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2. Roviditések jegyzéke

ABC
ABC-AP

AFS
AML
AR
AR+
AR-
ATP
bcl-2
BPH

BNO
CCD
CD
ChrA
CK
CO,
CT
Cz
DAB
DE
DNS
DPX
DU
dUuTP
EAU
EB
EGF
ER
ETa

Avidin-Biotin Complex (avidin-biotin komplex)

Avidin-Biotin Complex — Alkaline Phosphatase (ABC —alkalikus
foszfataz)

Anterior Fibromuscular Stroma (eliilsé fibromuscularis stroma)
Acute Myeloid Leukemia (akut myeloid leukémia)

Androgén Receptor

Androgén Receptort expresszalo

Androgén Receptort nem expresszald

Adenosin Tri-Phosphate (adenozin-trifoszfat)

B-cell lymphoma 2 (B-sejt limfoma 2)

Benignus Prosztata Hyperplasia (joindulata prosztata
megnagyobbodas)

Betegségek Nemzetkozi Osztalyozasa

Charge-couple Device (t6ltés csatolt eszk6z)

Cluster of Designation/Differentiation (differencialddasi csoport)
Chromogranin A

Citokeratin

szén-dioxid

Computer Tomographia

Centralis Zéna

Diamino-benzidine

Ductus Ejaculatorius

Dezoxiribonukleinsav

Dystirene, Plasticizer, Xylene (disztirén, siiritd, xilol)

Distalis Urethra

desoxi-Uridin-Triphosphate (dezoxi-uridin-trifoszfat)

European Association of Urology (Eurdpai Urologus Tarsasag)
Eosinophilic Body (eozinofil testek)

Epidermal Growth Factor (Epidermalis Novekedési Faktor)
Estragen (0sztrogén) Receptor

Endothelin Receptor A



ETs
FITC
GSTpi
HGF
HRP
H&E
19G
IHC

KSH
MRI
NE
NEG
NOD
NSE
N/A
PAP
PBS
PCa
PIN

PCNA
PNA
Pre2.8
PrEGM
PSA
PSAP

PSG
PSMA

PU
PZ
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Endothelin Receptor B

Fluorescein Isothiocyanate

Glutathion S-transferase pi

Hepatocyta Growth Factor (Hepatocita ndvekedési faktor)
Horseradish Peroxidase (torma peroxidaz)

Hematoxilin és Eozin

Immunglobulin G

Immunohistochemistry (Immunhisztokémia)
Keratin=citokeratin

Kozponti Statisztikai Hivatal

Magnetic Resonance Imaging (magneses rezonancia vizsgalat)
Neuroendokrin

Negativ

Non-obese Diabetic (nem elhizott cukorbeteg)

Neuron Specific Enolase (neuron specifikus enoladz)

Nincs adat

Prostatic Acid Phosphatase=PSAP (prosztatikus savanyu foszfataz)
Phosphate Buffered Saline (Foszfattal pufferelt sooldat)
Prostate Cancer (prosztatarak)

Prostatic Intraepithelial Neoplasia (prosztatikus interepithelialis
neoplézia)

Proliferating Cell Nuclear Antigen (Osztodo sejtmagi antigén)
Peanut Agglutinin (mogyoro6 agglutinin)

BPH immortalizalt sejtvonal

Prosztata epithelium sejtkultiira médium

Prosztata Specifikus Antigén

Prostate Specific Acid-Phophatase=PAP (prosztatikus savanyu
foszfataz)

Prostate Secretory Granule (prosztata kivalasztd szemcse)
Prostate Specific Membrane Antigen (prosztata specifikus membran
antigén)

Proximalis Urethra

Periférias Zona



RET

RT-PCR

SCID
SEM
SMA
SNA
SV
SVv40
S-WGA
TdT
Thy-1
tPA
TRITC
TURP

TUNEL
TZ
UCL
VS
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Receptor Tyrosine Kinase proto-oncogene (tirozin-kinaz proto-
onkogén)

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (polimeraz
lancreakcio)

Severe Combined Immunodeficiency (sulyos kombinalt immunhiany)
Standard Error of Mean (az atlag szorasa)

Smooth muscle a-actin (simaizom aktin)

Sambucus Nigra Lectin

Seminal Vesicle (vesicula seminalis — ondomirigy)

