczowego, co
w konsekwencji utatwia oddawanie moczu. Ponadto stosuje si¢ inhibitory Sa-reduktazy,
powodujace spadek stezenia DHT co skutkuje atrofig gruczotu krokowego i zmniejszenie si¢

jego objetosci.

Ztotym standardem postgpowania w przypadku niepowodzenia leczenia farmakologicznego
jest przezcewkowa elektroresekcja prostaty (transurethral resection of the prostate — TURP).
Resektoskop wprowadza si¢ przez cewke a nastepnie, uzywajac petli diatermicznej, usuwa
okolocewkowg czes¢ prostaty’®. Komplikacje krotkoterminowe TURP to hematuria, zapalenie
drog moczowych, zastd] moczu. Dlugoterminowo moze pojawi¢ si¢ zwezenie cewki

moczowej, wysitkowe nietrzymanie moczu, wytrysk wsteczny i zaburzenia erekcji®.

1.3.3. Zapalenie prostaty

Zapalenie gruczotu krokowego moze objawiac si¢ bolem podbrzusza i objawami dolnych drog

moczowych (LUTS), jednakze czesto przebieg jest bezobjawowy. Zapalenie prostaty moze
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pojawi¢ si¢ na skutek zakazenia bakteryjnego. W leczeniu stosowane sg mig¢dzy innymi

antybiotyki pokrywajace swoim spektrum bakterie gram-ujemne®?.

Macierz zewnatrzkomoérkowa pelni kluczowg role w réznicowaniu si¢ 1 migracji komorek.
Zapewnia strukturalne 1 biochemiczne wsparcie dla komoérek 1 aktywnie reguluje komunikacje
mi¢dzykomorkowa. Zdrowe komorki oddzielone od macierzy nie sa zdolne do przetrwania. W
przewlektym zapaleniu prostaty, pod wptywem czynnikéw wzrostu i cytokin prozapalnych,
miedzy innymi interleukiny 7 (IL-7), interleukiny 2 (IL-2) i TNFo nastepuje aktywacja
komorek zrebu i zwigzana z tym przebudowa macierzy zewngtrzkomorkowej. Ponadto,
przewlekte =zapalenie stymuluje komorki do wydzielania czynnikéw promujacych

angiogeneze, m.in. czynnik wzrostu $rédbtonka (VEGF), 1L-8%2,

1.3.4. Rak prostaty

Rak gruczotu krokowego (PCa) jest drugim najczestszym rozpoznaniem onkologicznym wsrdd
mezcezyzn. Stanowi pigta przyczyne zgondw zwigzanych z nowotworami u mezezyzn. Co roku
PCa diagnozuje si¢ u 1,6 miliona m¢zczyzn, a 366 tysiecy rocznie umiera z jego powodu.
Czesto$¢ wystepowania wzrasta wraz z wiekiem, z $rednig wynoszaca 66 lat. Poza tym,
czynnikami ryzyka sg rasa czarna, rodzinna historia raka prostaty, palenie papierosow, otytos¢,

przewlekte zapalenie prostaty, radioterapia w wywiadzie®H®,

Zauwazono znaczng geograficzng zmienno$¢ wystgpowania PCa. Ponad 70% nowotwordéw
diagnozuje si¢ w krajach wysoko rozwinigtych®*. Najwigcej przypadkow PCa odnotowuje si¢
w Stanach Zjednoczonych, Australii i krajach skandynawskich, najmniej z kolei w krajach
Azji. Wykazano, ze ryzyko PCa wzrasta u ciemnoskdérych mezczyzn emigrujacych z Afryki do
Stanow Zjednoczonych®. Rdoznice te mogag by¢ podyktowane szeroko stosowanymi w krajach
rozwinigtych przesiewowymi badaniami PSA. Skutkuje to wigkszg liczbg rozpoznan w

stadium lokalnym ale réwniez pojawieniem si¢ znacznej ilosci wynikéw fatszywie dodatnich.

Otylo$¢ jest szczegdlnie skorelowana z zaawansowanymi i agresywnymi formami guza®.
Wysokie BMI powoduje zaburzenia stezen hormondéw ptciowych. Otylos¢ w potaczeniu z
niska aktywnos$cig fizyczng wywoluje insulinooporno$¢, a zwigzane z nig przewlekle

podwyzszone stezenie insuliny promuje wzrost i proliferacje komoérek nowotworowych®,

DHT silnie stymuluje wzrost komoérek prostaty®’. Zaburzenia gospodarki hormonalnej

przyczyniaja si¢ do rozwoju nowotwordw prostaty. Mutacje punktowe w genach kodujacych
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enzymy odpowiedzialne za syntezg testosteronu i dihydrotestosteronu takich jak Sa-reduktaza-
1, Sa-reduktaza-2, cytochromy CYP17, CYP3A4, CYP9A1 zwigkszaja ryzyko PCa. Ponadto,
mutacje genéw supresorowych, takich jak BRCA1 i BRCA2 koreluja z agresywnymi formami

nowotworu®?!,

Najczestszym typem raka prostaty jest gruczolakorak, stanowi on 95% przypadkoéw®®. Rozwija
si¢ z komoérek gruczotowych i najczesciej lokalizuje si¢ w strefie obwodowej gruczotu.
Zmienione komorki tworzg nieregularne struktury, o rdéznym stopniu zrdéznicowania
histologicznego. Gruczolakoraki prostaty majg tendencje do miejscowego naciekania.
Rokowanie jest zalezne od stopnia zaawansowania nowotworu — przypadki ograniczone
miejscowo wigzg si¢ z dobrym rokowaniem. Gruczolakoraki mozna podzieli¢ na dwa typy:
groniasty — wystepujacy zdecydowanie czesciej, i przewodowy — o gorszym rokowaniu, czesto
wspolistniejacy z typem groniastym. Kolejnym typem nowotworu jest rak ptaskonabtonkowy
prostaty. Rozpoznanie jest stawiane rzadko (w okoto 1% przypadkow), charakteryzuje si¢ on
duzym stopniem agresywno$ci i szybkim tempem wzrostu, co czesto skutkuje wczesng
diagnoza wynikajaca z szybkiego pojawienia si¢ objawow. Ponadto wyr6znia si¢ nowotwory

neuroendokrynne i miesaki — co charakterystyczne, nie powoduja one wzrostu stezenia PSA®®,

1.3.4.1. Objawy

Objawy podmiotowe zwigzane sg gldwnie z przerostem tkanki prostaty. Pokrywaja si¢ z
symptomatologia BPH. Pacjenci zglaszaja dysuri¢, uczucie parcia na mocz, nykturi¢ oraz
uczucie niepelnego oproznienia pecherza. Wymienione symptomy czgsto wystepuja u

starszych mezczyzn® | moga wskazywac¢ na zmiany ograniczone miejscowo®.

Nowotwor prostaty najczesciej tworzy przerzuty do tkanki kostnej, szczegdlnie koSci
miednicy, zeber i krggostupa®. W zaawansowanych stadiach pojawiaja si¢ bole plecéw,
zatrzymanie moczu, krwiomocz, krew w nasieniu. Objawy te sugerujag wyzszy stopien
zaawansowania raka prostaty, sa one zwigzane z lokalnym rozprzestrzenieniem si¢ guza lub
pojawieniem si¢ przerzutdéw odleglych®®. Inwazja do kosci kregostupa moze skutkowac

kompresja rdzenia kregowego z towarzyszacymi parestezjami i nietrzymaniem katu®,

Wigkszos$¢ nowotwordéw jest wykrywana w stadium lokalnym. Mimo wysokiej chorobowosci,
w badaniach Eurocare-5 piecioletnie przezycie wyniosto 83%%. Na przestrzeni ostatnich lat
Smiertelno$¢ w krajach rozwinigetych zmniejsza si¢, moze mie¢ to zwigzek z badaniami

przesiewowymi. Nowotwor czesto cechuje sie powolnym wzrostem — wigcej niz 30%
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me¢zczyzn powyzej 50 roku zycia zmartych z innych przyczyn wykazywato histopatologiczne
oznaki nowotworu prostaty®4. W niedawno przeprowadzonym badaniu, ktére obejmowato 3
104 380 pacjentéw, 10-letnie wzgledne przezycie dla zlokalizowanego raka prostaty wyniosto
100%. Dla stadium regionalnego, odleglego i nieokreslonego, 10-letnie wzglgdne przezycie

wyniosto odpowiednio 96,1%, 18,5% i 78,1%%.

1.3.4.2. Badania przesiewowe

Gtownym celem badan przesiewowych jest wykrycie choroby we wczesnym stadium.
Umozliwia to szybka interwencje 1 minimalizuje Smiertelnos¢. Badania przesiewowe w PCa sg
szczegolnie istotne — zdecydowana wigkszo$¢ wczesnych zmian nie daje objawéw bowiem
objawow, a PCa istotnie przyczynia si¢ do $miertelnosci wsrdd mezczyzn. Posrdd dostepnych
narzedzi diagnostycznych, najczesciej wykorzystuje si¢ badanie per rectum (digital rectal
exam — DRE) i1 pomiar st¢zenia specyficznego antygenu prostaty (PSA). Aktualnie zaleca si¢
wykonywanie przesiewowych badan stg¢zenia PSA u mezczyzn po 50 roku Zycia, a w
przypadku wspotistnienia czynnikow ryzyka po 45 roku zycia®®. Obecnie badania przesiewowe
w kierunku raka prostaty maja niewielki wplyw na 10-letnig $miertelno$¢ zwigzang z ta
choroba®,

DRE jest najtansza i najbardziej dostgpng metoda badania gruczotu krokowego. Podejrzenie
zmiany nowotworowej stawia si¢ po wyczuciu asymetrii prostaty lub zmian guzkowych.
Niestety, zmieniona nowotworowo tkanka nie zawsze lokalizuje si¢ obwodowo. W niedawne;j
metaanalizie, czuto§¢ DRE przeprowadzanego przez lekarzy pierwszego kontaktu wyniosta
51%, a specyficzno$é¢ 59%%°. Stosowanie samego badania per rectum nie jest uznawane za
diagnostyczne.

Specyficzny antygen prostaty (PSA) to proteaza serynowa przynalezaca do kalikrein. Jest
wytwarzana prawie wylacznie przez nablonek walcowaty gruczotu krokowego. PSA tworzy
si¢ wewnatrzkomoérkowo z prekursora (pro-PSA), czes¢ PSA dostaje si¢ do krwioobiegu w
trakcie wydzielania do przewodow gruczotowych — mata frakcja ulega proteolizie i wystepuje
w formie nieaktywnej (fPSA), pozostala czgs¢ taczy si¢ z inhibitorami proteaz wystepujacymi
w 0s0czu®®. Produkcja PSA jest zalezna od stezenia androgenow®’. PSA zapobiega koagulacji
nasienia poprzez rozktad biatek odpowiedzialnych za jego Zelowa konsystencje, sprzyja

ruchliwo$ci plemnikow i rozpuszcza $luz szyjkowy®.

W badaniach przesiewowych mierzy si¢ stezenie wszystkich frakcji PSA (tPSA). Gorna
granica normy wynosi 4 ng/ml. Wynik mieszczacy si¢ w zakresie referencyjnym nie wyklucza

diagnozy. U 17% pacjentéw z rozpoznaniem PCa stezenie PSA wynosito 1,1 ng/ml1*°. Co

24



wazne, wysoko niezroznicowane zmiany moga w ogole nie produkowa¢ PSA. PSA ma
udowodniong, wysoka swoistos¢ wzgledem patologii w zakresie prostaty. Mimo szerokiego
zastosowania w badaniach przesiewowych, zwraca uwage jego ograniczona specyficzno$¢1%
102 PSA jest obecny w niskim mianie u oséb zdrowych, jego stezenie wzrasta w BPH,
zapaleniu gruczohu krokowego i raku'1%, Wysokie stezenie PSA zaobserwowano u ponad
86% mezczyzn z BPH. Dodatkowo, stosowanie niektérych lekow obniza stezenie PSA,
szczegolng uwage powinno poswieci¢ si¢ pacjentom ktérzy przekraczaja norme przy

jednoczesnym stosowaniu m.in. statyn lub tiazydow®e.

W European randomised study of screening for prostate cancer (ERSPC) wykazano, ze az
75,9% biopsji wykonanych z powodu wysokiego stezenia PSA skutkowalo wynikiem
negatywnym'®. Zaleznie od wieku pacjentow i obranej wartoéci odciecia czuto$¢ PSA
wzgledem PCa wynosi miedzy 9% a 33%'%. Ponadto, u 25% pacjentéw z rakiem prostaty
miano PSA moze byé w normie®4, W badaniach Prostate, Lung, Colorectal, and Ovarian Cancer
Screening (PCLO) nie zauwazono wptywu badan stezenia PSA na $miertelnoéé catkowita!®.
Mozna to tlumaczy¢ powolnym tempem wzrostu PCa. Wigkszo$¢ rakéw wykrywanych z
powodu wysokiego stezenia PSA jest klinicznie malo istotna, ocenia si¢, ze jedynie okoto 25%
pacjentéw z rakiem niskiego stopnia bedzie wymagato terapii z powodu progresji zmian®.
Nadmiarowa terapia skutkuje znacznym pogorszeniem jakosci zycia u pacjentdw

przewyzszajacym nad potencjalnymi korzysciami.

Diagnostyke nieinwazyjng mozna poglebi¢ wykorzystujac fakt wystepowania r6znych izoform
PSA. Wykazano korelacje pro-PSA z agresywnymi typami PCa'%’. Z kolei, frakcja wolna
koresponduje z BPH. Zaproponowano uzycie proporcji fPSA do tPSA jako badania
wspomagajacego réznicowanie nowotworu ze zmianami tagodnymi. Maly stosunek fPSA do
tPSA koresponduje ze zmianami nowotworowymi'®, Jeszcze wigksza warto$é przynosza
dostgpne na rynku testy porownujace stezenia szeregu kalikrein obecnych w osoczu. Prostate
health index (phi) i test 4K wykazuja ponad 90% negatywna warto$¢ predykcyjna'®®*%. Mimo
wysokiej skutecznos$ci, nie nadajg si¢ do stosowania w badaniach przesiewowych, miedzy

innymi z powoddéw wysokich kosztow.

1.3.4.3. Biopsja pod kontrola ultrasonografii przezodbytniczej
Ultrasonografia przezodbytnicza (TRUS) jest najczgséciej stosowang metodg obrazowania
prostaty. Za pomoca sondy, przy uzyciu fal o czestotliwosci 7,5 MHz, wizualizuje si¢ tkanke

gruczotu krokowego. Rak najczgéciej manifestuje si¢ jako hipoechogeniczna masa, a gruczot
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krokowy jest zwykle powiekszony**'. Doktadno$¢ diagnostyczna oscyluje miedzy 44,4% a
73,5% w zaleznosci od stopnia zaawansowania histologicznego nowotworu. Diagnozy
falszywie pozytywne zostaly postawione w 25,9% przypadkach, a falszywie negatywne w
12,8%.2. Obecnie zaleca si¢ wykonanie TRUS w potaczeniu z biopsja. W trakcie procedury
pobiera si¢ od 10 do 12 rdzeni tkankowych z roznych rejonéw prostaty. Bioptaty sg nastepnie
oceniane za pomocg skali Gleasona. Pod uwage bierze si¢ stopien zréznicowania komorek i
ich uktad. Mniejsza komponenta utkania gruczolowego koreluje z wyzszym stopniem
ztosliwosci. W badaniu histopatologicznym ocenia si¢ typ zmian nadajac mu stopien od 1 do
5, gdzie 1 odpowiada tkance normalnej, a 5 tkance sktadajacej si¢ w calosci z komorek
atypowych. Nastepnie sumuje si¢ wyniki dwéch najbardziej dominujgcych typdéw zmian.
Sumaryczna warto$¢ ponizej 6 koresponduje z dobrym rokowaniem, wskazuje na zmiany o
niskim ryzyku. Wynik 8 i powyzej wskazuje na wysoka atypi¢ 1 s zwigzane z gorszym
rokowaniem. Mimo powszechnego stosowania i przydatnosci skali Gleasona, zwlaszcza w
prognozowaniu przebiegu nowotworu, jest ona podatna na subiektywng interpretacje

histopatologéw oceniajacych tkanke!®3.

1.3.4.4. Leczenie

Przed podjeciem leczenia ocenia si¢ jego zasadno$¢. Zmiany niskiego ryzyka, ocenione ponizej
6 w skali Gleasona, najcze$ciej maja mate znaczenie kliniczne i cechuja si¢ powolnym
wzrostem. W takich przypadkach bierze si¢ pod uwage wiek pacjenta i1 choroby
wspolistniejace, jezeli prognozowana dlugos$¢ zycia nie przekracza 10 lat mozna zastosowac
aktywny nadzor. Pacjent powinien regularnie badac stezenie PSA i wykona¢ powtorng biopsje
w przeciggu 12-18 miesigcy od momentu postawienia diagnozy. Stosuje si¢ rOwniez leczenie

farmakologiczne.

Najczesciej stosowang farmakoterapig jest leczenie hormonalne majace na celu obnizenie
poziomu androgené6w m.in. leuprorelina, goserelina. Leki te hamuja wydzielanie
gonadotropiny, co skutkuje obnizeniem poziomu androgenéw we krwi, efekt jest zauwazalny
po okoto 3 tygodniach stosowania. Leczenie antyandrogenowe moze by¢ z powodzeniem
stosowane rowniez u pacjentow z przerzutami. Kolejng grupa stosowanych lekow sa

antagonisci receptora androgenowego m.in.. flutamid, bikalutamid®®,

Ztotym standardem postepowania chirurgicznego w przypadku nowotworoéw zlokalizowanych
do tkanek prostaty jest radykalna prostatektomia. Operacj¢ wykonuje si¢ szczegdlnie u

pacjentéw z prognozowang dlugoscia zycia powyzej 10 lat lub w przypadku zmian wysokiego
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ryzyka (powyzej 6 w skali Gleasona). Zwigzana jest z dobrym rokowaniem. Jedng z gtownych
komplikacji pooperacyjnych sg wysitkowe nietrzymanie moczu, zaburzenia erekcji i wynikta

Z tego pogorszona jako$é zycia®,

W badaniach, 14-89% mezczyzn po radykalnej prostatektomii do§wiadczyto zaburzen erekcji.
Nie wykazano statystycznej réznicy w pojawianiu si¢ dysfunkcji seksualnych miedzy
radykalng prostatektomia z dostgpu zalonowego a prostatektomia wykonang z uzyciem
robota’®. W przypadkach choroby rozsianej stosuje sie leczenie paliatywne, m.in. wykorzystuje

si¢ transuretralng elektroresekcje prostaty (TURP) celem zmniejszenia objawow zaporowych.

1.3.4.5. Rak prostaty u psow

Pies domowy to jedyny gatunek ssakow u ktdérego moze rozwina¢ sie rak prostaty. Prewelencja
PCa ws$rod psow jest znaczaco mniejsza w poroOwnaniu do ludzi, w badaniach na 15 000
przyjetych psow, 431 miato chorobe prostaty, a tylko 56 miato raka prostaty''*. Jednakze,
prawdziwa zapadalno$¢ moze by¢ zanizona z powodu niedostepnosci testow przesiewowych,
w przeciwienstwie do dostepnego w diagnostyce ludzi pomiaru stezenia PSA; braku
wykonywania rutynowego badania per rectum i wysokiej agresywnosci tych nowotworéw
skutkujacych stawianiem blednej diagnozy, wywodzacej si¢ z objawdw neurologicznych

spowodowanych uciskajaca tkanka guza lub przerzutami odleghymi'?®®.