Simian Virus 40

Succinyl-Wheat Germ Agglutinin

Deoxynucleotidyl-Transferase (dezoxinukleotidil-transzferaz)
Thymocyta 1 antigen

tissue Plasminogen Activator

Tetramethyl Rhodamine Isothiocyanate

Transurethral Resection of Prostate (hligycsovon keresztiili prosztata
rezekcio)

Terminal d-UTP Nick End Laballing

Tranzicionalis Z6na (Atmeneti zona)

University College London

Vesicula Seminalis (Ond6holyag)
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3. Bevezetés

3.1. A prosztata és betegségeinek osszefiiggései

Az 1d0s6do férfiakat leggyakrabban befolyasold egészségiigyi eltérés a
prosztataban (diilmirigy) jelentkezik: a jéindulati prosztata megnagyobbodas (benignus
prosztata hyperplasia; BPH) és a prosztatarak. A prosztatan beliil négy teriilet talalhato,
mely Dbetegségekre fogékonysaga kiillonboz6. A prosztata periférids zonajaban
gyakrabban fordul eld prosztatarak, mig a BPH az atmeneti (tranzicionalis) zonaban
fejlodik ki. A funkciondlis és molekulédris hattere ezeknek az eltéréseknek nem
tisztazott. A betegségek (prosztatardk, BPH) hatterének pontos megértéséhez
szlikségiink van a normalis prosztata anatomidjanak, felépitésének, miikodésének és
fejlédésének pontos ismeretére.

A prosztata négy kiilonbozd régidra oszthatod fel, melyeket McNeal zondknak
nevezett. A négy zOéna a periférids, az atmeneti (tranzicionalis), centralis és az eliilsd
fibromuscularis zona.

A prosztata zodnainak eltérései hatterében lehetséges embrioldgiai ok. A
prosztatardk ritkan fejlédik a centralis zondban és elvétve fejlédik ki rak a vesicula
seminalisban. Mivel a vesicula seminalis a Wolf-cs6b6l szarmazik, hasonldan fejlédhet
a centralis zéna is a Wolf-cs6bdl, magyarazatot adva a két szoveti struktira hasonlo
biologiai viselkedésére. Ezekkel ellentétben a prosztata tobbi része a sinus urogenitalis-
bol alakul ki.

A prosztata jelenleg széles korben elfogadott anatdmiai modellje McNealtdl
szarmazik (McNeal 1981a, 1981b, Villers és mtsai 1991, Selman és mtsai 2011). Az
anatomiai modell pontosabban irta le a prosztata szovettani szerkezetét, mint a korabbi
modellek (Lowsley 1912, LeDuc 1939, Gil Vernet 1953, Franks 1954). A McNeal
szerinti anatomiai modell helyességét szamos hisztokémiai, fehérje expresszios és
szovettani vizsgalat (Arenas és mtsai 1999, Chan ¢és mtsai 1999, Colombel és mtsai,
1998, Kobayashi és mtsai 1991, 1994; Krill és mtsai 2001, Leav és mtsai 2001, McNeal
és mtsai 1988a, Reese és mtsai 1986, 1988, 1992, Santamaria és mtsai 2002, Tsurusaki
¢s mtsai 2003), valamint CT, MRI és egyéb diagnosztikai (Hricak és mtsai 1987, Koslin
¢s mtsai 1987, Mirowitz és mtsai 1992, Sommer és mtsai 1986, Villers €s mtsai, 1990)

¢és hisztopatoldgiai vizsgalatok (Colombo €s mtsai, 2001; Erbersdobler és mtsai, 2002a,
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2002b, Grignon ¢és mtsai 1994, Lee ¢és mtsai 1991, McNeal 1968, McNeal ¢és mtsai,
1988b, Van de Voorde és mtsai 1995) igazoltak.