PCa u pséw charakteryzuje si¢ hormononiezalezno$cig 1 wysoka agresywnoscia, histologicznie
dominuje rak gruczotowy i urotelialny!'®. Uwage zwraca znaczna morfologiczna

heterogenno$¢ PCa utrudniajaca diagnostyke histopatologiczna?’.
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2. Cel pracy

Niedawno zidentyfikowany produkt zaawansowanej glikacji — AGEI10, rozni si¢ od
pozostatych, klasycznych zwigzkow glikacji. Obecno$¢ AGE10 zostata wykazana w tkankach
ludzkich. Rola nowego epitopu w procesach nowotworzenia i uszkodzenia tkanek nie jest

poznana. W niniejszej rozprawie postawiono trzy cele:

1. Immunohistochemiczng identyfikacj¢ obecnosci AGE10 w tkankach nowotworu
prostaty u cztowieka i psa,

2. Immunohistochemiczng identyfikacje obecnosci RAGE w tkankach prostaty u
czlowieka i proba okreslenia korelacji wzgledem AGE10,

3. Immunohistochemiczng identyfikacj¢ obecnosci AGE10 w tkankach szczura

poddanych dziataniu zwigzkéw cytotoksycznych.
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3. Materialy i metody

3.1. Oczyszczanie przeciwcial anty-MAGE metoda chromatografii

powinowactwa

Dos$wiadczenia z przygotowaniem przeciwcial wykonano w Instytucie Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN, gdzie otrzymano klony hybrydom wytwarzajace przeciwciala
monoklonalne, jak opisano wczesniej'*!8. Kolumne powinowactwa z immobilizowanymi
MAGE przeplukano roztworem 2% PBS (30 ml). Nastgpnie naniesiono supernatant
zawierajacy przeciwciala monoklonalne anty-MAGE, pozyskane z hodowli komorek
hybrydoma (10 ml). Kolejno kolumng ptukano roztworem 2% PBS w objetosci odpowiadajace;j
dwom kolumnom (60 ml). Eluent pozyskano ptuczac kolumne za pomoca 7 ml 3M roztworu
rodanku potasu (KSCN). Materiat byt zbierany w 1 ml porcjach. Probki byty testowane na
obecno$¢ biatka przy uzyciu spektrofotometru, mierzono absorbancje¢ przy dtugosci 280 nm.
Probki zebrano we frakcje odpowiadajace elucji PBS 1 KSCN. Materiat zaggszczono do
koncowej objetosci 150 pl, uzywajac filtrow wirdwkowych typu Amicon Ultra-15 (Merck
Milipore). Za punkt odcigcia obrano 30 kDa. Zastosowano site wirowania 5000 x g, przez okres
20 minut. W zaggszczonym materiale oznaczano st¢zenie biatka przy uzyciu Pierce Coomassie
Plus (Bradford) Assay Kit (Thermo Scientific)!’ oraz aktywnoéé metoda dot-blotingu (metody
3.2 1 3.3, odpowiednio). Oczyszczone w ten sposob mysie przeciwciata monoklonalne klasy
IgE, indukowane w wyniku immunizacji produktami zaawansowanej glikacji MAGE,

rozpoznaja w opracowanych testach immunochemicznych tkankowy epitop AGE10418,

3.2. Oznaczanie zawartosci bialka metoda Bradforda

Roztwor bialka o objetosci probki 150 pl mieszano z odczynnikiem Bradforda firmy Thermo
Scientific (150 pl) 1 inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowe;j. Jako standardu do
wyznaczenia krzywej kalibracyjnej uzywano albuminy surowicy wotowej (BSA — Bovine

Serum Albumin) w zakresie stezef od 0-20 pg.

3.3. Dot-bloting

Frakcje z kolumny powinowactwa naktadano po 5 pul na zaktywowang metanolem btone
PVDF (Immobilon®-P Transfer Membrane, Millipore, pore size 0,45um, [IPVH00010) za
pomoca pipety. Na blon¢ uprzednio nasaczong antygenem MAGE otrzymanym metoda
mikrofalowa MWG (MicroWave Glycation)!8. Membrane zanurzano w 5% mleku na TBST i

prowadzono inkubacj¢ 2h w temperaturze pokojowej i 18h w temperaturze 4°C. Nastepnie
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przeplukano btone 3x4min w TBST 1 zalano roztworem Il rzegdowych przeciwciat anty mysie
IgE (Jacsonlmmuno Research, 315-035-045) sprzezone z peroksydazg w rozcienczeniu 1:10
000. Kontrole stanowity proby nie poddawane reakcji z Il rzgdowymi przeciwcialami.
Nastgpnie przeplukano btony jak wczesniej i zainicjowano reakcje katalizowang przez
peroksydaze dostarczajgc roztworu AEC (3-Amino-9-ethylcarbazole, Sigma, A5754). Po 5
minutach btony przeptukiwano w wodzie destylowanej i odczytywano wynik obecnosci

immunoreaktywnych przeciwcial we frakcjach.
3.4. Immunohistochemiczna ocena markerow w raku prostaty

3.4.1. Material tkankowy do badan

Do analizy wykorzystano 37 preparatow udostepnionych przez Zaktad Histologii 1 Embriologii
Uniwersytetu Medycznego z banku tkanek do badan retrospektywnych po zatwierdzeniu przez
Komisje Bioetyczng Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu (ST-727). 21 preparatow ze
zmianami o umiarkowanym ryzyku (Gleason 6-7), 16 preparatdéw ze zmianami o wysokiej
agresywnosci (Gleason >7). Réwnolegle wykorzystano 8 preparatow raka prostaty psa,
udostgpnione przez Zaklad Patomorfologii 1 Weterynarii Sadowej Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu (prof. dr hab. Stanistaw Dzimira), do badan retrospektywnych,
na obecno$¢ antygenu AGE10. Probki tkanek ludzkich przeznaczone do diagnostyki
histopatologicznej  pochodzace z  kliniki  zostalty = przeznaczone do  badania
immunohistochemicznego (IHC) w celu wykazania i potwierdzenia statusu markerow AGE10,
RAGE, 037 oraz P63 w uzyskanych probkach. Bioptaty tkanek zwierzgcych zostaty zbadane
na obecnos$¢ epitopu AGE10. Fragment pobranej tkanki zostal utrwalony w 4%
formaldehydzie w PBS (s6l fizjologiczna buforowana fosforanami) w momencie pobrania

chirurgicznego i zostat zatopiony w parafinie (FFPE) w celu cigcia na sekcje 4 pm.

3.4.2. Immunohistochemiczna analiza AGE10

Skrawki materiatu umieszczone na szkielkach powlekanych poli-l-lizyng zostaty
odparafinowane przy uzyciu ksylenu (3 x 6 min), tkanka zostala nawodniona przy uzyciu serii
roztwordw etanolu (100% - 50%, po 4 minuty), a nastgpnie ptukana woda destylowang. Migdzy
poszczegolnymi etapami materiat byt optukiwany w roztworze soli fizjologicznej buforowanej
TRISem (TBS, 3 x 4 min). Do odkrycia antygenu zastosowano metode¢ odstonigcia epitopu w
wysokiej temperaturze (HIER). Materiat zostal zanurzony w buforze cytrynianowym 1
poddany dziataniu mikrofal (2 x 8 min, 350W, mikrofalowka firmy Daewoo). Materiat zostat
poddany dziataniu odczynnika blokujacego endogenna peroksydazg (Peroxidase-Blocking
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Solution, DAKO) przez 10min, nast¢pnie zastosowano roztwor blokujacy Protein Block
Serum-Free (DAKO) celem zablokowania miejsc niespecyficznego wigzania Swoistych
przeciwcial (20 min, w wilgotnej komorze). Nastepnie materiat zostat poddany dziataniu
przeciwcial pierwszorzedowych anty-MAGE (w ilosci 150l na preparat, pozostawionych na
noc w temperaturze 4°C). Przeciwciala drugorzgdowe stanowity biotynylowane II rzedowe
kozie przeciwciata anty-mysie IgE (Jackson ImmunoResearch), po czym stosowano
streptawidyng-HRP (30min). Material zostal poddany dziataniu 3,3’-diaminobenzydyny
(DAB, DAKO) (5min). Skrawki zostalty wybarwione hematoksyling (2min), optukane biezaca
wodg, odwodnione w serii roztwordow etanolu (50%-100%, po 4 min), zanurzone w ksylenie
(3 x 6 min), nastgpnie umieszczono szkietko nakrywkowe stosujgc zywice syntetyczng jako
medium zamykajace (DAX). Kontrola negatywna zostata uzyskana poprzez podanie TBS w
miejsce przeciwcial pierwszorzedowych. Analiza materialu zostala wykonana przy uzyciu

mikroskopu Nikon Eclipse 80i (Nikon Corp., Minato, Tokio, Japonia).

3.4.3. Immunohistochemiczna analiza RAGE
Zastosowano tozsamg metod¢ do opisanej w podrozdziale 3.4.2. Materiat zostal poddany
dziataniu przeciwcial pierwszorzegdowych anty-RAGE (pozostawionych na noc w

temperaturze 4°C). Przeciwciala drugorzgdowe stanowity przeciwciala anty-mysie 1gG).

3.4.4. Immunohistochemiczna analiza P63

Dodatkowymi przeciwciatem uzytym w niniejszych badaniach bylo poliklonalne przeciwciato

anty-P63 — rutynowo stosowane w diagnostyce raka prostaty.

Zastosowano tozsamg metode do opisanej] w podrozdziale 3.4.2. Materiat zostat poddany
dziataniu przeciwcial pierwszorzgdowych anty-P63 (w ilosciach stosowanych w rutynowe;j
diagnostyce wedtug instrukcji firmy Abcam. Przeciwciala drugorzedowe zastosowano rowniez

wedhug instrukcji producenta).

3.4.5. Immunohistochemiczna analiza O37

W celu porownania reaktywnosci, a zarazem swoistosci badanych przeciwciat wykonano takze
doswiadczenia z przeciwcialami kroliczymi wobec antygenu zawierajacego kwas sjalowy,
sktadnik tkanek ludzkich. Surowice krolicza anty-O37 otrzymano od dr Agnieszki
Korzeniowskiej-Kowal z Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN. Zastosowano
tozsamg metode do opisanej] w podrozdziale 3.4.2. Materiat zostal poddany dziataniu
przeciwcial pierwszorzedowych anty-O37 (surowica rozcienczona 1:200, na noc w

temperaturze 4°C). Przeciwciala drugorzedowe stanowity przeciwciala anty krélicze IgG.
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3.5. Immunohistochemiczna analiza tkanki zebowej noworodkow

szczura od matek poddanych dzialaniu dioksyn

Analizie poddano preparaty histologiczne tkanek noworodkow szczura uzyskane w przebiegu
doswiadczenia przeprowadzonego w Katedrze Biochemii Medycznej Uniwersytetu
Medycznego we Wroclawiu przy wspotludziale pracownikow Katedry Patomorfologii,
Stomatologii Zachowawczej i Pedodoncji Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu,
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu 1 Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalne;.