3.1.1. Prosztatarak

A prosztatardk (PCa — prostate cancer, carcinoma prostatae) a nyugati tipusa
tarsadalmakban jelent0s népegészségligyi problémat jelent. A prosztatardk elsésorban
az iddskor betegsége, diagnodzisdnak idépontjaban a férfiak atlagosan 67 évesek. A
prosztatarak incidenciaja a 2000 és 2008 kozotti idészakban az Egyesiilt Allamokban
csokkend tendenciat mutatott (-1.9%/év). 2008. januér 1-én az Egyesiilt Allamokban kb.
2.355.000  férfi  ¢lt, akinek mar  diagnosztizaltdk a  prosztatardkot
(www.seer.cancer.gov/statfacts.html/prost.ntml). A prosztatardk mortalitaisa mind
Eurdpaban, mind az Egyesiilt Allamokban csokkenést mutatott az utobbi 15 évben
(Holmberg és mtsai 2011, Berrino és mtsai 2007, Collin és mtsai 2008). Eurépa minden
kiilonbségek (Brenner és mtsai 2009).

A prosztatardk Magyarorszagon is jelentds népegészségligyi probléma. A
Nemzeti Rékregiszter adatait a hazai jelentési rendszer helytelen médja (nem megfeleld
BNO [Betegségek Nemzetkozi Osztalyozasa] kodok lejelentése) miatt fenntartasokkal
kell fogadjuk (Dobrossy és mtsai 2007, Ottd és mtsai 2005). A KSH adatai szerint a
prosztatardk haldlozasa Magyarorszagon a 3-4. helyet foglalja el (Dobrdssy és mtsai
2007) a férfiakban, mindkét nemet tekintve a nyolcadik leggyakoribb daganatos halalok
(Otto6 €s mtsai 2005).

A prosztatardk talélést befolyasold tényezOk a korai diagnozis (PSA
hasznalataval), diagnosztikus aktivitas fokozasa agressziv prosztata biopszia révén, Uj
sebészeti €s radioterapias modszerek alkalmazasa (Romics 2010, Eden és mtsai 2007), a
szisztémds kezelési eljarasok hasznalata €s a kezelési eljaras indikacios teriiletének
kiszélesitése (Holmberg és mtsai 2011). Ezeknek a faktoroknak a stlya a prosztatardk
tulélésre nem tisztazott. Tekintve, hogy egy orszdgban mérhetd prosztatarak incidencia
erésen korrelal a taléléssel (de a mortalitdssal nem sziikségszerlien) a korai
rakdiagnozisnak jelentds szerepe lehet (Holmberg és mtsai 2011).

Szamos tanulmany igazolta, hogy a prosztatardk elhelyezkedése jelentdsen
befolyasolhatja a betegség lefolydsat. A tranziciondlis zondban elhelyezkedd daganatok

Gleason score értéke ¢és klinikai stadiumbeosztdsa alacsonyabb a felfedezéskor, mint a
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DOI:10.14753/SE.2012.1747

periférias zonaban elhelyezkedd daganatok esetén. Az atmeneti zona daganatainak
kurativ kezelése utan a biokémiai relapsusig eltelt id6 hosszabb, mint a periférids
daganatok miitéti megoldasa utdn (van der Kwast és mtsai 2011, Noguchi és mtsai
2000, Erbersdobler és mtsai 2002a, 2002b, Shannon és mtsai 2003, Greene és mtsai
1995).

A prosztata adenocarcinoma predominansan luminalis fenotipussal rendelkezd
sejtekbol all (CK8, CK18, PSA pozitivitds) és ezek kozott a sejtek kozott elszorva
neuroendokrin sejtek talalhatok. A bazalis réteg eltiinése a neoplasztikus fokuszokban a
betegség egyik kulcspontja. A 34BE12 antitest reaktivitast (anti-CK1, CKS5, CK10,
CK14) ezért gyakran alkalmazzidk, hogy a benignus atipusos Ilézidkat és az
adenocarcinomat elkiilonitsék. Ezen megfigyelések alapjan is altalanos nézet, hogy a
prosztatardk a lumindlis sejtekbdl fejlodik ki. Az utdbbi évtizedekben azonban szadmos
kutaté nagy molekulatomegii citokeratin expressziot mutatott ki prosztatadaganatokban.
A nagy molekulatomegii citokeratinok (pl. CKS5, CK14) altalaban a bazalis sejtekben
expresszalodnak a normalis prosztatdban. Tobb primer prosztatarakban CK5 expressziot
(Verhagen és mtsai 1992) és prosztataattétek tobb mint 54%-ban pedig 34BE12
expressziot mutattak ki (Googe és mtsai 1997, Yang €s mtsai 1999b). Leenders és mtsai
(Leenders és mtsai 2001) a CKS5, CK14, CKI18 és chromogranin A expresszidjat
vizsgalta prosztatardk metasztazisban és hormon rezisztens prosztatardk szovetben. A
leggyakoribb sejttipus a CK18 pozitiv luminalis fenotipust sejt volt, majd a
chromogranin A pozitiv neuroendokrin sejtek kovetkeztek. A harmadik sejttipus a CK5
pozitiv és CK14 negativ sejt volt (van Leenders és mtsai 2001). Erdekes modon CKS5
expresszalo sejteket is talalt a nyirokcsomok kozeli erekben 1€vé tumorthrombusokban.
Tovabbd a hormon rezisztens daganatokban a CK5+ sejtek szama szignifikansan
magasabb volt a hormon dependens daganatokhoz képest. Az utdbbi vizsgalatok is