Barwienie immunohistochemiczne zostatlo wykonane przez dr Kinge Gostomska-Pampuch
zgodnie z podang nizej metoda. W zakresie tego badania lezala ocena immunohistochemiczna

preparatow pod katem reaktywnosci AGE10 1 jego roli w cytotoksycznos$ci dioksyn.
3.5.1. Odczynniki

1. Octan alfa-tokoferolu (roztwoér lipidowy wykonany na zamoéwienie przez Hasco-Lek
SA we Wroctawiu),

2. Kwas acetylosalicylowy — Aspiryna firmy Bayer (zawiesina w skrobi zostata
przygotowana w Zaktadzie Biochemii Lekarskiej Wroctawskiego Uniwersytetu
Medycznego),

3. Tiopental (Biochemie GmbH),

4. Roztwor  2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny  (TCDD) -  (Greyhound
Chromatography And Allied Chemicals, numer katalogowy: DD-2378-S). Roztwoér
przygotowany poprzez rozpuszczenie w dimetylosulfotlenku, do uzyskania st¢zenia
Spg/ml, wykonany w Zakladzie Technologii Organiczne; 1 Farmaceutycznej
Politechniki Wroctawskiej.

5. Anty-MAGE, monoklonalne przeciwciatlo uzyskane w Instytucie Immunologii i
Terapii Do$§wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, we Wroclawiu.

6. Surowice poliklonalng krdliczg anty-O37 otrzymano od dr Agnieszki Korzeniowskiej-
Kowal z Instytutu Immunologii 1 Terapii Doswiadczalnej PAN,

7. Odczynniki do barwienia immunohistochemicznego (NovoLink MinPolymer DS, Nr
RE7290-CE Novocastra)

3.5.2. Zwierzeta doswiadczalne

Do eksperymentu zostaty wykorzystane samice szczurdéw linii Buffalo (w wieku od 9 do 11

tygodni, o masie w przedziale 130 do 150g). Szczury byly hodowane w Zwierzgtarni
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Doswiadczalnej] Wroctawskiego Uniwersytetu Medycznego. Eksperyment uzyskat zgode
lokalnej komisji  etycznej ds. doswiadczen na zwierzetach (pozwolenie nr
11/2009/0027;38/2009). Podczas eksperymentu zwierzeta byly utrzymywane w
polistyrenowych klatkach, z dostgpem do pokarmu firmy “Labofeed H” i wody. Zwierzgta byty
utrzymywane w nastepujagcych warunkach: wymiany powietrza 15 zmian na godzing,
temperatura 22°C 1 wilgotnosci 55%. Cykl swietlny wynosil 12 godzin $wiatla i 12 godzin
ciemnos$ci. Doswiadczenia wykonano dzigki uprzejmosci prof. Piotra Kuropki w Katedrze

Histologii Wydziatu Weterynarii Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.

Zwierzeta laboratoryjne zostaly losowo przydzielone do czterech grup, kazda sktadajaca si¢ z

6 samic:

1. Grupa kontrolna, bez ekspozycji na substancje chemiczne,

2. Grupa poddana dziataniu 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny w pojedynczej dawce
Sug/kg masy ciala, i.m.,

3. Grupa poddana dziataniu 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny w pojedynczej dawce
5ug/kg masy ciata, i.m. i octanu alfa-tokoferolu w dawce 30 mg/kg masy ciata na dobg,
s.c., przez okres 3 tygodni,

4. Grupa poddana dziataniu 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny w pojedynczej dawce
Sug/kg masy ciala, i.m. 1 kwasu acetylosalicylowego w dawce 50mg/kg masy ciala na

dobg, przez okres 3 tygodni.

Po okresie 3 tygodni, samice szczurow zostaty sparowane z losowo dobranymi samcami z tej
samej linii, nie poddanymi dziataniu substancji chemicznych. Po tygodniu ci¢zarne samice
szczurdw odseparowano do osobnych klatek. Po okoto 21 dniach cigzy, samice zaczgly rodzié

potomstwo ktére zostato podzielone na 4 grupy (kazda sktadajaca si¢ z 24 mtodych):

1. Potomstwo grupy kontrolnej (NK),

2. Potomstwo grupy poddanej dziataniu 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny
(NTCDD),

3. Potomstwo grupy poddanej dziataniu 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny i
tokoferolu (NTCDD + E),

4. Potomstwo grupy poddanej dziataniu 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny i kwasu
acetylosalicylowego (NTCDD + ASA);

By unikna¢ wptywu dioksyn obecnych w mleku matek, drugiego dnia zycia szczury zostaly

poddane eutanazji poprzez podanie dootrzewnowo tiopentalu w dawce 120 mg/kg masy ciata.
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Materiat zostal pobrany do dalszych badan, mianowicie tkanki rozwijajacych si¢ zebow. W
badaniach przeprowadzonych w tej pracy zostat wykorzystany material obejmujgcy fragmenty
szczeki gornej 1 dolnej. Odnosnie eksperymentéw z uzyciem zwierzat metody uzyte byty

wedtug procedur stosowanych rutynowo jak poprzedniol!®,

W skrocie, w materiale
pochodzacym od zwierzat zostaty odpreparowane fragmenty zuchwy, ktére zawieraly zeby
trzonowe. Tak przygotowany material odwapniono w mieszaninie st¢zonych kwasow: kwasu
solnego 1 kwasu mréwkowego (przez 24 godziny). Nastgpnie materiat zostal odwodniony w
serii alkoholowej, oczyszczony w benzoesanie metylu i osadzony w parafinie. Skrawki
inkubowano nastepnie w wilgotnej komorze z przeciwciatem monoklonalnym anty-MAGE jak
wyzej, w stezeniu 2 pg/ml przez 12 godzin w temperaturze 4°C. Przeciwciala drugorzedowe

stanowity II rzedowe kozie przeciwciata anty-mysie IgE. Jadra komodrkowe bytly

przeciwbarwione hematoksyling Mayersa.

3.6. Analiza statystyczna

Modelowanie statystyczne zostato wykonane z uzyciem pakietu STATISTICA 13.3, na licencji
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu. Do sprawdzenia, czy AGE
oraz RAGE wptywaja na szans¢ uzyskania wyzszego wyniku Gleason, uzyto ogélnego modelu
nieliniowego opartego na rozktadzie wielomianowym porzadkowym oraz funkcji wigzacej
typu logit (porzadkowa regresja logistyczna). Funkcja ta pozwala na wyliczenie szansy ze

wspotczynnikow Bi modelu. Model jest oparty na kilku wyrazach wolnych, opisujacych:

e Szans¢ zaobserwowania wyniku Gleason wigkszego od 9 (wyraz wolny 1),
e Szans¢ zaobserwowania wyniku Gleason wigkszego od 8 (wyraz wolny 2),
e Szans¢ zaobserwowania wyniku Gleason wigkszego od 7 (wyraz wolny 3),

e Szans¢ zaobserwowania wyniku Gleason wigkszego od 6 (wyraz wolny 4).

Z racji porzadkowosci skali Gleason, wyrazy wolne 1 — 4 stopniowo zwigkszajg si¢. Taka

kompozycja modelu pozwala wyciggna¢ wnioski, czy:

1. Wszystkie wyrazy wolne (szanse) zmieniaja si¢ pod wptywem wzrostu intensywnosci
AGE, przy zatozeniu ujemnego RAGE (efekt ‘AGE’),

2. Wszystkie wyrazy wolne zmieniaja si¢ pod wptywem uzyskania dodatniego wyniku
RAGE, przy zatozeniu ujemnego AGE (efekt ‘RAGE’),

3. Opisany wczesniej efekt AGE (1.) jest rézny dla ujemnego i dodatniego RAGE oraz —
czy opisany wczesniej efekt RAGE (2.) jest rozny dla jakiejkolwiek wartosci
intensywnosci AGE (interakcja ‘AGE*RAGE’).
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Modele byly budowane w oparciu o klasyczng, szeroko przyjeta konwencje: wpierw badano
dwa wspomniane efekty (1.1 2.) a potem wprowadzano do nich interakcje (3.). W razie braku
istotno$ci statystycznej interakcji 3., pozostawano przy modelu z efektami 1. 1 2. — w fazie

wyciggania wnioskow.
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4. Wyniki

4.1. Immunohistochemiczna analiza preparatow raka prostaty

Badania wykonano w zespole Profesora Piotra Zidtkowskiego w Zaktadzie Patomorfologii

Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu.

4.1.1. AGE10

Ekspresje epitopu zaobserwowano w 86% preparatach (Tab. 1). Immunoreaktywnos¢ byta
obecna w 72% zmian o niskim ryzyku (Skala Gleasona <7), w 90% zmian o posrednim ryzyku

(Skala Gleasona = 7) i w 93% zmian o ryzyku wysokim (Skala Gleasona >7).

Skala Gleasona AGE (+) AGE (-) Suma
6 8 3 11
7 | 9 1 | 10
8 | 7 1 | 8
9 | 7 0 | 7
10 1 0 1
32 5 37

Tabela 1. Immunoreaktywnos$¢ wzgledem przeciwciata anty-MAGE w korelacji do skali Gleasona.

W zmianach niskiego ryzyka dominowatla staba lub umiarkowana reaktywnos¢, w zmianach o

posrednim 1 wysokim ryzyku zauwazono silng reaktywno$¢ (Tab. 2).