bizonytalanna tették a prosztatardk kiindulasi sejtjének pontos meghatarozasat.

3.1.2. Benignus prosztata hyperplasia (BPH)

A BPH az id6s6d¢ férfiak leggyakoribb betegsége Magyarorszdgon. A jarobeteg
szakellatason beliil orvoshoz forduld, a 65 év feletti férfiak kozel 10%-a (53.000 {6)
BPH tiinetei miatt jelentkezett az urologusnal a KSH 2004-ben kozzétett adatai alapjan.
E betegek koziil 10% (6.432 {6) korhazi ellatasban is részesiilt, mig az 0sszesetszam

90%-at az orvosok gyogyszeresen kezelték jarobeteg ellatas keretén beliil (Giczi és
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Saghi 2004). Bar az alsé hugyuti tiineteknek egyéb okai is lehetnek, a leggyakoribb
ezek koziil a BPH (Romics 2010b).

McNeal demonstralta, hogy a prosztata hyperplasia prosztata periurethralis
teriiletérél vagy a tranzicionalis zonabol ered. Az atmeneti zoéna a preprosztatikus
sphincter kiils6 részén helyezkedik el, és két fiiggetlen mirigybdl all. Eddigi
megfigyelések szerint a BPH ebben a két teriiletben dominal (McNeal és mtsai 1978,
1990). A kor elérehaladtaval a tranzicionalis zona is novekszik, de nem feltétlentil
fejlodnek ki benne nodulusok.

A prosztata hyperplasia kialakulasanak tertileti eltérései a prosztatdban nem

tisztazottak.

3.1.3. A prosztata gyulladasos betegségei (prostatitis)

Az urologia szdmara manapsag is nagy kihivast jelent a prosztata gyulladasos
betegségeinek kezelése. Az Egyesiilt Allamokban évente kb. 2 millié férfi fordul
orvoshoz prostatitis-szel. Az 50 év alatti férfiakban a leggyakoribb urologiai eltérés a
prosztata gyulladasos megbetegedése, ill. 50 év felett a BPH és a prosztatarak utan a
harmadik leggyakoribb eltérés. A férfiak 2-10%-nak van prostatitis-szeri tiinete, és a
férfiak kb. 9-16%-a esik at élete soran prostatitis-en. (Moon és mtsai 1997,
McNaughton Collins és mtsai 1998).

A prosztata periférids zondjaban a fokalis gyulladdsos folyamatok gyakoriak,
mig a centrélis zona rezisztens a gyulladasos elvaltozasokra (McNeal €s mtsai, 1981). A
periférids zonaban lezajlo gyulladasok extenziv atrophidhoz és hegesedéshez vezetnek

(McNeal és mtsai, 1968).