Intensywnos$¢ barwienia w kierunku MAGE
Skala Gleasona 4 it AFkE - Suma

6 4 3 1 3 11
7 ] 5 1 3 1 | 10
8 ‘ 1 1 5 1 ’ 8
9 ] 4 0 3 0 | 7
10 0 0 1 0 1

14 5 13 5 37

36



Tabela 2. Intensywno$¢ barwienia w kierunku MAGE w zalezno$ci od skali Gleasona.

Wyniki pokazane ponizej sa wybranymi reprezentacjami obrazoéw uzyskanych podczas
badania. Przeciwciala anty-MAGE rozpoznaja epitop AGE10 w tkance raka prostaty, co

pokazano na Ryc. 8.

3 *“\v \‘w‘ w w5’ m v X
(It’\ |
N

\\ - )
\ S
” "‘\ e o

Rycina 8. Rak prostaty z immunoreaktywnoscia przeciwciat anty-MAGE w komorkach rakowych;
100x
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Istotng obserwacja jest silna reaktywno$¢ cytoplazmatyczna w komorkach raka gruczotow
sterczowych, mianowicie w komorkach nabtonka gruczotowego walcowatego (Ryc. 9).

Ekspresja jest szczeg6élnie zauwazalna w wysoko niezréznicowanych zmianach (Ryc. 10).

Rycina. 9. Reaktywno$¢ cytoplazmatyczna i brak wybarwienia jader komorkowych przez
przeciwciata anty-MAGE w komorkach raka prostaty; 100x
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Rycina 10. Nisko zréznicowany rak prostaty, silna immunoreaktywno$¢ przeciwciat anty-MAGE;
100x.
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W poréwnaniu do tkanki rakowej, w tkance prawidtowej stercza nie zaobserwowano
reaktywnosci badanych przeciwcial, ponadto cewy gruczolow sterczowych sg duze, z wyraznie
widocznymi komdrkami nabtonka gruczolowego walcowatego. Komorki migsniowe gladkie
roOwniez nie s3 wybarwione, cytoplazma w tkance prawidlowej prostaty nie jest

immunoreaktywna z przeciwciatami anty-MAGE (Ryc. 11).

Rycina 11. Prawidlowa tkanka stercza z brakiem immunoreaktywnosci przeciwciat anty-MAGE;
100x
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Na Ryc. 12 pokazano immunoreaktywno$¢ zmian o charakterze PIN (prostatic intraepithelial
neoplasia), gdzie podscielisko rowniez nie zawiera badanego epitopu AGE10. W cewach

prawidtowych tych zmian jest znacznie mniej, jezeli wystepuja.
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Rycina 12. Rak prostaty ze zmianami PIN wykazujacymi immunoreaktywnos¢ przeciwciat anty-
MAGE w komérkach rakowych; 100x
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Interesujaca obserwacja jest brak reaktywnosci pnia nerwowego w raku prostaty, co
zilustrowano na Ryc. 13. Kontrole¢ eksperymentu reaktywnosci przeciwcial anty-MAGE z
tkankg gruczotu krokowego przedstawiono na Ryc. 14.

Rycina 13. Pien nerwowy uwidoczniony w preparacie tkanki raka prostaty, brak
immunoreaktywnosci przeciwcial anty-MAGE; 100x
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Rycina 14. Kontrola reaktywnosci przeciwcial anty-MAGE z tkanka raka gruczohu krokowego;
100x
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4.1.1.1. Preparaty raka prostaty pochodzgce od psow

W badaniach wykorzystano 8 preparatow nowotwordw prostaty pochodzenia psiego. Staba
immunoreaktywnos$¢ zostata zaobserwowana w przypadku jednego preparatu, na ktorym
widoczne sg pleomorficzne komodrki nowotworowe ulozone w gniazda bez struktury

gruczotowej (Ryc. 15). Pozostale preparaty nie wykazaty immunoreaktywnosci (Ryc. 16).

Rycina 15. Rak psiej prostaty o charakterze litym, staba immunoreaktywnos¢ anty-MAGE; 100x.
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Rycina 16. Rak prostaty o utkaniu sitowatym, brak reaktywnosci przeciwciat anty-MAGE; 100x
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4.1.2. RAGE

Preparaty raka prostaty wykazuja immunoreaktywno$¢ wzgledem przeciwciat anty-RAGE.
Reakcja jest zauwazalna w cytoplazmie (Ryc. 17). Zmiany nowotworowe niskiego ryzyka
wykazaty ekspresj¢ w 54,5% (6/11), posredniego ryzyka wykazaly ekspresje w 60% (6/10)

przypadkoéw, z kolei immunoreaktywno$¢ byla obserwowana we wszystkich preparatach

wysokiego ryzyka.

Tabela 3. Immunoreaktywnos$¢ wzgledem przeciwciata anty-RAGE w korelacji do skali Gleasona.

Skala Gleasona RAGE(+) RAGE(-) Suma
6 6 5 11
7 6 4 10
8 8 0 8
9 7 0 7
10 1 0 1
28 9 37

46




Rycina 17. Immunoreaktywnos¢ przeciwcial anty-RAGE w tkance raka prostaty, zauwazalna
reakcja cytoplazmatyczna; 100x
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Rycina 18. Immunoreaktywnosc¢ przeciwciat anty-RAGE w tkance raka prostaty, widoczny naciek
pnia nerwowego; 100x
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4.1.3. P63

W celu poréwnania wynikow reaktywnosci przeciwciatl rozpoznajacych epitop AGEILO z
reaktywno$cig przeciwcial P63 stosowanych w rutynowej diagnostyce raka prostaty,
wykonano eksperymenty réwnoleglego barwienia siedmiu preparatow przeciwciatami P63.
Tkanka raka prostaty nie wykazuje immunoreaktywnosci (Ryc. 19), podczas gdy w
prawidtowej tkance stercza wystepuje silna reaktywnos¢ komorek nabtonka gruczotowego
walcowatego (Ryc. 20). Obserwowana reaktywnos$¢ przeciwciata P63 w sterczu prawidtowym

jest nieobecna w tkance raka.
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Rycina 19. Rak prostaty wykazujacy diagnostyczny brak immunoreaktywnosci przeciwciat P63 w
komoérkach rakowych; 100x
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Rycina 20. Prawidlowa tkanka prostaty wykazujaca diagnostyczng immunoreaktywnosé
przeciwciat P63 w komoérkach prawidtowych; 100x
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4.1.4. O37

W celu przeprowadzenia dalszej analizy poroéwnawcze] wykonano eksperymenty z
przeciwcialami otrzymanymi wobec antygenu O37. Antygen ten jest polisacharydem
bakteryjnym posiadajacym w swojej strukturze kwas sjalowy, dlatego istnieje mozliwos¢
reaktywnosci krzyzowej z tkankami ludzkimi. Antygen O37 wykazuje swoista reaktywnos¢
krzyzowa z wysoko sjalowanym biatkiem pasma 3 erytrocytow'®. Poprzednio wykazano, ze
przeciwciala anty-O24 i O56 E. coli rozpoznajg struktury gruczotéw wydzielniczych

pochodzenia nerwowego i tkanki nerwowe;j*?°.

Wszystkie sposrod 24 badanych preparatéw wykazaty reaktywnos$¢. Na Ryc. 21 pokazano
reaktywno$¢ przeciwciat anty-O37 z tkanka raka prostaty, gdzie daje si¢ zaobserwowac bardzo
wyrazng reaktywnos$¢ cytoplazmatyczng z komodrkami cew przy braku reaktywnosci zrgbu.
Poza reaktywnos$cia cytoplazmatyczng uwidoczniona zostata takze wyrazna reaktywno$é
jadrowa w komorkach rakowych raka prostaty, co odréznia swoisto$¢ tych przeciwciat od anty-
MAGE (Ryc. 22). Prawidlowa tkanka stercza nie wykazuje immunoreaktywnosci z

przeciwciatami anty-O37 (Ryc. 23).
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Rycina 21. Rak prostaty z silng immunoreaktywnoscia przeciwciat anty-O37 w komorkach

rakowych; 100x
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Rycina 22. Reaktywnos¢ gtdwnie jadrowa w komodrkach rakowych raka prostaty z przeciwciatami

anty-O37; 100x
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Rycina 23. Prawidtowa tkanka stercza z brakiem immunoreaktywnosci przeciwcial anty-O37; 100x
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4.2. Statystyczna ocena wplywu AGE i RAGE na szanse¢
zezloSliwienia, okreslong skalg Gleasona

W oparciu o model (Tabela 3) trenowany na bazie danych objetych tg praca, mozna stwierdzic,
ze szansa zezlo$liwienia zmiany w przypadku otrzymania ujemnego wyniku RAGE jest ok.
6,13 razy mniejsza w odniesieniu do przypadku otrzymania dodatniego wyniku wyniku (OR =
0.163, p = 0.024). Dodatkowo, z racji braku istotnosci interakcji AGE i RAGE (p = 0.467),
mozna stwierdzi¢, ze wspomniany efekt RAGE jest uniwersalny dla wszystkich

rozpatrywanych wynikow AGE w tej samej zmianie.

Efekt AGE, cho¢ nieistotny (p = 0.138), pozwala na wysuni¢cie hipotezy o mozliwym
dodatnim wptywie ilosci AGE na zeztosliwienie — z racji na wysoce ujemng warto$¢ B i oraz
przewage warto$ci $wiadczacych o wzroscie szansy zeztosliwienia w 95% przedziale ufnosci
(1.008 dla wartosci ujemnego OR vs. 0.138 dla wartosci dodatniego OR; B i = 0 §wiadczy o
réwnosci szans, czyli OR = 1). Dodatkowo, mozna przyjac, ze ten efekt jest niezalezny od
wyniku RAGE. W celu sprawdzenia tej hipotezy, nalezaloby wykona¢ analiz¢ na znacznie

wigkszej probie zmian Stercza.
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Efekt (k):tig::: O‘éﬁﬁggi"er:]?a B | BiSE \Q’tz'f Bi-95%Cl | Bi95% Cl | p OR | OR -95% CI | OR 95% Cl
Wyraz wolny 1 - ; 1022 0782 1707  -0511 2555 0191 - i i
Wyraz wolny 2 - - 2472 0.873 8.009 0.760 4.183 0.005 - - -
Wyraz wolny 3 - : 3676 0956 14774  1.801 5550 0000 - : :
Wyraz wolny 4 - : 6.057 1.362 19.773  3.388 8727 0000 - : :

AGE - : 0434 0293 2200  -1.008 0.140 0138 0648  0.365 1.150

RAGE Dodatnia (+) Ujemna (-) 1814 0804 5087  -3391  -0.238 0024 0163  0.034 0.788
+ AGE*RAGE - : 0527 0725 0530  -1.948 0.893 0467 0590  0.143 2.442

'#": interakcja, z racji braku istotnosci, nie zostata ujeta w finalnym modelu, ztozonym tylko z efektow 'AGE' i 'RAGE' oraz wyrazéw wolnych. Stosowane skroty:
SE, btad standardowy; Wald stat., statystyka Walda; Cl, przedziat ufnosci; OR, iloraz szans. OR nie podano dla wyrazéw wolnych, gdyz przedstawiajg one
bazowe szanse, a nie ich ilorazy (patrz dziat 'Materiat i Metody')

Tabela 3. Modelowanie szansy zeztosliwienia zmiany (w oparciu o skale Gleason) w kontekscie intensywnosci AGE i/lub RAGE
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4.3. Immunohistochemiczna analiza tkanki zebowej noworodkow
szczura od matek poddanych dzialaniu dioksyn

Analizg przeprowadzono na preparatach tkanki kostnej zgba 1 fragmencie zuchwy szczurow.

W grupie 1 (grupa NK — noworodki pochodzace od samic z grupy kontrolnej) obraz
histologiczny rozwijajacych si¢ zebow przedstawia rozwoj szkliwa i1 brodawki zebowej (Ryc.
24). Powierzchnie pokryte sg cylindrycznymi komorkami szkliwotworczymi (ameloblastami),
a od strony miazgi zebowej komodrkami zgbinotwoérczymi (odontoblastami). W miazdze zgba
obecne sa liczne naczynia krwiono$ne. Do wyrostka zgbodotowego przylega zwarta, widknista
tkanka taczna. Wyrostek zgbodotowy jest ograniczony tkanka kostna beleczkowaty 1

wykazujacg zaawansowang osteogenez¢. Tkanka nie wykazuje ekspresji antygenu AGE10.

Rycina 24. Cze$¢ wierzchotkowa zeba szczura z grupy kontrolnej. Od — odontoblast, D — zebina,
En — enameloblast; 100x

Ekspresje AGE10 w zuchwie noworodkow z grupy 1 przedstawiono na Ryc. 25 . Widoczne sg
blaszki kostne sktadajace si¢ na jednostki strukturalne tkanki kostnej zbitej (osteony) i
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pojedyncze blaszki kostne bez §ladu glikacji. Odnotowuje si¢ dodatnia, staba reaktywno$¢
fizjologiczng w tkance tacznej okotozgbowej, bez zauwazalnej reakcji w tkance wyrostka
zgbodotowego, zebiny 1 szkliwa. Co wskazuje, ze reakcja w zakresie tkanek
zmineralizowanych jest negatywna. Widoczna jest staba dodatnia reakcja w ameloblastach, a

takze wyrazna dodatnia reakcja w miazdze z¢ba.

Rycina 25. Tkanka okotozgbowa rozwijajacego si¢ zg¢ba szczura z grupy kontrolnej. B — ko$¢; 100x
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W grupie 2 (NTCDD, od matek poddanych dziataniu dioksyny) obserwuje si¢ nizszy stopien
rozwoju zaréwno szkliwa, jak i1 brodawek zebowych. W szkliwie widoczne sa komorki
prostopadtoscienne, rzadko cylindryczne, dajace wrazenie cz¢sciowo uformowanego
dojrzatego narzadu. W obszarze graniczacym z warstwa odontoblastyczng gromadza sie¢
roznicujgce si¢ komorki mezenchymalne. Ponadto obserwuje si¢ sukcesywne tworzenie ze¢biny
1 roznicowanie sze$ciennych ameloblastow z wewngtrznego nabtonka szkliwa. Stopien
rozwoju wspomnianych struktur tkankowych, jak rowniez angiogenezy, jest mniej
zaawansowany niz w grupie kontrolnej. W rejonie zawigzkow zebowych wystepuja duze
obszary zahamowanego rozwoju ko$ci wyrostka zebodotowego. W obszarach sgsiadujacych z

z¢bami widoczne sg nacieki leukocytarne.

Rycina 26. Czg$¢ wierzchotkowa zeba szczura z grupy poddanej dziataniu TCDD, Od —

odontoblast, D — zebina, En — enameloblast; 100x

59



Ekspresj¢ AGE10 w zuchwie noworodkéw z grupy noworodkow pochodzacych od matek
poddanych dziataniu TCDD (grupa NTCDD) przedstawiono na Ryc. 27. Widoczna jest
macierz kostna z osteocytami. W strukturach tych zachodzi wzmozona zewnatrzkomorkowa
glikacja. Odontoblasty i ameloblasty sa objete nasilong glikacja, zauwazalng réwniez w
osteocytach wyrostka zgbodolowego. Dodatnia reakcja jest nasilona w komoérkach miazgi
zgbowej, fibroblastach tkanki przyzebia, a takze w komodrkach $rodbtonka naczyn
wlosowatych. Co ciekawe, reaktywnos$¢ wystepuje jedynie w cytoplazmie, w niektérych

przypadkach cytoplazma pokrywa jadro, chociaz samo jadro nie jest wybarwione.

Rycina 27. Tkanka okotozgbowa rozwijajacego si¢ zeba szczura z grupy poddanej dziataniu TCDD,
B — kos$¢; 100x
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W grupie 3 (NTCDD+E) obraz histologiczny jest podobny do obrazu potomstwa z grupy 2,
jednak wewnetrzna powierzchnia szkliwa jest przewaznie cylindryczna, wskazujaca na
prawidlowo zrdéznicowane ameloblasty. Mozna zaobserwowaé mniejsza liczbe komorek
roéznicujacych si¢ (prostopadtosciennych). W brodawkach zebowych wystepuje wyrazna
angiogeneza, zwlaszcza w warstwie odontoblastycznej. W btonie $sluzowej widoczne sg nacieki

leukocytarne.

Rycina 28. Czg$¢ wierzchotkowa zeba szczura z grupy poddanej dziataniu TCDD i witaminy E, Od
— odontoblast, D — z¢bina, En — enameloblast; 100x

61



W grupie 3 (TCDD+E) reaktywno$¢ tkanki kostnej wyrostka zebodolowego 1 przyzgbia z
przeciwciatlem anty-MAGE jest stabsza niz w grupie TCDD. W preparacie szczgki widoczne
sa osteony i wyraznie zaznaczona glikacja, wynoszaca okoto 60% obserwowanej w grupie

TCDD.

Rycina 29. Tkanka okotozebowa rozwijajacego si¢ zgba szczura z grupy poddanej dziataniu TCDD
i witaminy E, B — ko$¢; 100x
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W grupie 4 (NTCDD+ASA) w szkliwie wystepuje znacznie wiecej komorek cylindrycznych
niz prostopadtosciennych. W obszarze komorek odontoblastycznych widoczne sa liczne
cylindryczne odontoblasty. W miazdze obserwuje si¢ przyspieszong angiogeneze. Obserwuje
si¢ zaawansowany rozwoj kosci wyrostka zebodotowego w obszarach obwodowych. Nie

stwierdzono naciekow leukocytarnych (Rys. 29).

Rycina 29. Cz¢é¢ wierzchotkowa zgba szczura z grupy poddanej dziataniu TCDD i ASA, Od -

odontoblast, D — zebina, En — enameloblast; 100x
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W grupie 4 (TCDD+ASA) glikacja tkanki kostnej wyrostka zebodotowego i1 przyzebia nie jest
tak silna jak w grupie TCDD. W preparatach z tej grupy stopien glikacji jest zauwazalnie
nizszy, okoto 30% reakcji obserwowanej w grupie TCDD. Glikacje mozna zaobserwowaé w

osteocytach, a takze osteoklastach.

Rycina 30. Tkanka okotozgbowa rozwijajacego si¢ zg¢ba szczura z grupy poddanej dziataniu TCDD
i ASA, B —kos¢; 100x
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5. Dyskusja

Produkty zaawansowanej glikacji (AGE) odgrywaja znaczaca role w patofizjologii choréb
czlowieka. Tworzg si¢ na drodze nieenzymatycznej reakcji cukrow redukujacych z wolnymi
grupami aminowymi biatek®. Ich zwigkszone miano jest obecne w cukrzycy, wielu chorobach
o podlozu zapalnym i nowotworach'®. Poprzez interakcje z receptorem dla produktow
zaawansowanej glikacji (RAGE) wywoluja one negatywny wpltyw na funkcjonowanie
organizmu, mi¢dzy innymi poprzez aktywacje oksydazy NADPH i czynnika transkrypcyjnego
NF-xB3*3! Wywotany przez AGE wzmozony stres oksydacyjny, zmiany konformacyjne
biatek 1 indukcja cytokin prozapalnych przyczyniaja si¢ do angiopatii obserwowanej w
cukrzycy?, jak roéwniez promuja proliferacje, naciekanie i tworzenie si¢ przerzutow w
chorobach nowotworowych®*. AGE10, nowo odkryty zwiazek wykazuje znaczne rdznice w
porownaniu do klasycznych produktéw glikacji, ma on miedzy innymi wilasciwosci
immunogenne, genotoksyczne i proapoptotyczne®, jego syntetyczny analog wywodzi si¢ z
disacharydu — melibiozy. Opracowano specyficzne przeciwciato i testy immunochemiczne
pozwalajace wykry¢ ten epitop. AGE10 zaobserwowano w surowicy pacjentow chorujacych
na cukrzyce 1 w réznych tkankach nowotworowych'. Ostatnie doniesienia 0 AGE10 pozwalaja
nam przypuszczaé, ze swoiste dla tego epitopu przeciwcialo anty-MAGE moze by¢ z
powodzeniem wykorzystane do detekcji markera uszkodzenia tkanek i diagnostyki chordb

nowotworowych.

Rak prostaty (PCa) jest druga najczesciej stawiang diagnoza nowotworowa u mezczyzn®'42,
Mimo to, postawienie celnego rozpoznania nowotworu prostaty stanowi wyzwanie
diagnostyczne. Symptomy zwigzane z PCa s3 mato specyficzne. Pacjenci najczgsciej zglaszaja
problemy z rozpoczeciem mikcji, uczucie parcia na mocz, staby strumien moczu, nykturi¢ czy
dysurie®®. Wszystkie te objawy zwigzane sg z przerostem tkanki prostaty®* i wystepuja réwniez
w innych patologiach gruczolu krokowego, migdzy innymi w tagodnym przero$cie prostaty
(BPH)01%3 Postepujaca z wiekiem hiperplazja tkanki gruczotu krokowego wystepuje u ponad
80% mezczyzn powyzej 70 roku zycia’”. Aktualnie dysponujemy ograniczonymi
mozliwo$ciami  diagnostyki przesiewowej. W praktyce, do badan przesiewowych
wykorzystuje si¢ pomiar st¢zenia PSA. Niestety, nie jest on specyficzny do zmian rakowych'*®
102" By poglebi¢ diagnoze, konieczne jest wykonanie biopsji pod kontrola TRUS. Badania
wykazuja, ze az 75,9% ilo$¢ biopsji wykonanych z powodu wysokiego stezenia PSA

skutkowala wynikiem negatywnym'®. Poszukiwania nowych metod diagnostycznych sa
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przedmiotem wielu badan. Obiecujgce doniesienia wskazujg na potencjalng rolg
wieloparametrycznego rezonansu magnetycznego (mpMRI)!%, Biopsje pod jego kontrolg
identyfikowaty wigcej klinicznie istotnych nowotwordw, przy réwnoczesnej redukeji ilosci
pobranych wycinkéw. Ostatnio zaproponowano nowy radioizotop wigzacy si¢ swoiscie z
komorkami wykazujacymi nadekspresje RAGE!. Stosuje si¢ rowniez modele diagnostyczne
miedzy innymi Stockholm3 (STHML3), bioragcy pod uwage dane kliniczne i st¢zenia wielu
biomarkerow — ludzka kalikreing (hK2), PB-mikroseminoproteing, frakcj¢ wolng PSA i
catkowite stezenie PSA'3. Szczegodlng uwage zwraca fakt bezposredniego zwigzku AGE z
PCa. Poprzez przebudowe macierzy zewnatrzkomorkowej, indukcje stresu oksydacyjnego i
aktywacje RAGE produkty zaawansowanej glikacji bezposrednio wplywaja na stopien
zaawansowania raka i rokowanie®*. Zwigkszone miano AGE jest czynnikiem ryzyka
nowotworow prostaty**, glikacyjna modyfikacja blony podstawnej gruczolu krokowego
promuje naciekanie guza, stezenie karboksymetylolizyny (CML) w surowicy pacjentow z
nowotworami prostaty koreluje ze stopniem zaawansowania raka®*, podobng zaleznosc¢
obserwuje si¢ w zakresie ekspresji RAGE* .. AGE zdaja si¢ odgrywaé kluczowa rolg w

patogenezie PCa.

Rola AGE10 w nowotworze prostaty nie zostata dotychczas opisana. Przypuszczamy, ze ten
epitop moze postuzy¢ jako wczesny marker nowotworu. W przeprowadzonych badaniach
sprawdzono obecno$¢ nowego epitopu w bioptatach raka prostaty pochodzenia ludzkiego i
psiego. Preparaty ludzkie przeanalizowano rowniez pod katem ekspresji rutynowo
stosowanego w diagnostyce patomorfologicznej biatka p63. Ponadto uzyto przeciwciata wobec
037 wykrywajacego endogenny polisacharyd bakteryjny, anty-O37, ktory wykazuje rowniez
reaktywno$¢ krzyzowa z bialkami endogennymi mig¢dzy innymi z wysoko sjalowanym
biatkiem pasma 3 erytrocytow!®. Przypuszczamy, ze 037 moze postuzy¢ jako dodatkowy
marker nowotworow. Preparaty zostaly rowniez zbadane pod katem reaktywnos$ci wzgledem

przeciwcial anty-RAGE.

Silna reaktywno$¢ przeciwciat anty-MAGE w zakresie cytoplazmy komoérek walcowatych
tkanki gruczolowej prostaty, przy jednoczesnym braku reakcji w zakresie tkanki mig§niowe;j
gladkiej i tkanki facznej podscieliska wskazuje na predylekcje do wewnatrzkomorkowego
tworzenia si¢ AGE10 w komorkach gruczotowych. Hipoteze wspiera brak reaktywnosci w
zakresie pnia nerwowego, zarOwno w preparatach raka prostaty jak 1 prawidlowej tkanki
stercza. Ekspresja AGE10 zostala zaobserwowana w 86,4% przypadkow. AGE10 podobnie do

CML, moze akumulowa¢ si¢ w miare starzenia si¢ organizmu®*, W ostatnich badaniach,
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AGEI10 zostat zidentyfikowany w mig$niach szkieletowych i1 kardiomiocytach réznych
gatunkow zwierzat'®. Zauwazony w niniejszych badaniach brak reaktywno$ci w zakresie
tkanki mie$niowej gladkiej moze by¢ podyktowany mniejszg aktywno$cig metaboliczng
mie$ni gladkich wynikajagca migdzy innymi z odmiennej morfologii i roéznigcych si¢
mechanizmach inicjacji skurczu. W miesniach gtadkich aktywacja kinazy lekkich tancuchéw
miozyny jest modulowana przez kompleks wapnia i kalmoduliny'?*. Zapotrzebowanie
energetyczne a w konsekwencji stgzenie cukrow redukujacych, jest nizsze. Z racji
nieenzymatycznej natury glikacji, obserwuje si¢ akumulacj¢ AGE wraz z wiekiem réwniez u
zdrowych o0sob*®. Co wazne, anty-MAGE nie wykazywato reaktywnosci w prawidtowej
tkance stercza. Moze to Swiadczy¢ o odmiennych od klasycznych mechanizmach tworzenia si¢
AGEI10 i przemawia¢ za jego wigkszg specyficznoscig. Uwage zwraca mniejsza intensywnos¢
barwienia w zakresie cew gruczolowych o morfologii zblizonej do prawidlowej. Moze
wskazywa¢ to na korelacje¢ ekspresji AGEIO0 ze stopniem zaawansowania zmian
neoplastycznych 1 nowotworowych. Hipoteze t¢ wspiera zauwazalny wzrost intensywnosci
reakcji pomigdzy grupami ryzyka, w grupie o niskim ryzyku silna reakcja zostata
zaobserwowana w 9% przypadkéw, w grupie o posrednim ryzyku w 30% przypadkow a w
grupie wysokiego ryzyka w 56% przypadkow. Efekt AGE, cho¢ nieistotny (p = 0.138),
pozwala na wysunigcie hipotezy o mozliwym dodatnim wptywie ilosci AGE na zezto$liwienie
— 7 racji na wysoce ujemng wartos¢ B (-0.434). Jednoczesnie obserwuje si¢ brak reaktywnosci
anty-MAGE w prostatach pochodzenia psiego. Pomimo pewnych podobienstw pomiedzy
rakiem prostaty u psow i cztowieka®'’, w prezentowanej pracy jednoznacznie nie potwierdzono

ekspresji antygenu AGE10 u pséw z rakiem prostaty.

W przeprowadzonych badaniach zauwazyliSmy wzrost ekspresji RAGE wraz ze stopniem
zaawansowania raka prostaty. W 57,1% przypadkow zmian o niskim i umiarkowanym ryzyku
(Skala Gleasona 6-7) zaobserwowali$my immunoreaktywnos¢, gdzie zmiany o wysokiej
agresywnosci (Skala Gleasona >7) wykazaly 100% reaktywno$¢. Szansa zeztosliwienia
zmiany w przypadku otrzymania ujemnego wyniku RAGE jest ok. 6,13 razy mniejsza w
odniesieniu do przypadku otrzymania dodatniego wyniku (OR = 0.163, p = 0.024). Pokrywa
si¢ to z dotychczas opublikowanymi badaniami“®®®. Dodatkowo, z racji braku istotnosci
interakcji AGE10 1 RAGE (p = 0.467), mozna stwierdzi¢, ze wspomniany efekt RAGE jest
uniwersalny dla wszystkich rozpatrywanych wynikow AGE w tej samej zmianie. Uwage
zwraca stabsza aczkolwiek obecna reaktywno$¢ prawidiowych cew prostaty. RAGE to

multiligandowy receptor, rozpoznajacy wiele zwigzkow, m.in. produkty zaawansowanej
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glikacji, HMGBI1 czy biatka rodziny S100%°® — co moze tlumaczyé¢ szerzej obserwowana

ekspresje tego epitopu w badanych preparatach.

Analiza porownawcza reaktywnosci anty-MAGE z obecno$cig p63 wykazata negatywna
korelacje AGE10 z p63 — co pokrywa si¢ ze spodziewanymi wynikami'?®. Dodatkowo,
zaobserwowalismy ekspresje antygenu O37 w raku prostaty. Co ciekawe, antygen O37
wystepowat rowniez w jadrze komorkowym, wraz ze wzrostem zaawansowania reaktywno$¢

w zakresie jadra znaczgco si¢ nasilata, co odroznia go od AGE10.

Nalezaca do halogenopochodnych weglowodorow aromatycznych 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-
p-dioksyna (TCDD) jest wysoce toksycznym zwigzkiem wykazujacym dziatanie teratogenne i
neurotoksyczne®. Poprzez interakcje z receptorem weglowodoréw aromatycznych (AhR)
indukuje stres oksydacyjny i przyczynia sie do uszkodzenia tkanek®®. Podanie matych dawek
TCDD samicom szczuréw skutkowalo zaburzeniami rozwojowymi u miodych, najczeSciej
raportowanymi malformacjami byl rozszczep podniebienia i wodonercze®®, jednakze badania
donosza o negatywnym wptywie dioksyn na rozwdj m.in. prostaty czy koééca czaszki®'.
Ekspozycja na dioksyny skutkuje rowniez atrofig grasicy i wplywa negatywnie na
spermatogenez¢ u szczuréw. Dane sugeruja znaczacy, negatywny wplyw na rozwdj

organizmu.

W przeprowadzonych badaniach zbadano ekspresj¢ AGE10 w preparatach tkanki kostnej
zebow szczurow pochodzacych od matek poddanych dzialaniu TCDD jak rowniez
zidentyfikowano wptyw a-tokoferolu 1 kwasu acetylosalicylowego na ekspresje nowego
epitopu. Zaobserwowane zmiany — niedojrzate ameloblasty, nacieki leukocytarne, stabo
zarysowana angiogeneza wskazuja na zaburzenia rozwoju tkanki kostnej zgbéw u mtodych z
grupy poddanej dziataniu TCDD. Co wazne, bardzo mata ilo§¢ dioksyn, pojedyncza dawka
Sug/kg m.c. im, powoduje tak znaczace skutki u noworodkéw pochodzacych od matek

potraktowanych TCDD.

W grupie kontrolnej (NK) zaobserwowano fizjologiczny rozwoj zeba. Tkanka sktadala si¢ z
cylindrycznych komoérek szkliwotworczych (ameloblastow) co wskazuje na ich prawidlowe
zrdéznicowanie. Tkanka kostna wyrostka zebodotowego charakteryzowala si¢ zaawansowang
osteogeneza, jak réwniez zaobserwowano liczne naczynia krwiono$ne w miazdze zgba
wskazujace na nasilong angiogeneze. Tkanka kostna wyrostka zgbodotowego, zebiny 1 szkliwa
nie wykazywata $ladu glikacji. Jednoczesnie odnotowano staba, dodatnig reakcje w tkance

tacznej okotozebowej, co oznacza zawartos$¢ fizjologiczng na niskim poziomie.
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Tkanka kostna z¢ba noworodkéw pochodzacych od grupy samic poddanych dziataniu same;j
dioksyny (NTCDD) wyrodzniata si¢ najbardziej nasilonymi zmianami, rozwoj szkliwa i
brodawek zebowych byl wyraznie zaburzony. Ameloblasty wykazywaty nizszy poziom
zréznicowania, zidentyfikowany dzigki ich prostopadtosciennej morfologii. Angiogeneza byta
zauwazalnie mniej nasilona. W tkance kostnej wyrostka zebodotowego wystepowaty rejony
zahamowanej osteogenezy. Zidentyfikowano nacieki leukocytarne w obszarach sgsiadujgcych
z tkankg kostng zgba. Korelowato to ze znaleziskami w preparatach zuchwy. Uwidoczniono
wzmozong zewnatrzkomorkowa glikacje. Reakcje zauwazono w  odontoblastach,

ameloblastach i osteocytach 1 komoérkach §rédbtonka naczyn witosowatych.

Zwiazki przeciwzapalne wptywaja hamujgco na proces zapalny, in vitro proces glikacji w
obecnosci kwasu acetylosalicylowego jest zahamowany. Podobny efekt zauwaza si¢ po
zastosowaniu zwigzkow przeciwutleniajacych takich jak witamina C, kwercetyna czy
flawonoidy'?. Wyniki wskazuja, ze kwas acetylosalicylowy mial widoczny wptyw hamujacy
na gromadzenie si¢ AGEI10. Jednoczesnie, tokoferol w poréwnaniu z kwasem
acetylosalicylowym tylko nieznacznie zmniejszal szkodliwe dziatanie dioksyn. Nasze
obserwacje sugeruja, ze proces gromadzenia si¢ w tkankach AGE10 w wyniku dziatania

dioksyn jest modulowany przez inhibitory anty-Cox-2.

Podsumowujac, podwyzszony poziom AGE10 jest obecny w tkankach nowotworu prostaty.
Nowy epitop moze postuzy¢ jako nowy marker PCa. Jego obecno$¢ w uszkodzonych
dioksynami tkankach zuchwy szczuréw sugeruje, ze jest on rowniez markerem uszkodzenia

tkanki na tle toksycznym.

Interpretacja przedstawionych wynikow badan ma ograniczenia wynikajace z matej liczby
analizowanych przypadkéw oraz jakosciowej oceny ekspresji badanych zwigzkow. Mimo
widocznego zwigzku AGE10 z PCa zauwazamy potrzebg dalszych badan, potencjalnym
kierunkiem moze by¢ weryfikacja obecno$ci AGE10 w osoczu pacjentow z PCa. Zwigkszenie
liczby badanych préb o réznym stopniu zaawansowania procesu NOwWOtworowego moze
pozwoli¢ na zbadanie w ktorym etapie transformacji nowotworowej nastepuje akumulacja
AGE101 czy ekspresja tego epitopu antygenowego moze by¢ wezesnym markerem nowotworu

prostaty u ludzi.
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6. WniosKi

1.

Epitop AGE10 jest obecny w zmienionych nowotworowo tkankach gruczotu
krokowego,

Ekspresja AGE10 nie jest zwigzana ze stopniem zaawansowania nowotworu prostaty,
Ekspresja RAGE jest zwigzana ze stopniem zaawansowania nowotworu prostaty,
Ekspresja epitopu AGE10 nie charakteryzuje nowotworu tkanek gruczolowych
prostaty u psow,

Toksyczne dziatanie dioksyn wzmaga tworzenie si¢ AGE10 w tkance kostnej zgba i
zuchwy szczurow, co wskazuje, ze jest on markerem uszkodzenia tkanki na tle

toksycznym,

Kwas acetylosalicylowy i a-tokoferol moduluje w kierunku obnizania powstawania

AGE10 w tkance kostnej szczuréw uszkodzonej dioksynami.
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7. Streszczenie

Produkty zaawansowanej glikacji (AGE) to grupa heterogenicznych zwigzkoéw powstajacych
w nieenzymatycznej reakcji cukrow redukujacych z grupami aminowymi biatek. Stres
oksydacyjny nasila glikacje a zwigkszone stezenie AGE obserwuje si¢ w wielu chorobach o
podiozu zapalnym i nowotworach, miedzy innymi w raku prostaty (PCa). Stezenie produktow
zaawansowanej glikacji (AGE) wzrasta w uszkodzonych tkankach. Niedawno odkryty produkt
glikacji, AGE10, wyrdznia si¢ od pozostatych klasycznych AGE. Jego syntetyczny analog
tworzy si¢ w warunkach bezwodnych, manifestuje wlasciwosci proapoptotyczne,
genotoksyczne 1 immunogenne. Rola AGE10 w nowotworach i1 uszkodzeniu tkanek nie zostata
dotychczas zbadana. Rak prostaty jest drugim najczgstszym rozpoznaniem onkologicznym
wérod mezczyzn. W badaniach przesiewowych stosuje si¢ pomiar stezenia specyficznego
antygenu prostaty (PSA). Jednocze$nie badanie to charakteryzuje si¢ mata specyficznoscia
wzgledem PCa, stezenie PSA rosnie w czesto wystgpujacym lagodnym przeroscie prostaty i
zapaleniu gruczolu krokowego. Wprowadzenie przesiewowego badania PSA ma niewielki
wpltyw na $miertelno$¢ u mezczyzn — podkresla to potrzebe poszukiwan nowych metod
wczesnej diagnostyki. Przypuszczamy, ze ten epitop moze postuzy¢ jako wczesny marker
nowotworu. Celem badania byla immunohistochemiczna analiza obecnosci AGEI0 w
nowotworze prostaty. WykorzystaliSmy preparaty raka prostaty pochodzenia ludzkiego i
psiego. ZaobserwowaliSmy reaktywno$¢ przeciwcial anty-MAGE w tkankach ludzkich.
Dodatkowym celem pracy bylo zbadanie, czy uszkodzenie tkanek indukowane dioksynami
powoduje akumulacje AGE10. Przeprowadzono analiz¢ immunohistochemiczng preparatow
tkanki kostnej szczuréw pochodzacych od matek eksponowanych na 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioksyng (TCDD). Zaobserwowaliémy zaburzenia rozwojowe po
ekspozycji na TCDD wraz ze zwigkszong obecnoscia AGE10. Wykazano, ze AGE10 moze
postuzy¢ jako marker uszkodzenia tkanek wyniklych z ekspozycji na dioksyny.
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8. Abstract

Advanced glycation end products (AGES) are a heterogeneous group of compounds formed in
an enzymatic reaction between reducing sugars and amino groups of proteins. Glycation is
increased by oxidative stress. Elevated levels of AGEs have been observed in various
inflammatory diseases and cancers, including prostate cancer (PCa). The concentration of
AGEs increases in damaged tissues. Among the classic AGEs, a recently discovered glycation
product called AGE10 stands out. Its synthetic analogue is formed under anhydrous conditions,
and exhibits pro-apoptotic, genotoxic, and immunogenic properties. However, the role of
AGE10 in cancer and tissue damage remains unclear.Prostate cancer is the second most
common cancer diagnosed in men. Screening tests typically measure the concentration of
prostate-specific antigen (PSA). However, PSA testing has low specificity for PCa, as elevated
PSA levels can also occur in benign prostatic hyperplasia and prostatitis. The introduction of
PSA screening has had minimal impact on mortality rates in men, emphasizing the need for
new methods of early diagnosis. We assume that this epitope may serve as an early cancer
marker. In this study, our objective was to perform immunohistochemical analysis to examine
the presence of AGE10 in prostate cancer. We used human and canine prostate cancer bioptats.
We observed the reactivity of anti-MAGE antibodies in human tissues. Another aim of our
study was to investigate whether dioxin-induced tissue damage leads to the accumulation of
AGE10. We conducted immunohistochemical analysis on bone tissue from rats whose mothers
had been exposed to 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxins (TCDD). Our observations revealed
developmental abnormalities and increased presence of AGE10 in the offspring exposed to
TCDD. This suggests that AGE10 can serve as a marker for tissue damage resulting from

dioxin exposure.
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