3.2. A prosztata anatomiaja, hisztolégiaja és fizioloégiaja

A prosztata a hligy- és ivarrendszer szerve. Kiilsd elvalasztast mirigy, melynek
valadéka a sperma fontos Osszetevdje. A prosztata pontos mitkodését még a mai napig
nem sikeriilt teljesen tisztazni. A prosztata altal termelt secretum az ejaculatum fontos
alkotoeleme. A sperma mennyiségének kb. 20-25%-at alkotja a prosztata altal termelt
nedv (Aumiiller és mtsai 1990a). A sperma nem sejtes Osszetevdinak nagy részét a
vesicula seminalis €s a prosztata szekrétuma adja, mig a sejtes elemeket a herék

termelik. A nem sejtes OsszetevOknek vélhetden az a feladata, hogy a megtermékenyités

11
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soran a spermiumokat védve és tamogatva a megtermékenyitést eldsegitse. Fontos
megjegyezni, hogy bar a nem sejtes elemeknek igen fontos feladata van elméleteink
szerint, a nem sejtes elemek egyik komponensérdl sem sikeriilt eddig igazolni, hogy

hidnyaban a megtermékenyités sikertelen lenne.

hugycsé red6é . prosztata
mirigyek
Colliculus seminalis_§
(verumontanum)

(N 24 utriculus
‘e \ W - t t
i ;,‘_'."‘Y/IT prostaticus
prosztatamirigy i-C /
kivezet6 csovek

nyilasai
) P
prosztata™
diaphragma____—— r@\ = 20 /
urogenitale . | {5522 bulbourethralis f
/ mirigyek-——

1. Abra. A prosztata anatomiai helyzete: frontalis és sagittalis metszet. Centralis
zona (CZ), periférids zona (PZ), tranziciondlis zéna (TZ) és az eliilsd fibromuscularis

stroma AFS (Timms €és mtsai 1994).

Fiatal férfiakban a prosztata mérete 20ml+6 ¢s stlya kb. 10-15g. A prosztatat
mirigyes ¢és fibromuscularis elemek alkotjak. A prosztata a holyag alatt helyezkedik el a
hugycsovet koriilvéve (1. abra). A prosztata anatdmia szerkezete sokaig vita targya volt
a patologusok, anatomusok ¢és klinikusok kozott. A prosztata anatdmiai szerkezetét
eldszor Lowsley irta le 1912-ben. Azota tobben is foglalkoztak a prosztata
szerkezetének tanulméanyozéasaval és szdmos anatomiai modell sziiletett. A prosztata
jelenleg is széles korben elfogadott modelljét McNeal irta le tobb miivében (McNeal
1968, 1978, 1980, 1981a, 1981b, 1984, McNeal és mtsai 1988). McNeal irta le
munkdiban el6szor a prosztata szovettani heterogenitasat. Munkdiban leirta a prosztata
négy teriiletét, melyeket zondknak nevezett el elhelyezkedésiik szerint (2. &bra).

Megfigyelésének alapja tobb szdz prosztata feldolgozdsa, szdvettani és embrioldgiai
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tanulmanyozasa volt. A prosztata 2/3-a mirigyeket tartalmaz, mig 1/3 része

mirigymentes teriilet.

2. Abra Az emberi prosztata sagittalis atmetszete. A distalis (DU) és proximalis
hugycsé (PU), valamint a ductus ejaculatorius (DE) elhelyezkedése a prosztata zonaihoz
viszonyitva [CZ — centralis zona, PZ — periférias zéna, TZ — tranzicionalis zona;

(McNeal és mtsai 1988)].

A hugycs6 prosztatikus részét (pars prostatica urethrae) a verumontanum
(colliculus prostaticus) két részre osztja. A proximalis rész a holyagnyaktdl a
verumontanumig mig a distalis szakasz a verumontanumtol a kiils6 sphincterig huzodik.
A két hugycsészakasz 35 fokos szdget zar be egymassal. A verumontanum teljes
egészében a distalis szakaszban foglal helyet. A ductus ejaculatoriusok a
verumontanumon nyilnak a hugycsébe. Egy henger alakt simaizombol allé gytiri veszi
koriil a hugycsovet a verumontanum felsé szélétdl a holyagnyakig, melyet
preprosztatikus sphincternek nevezett. A preprosztatikus sphincter a hdlyagnyaki belsd
sphincterrel egyiitt a kontinencia megdrzésében ¢és a retrograd ejakulacio

megakadalyozasaban jatszik szerepet.

13



DOI:10.14753/SE.2012.1747

A normal prosztata négy részre oszthato fel, melyek igen szorosan fekszenek
egymashoz (3. dbra). A zonak mirigyei a hugycsé meghatarozott részén helyezkednek
el, amelyek a zondk elnevezésének alapjat képezik, és a McNeal-i anatomia referencia
pontjaiként szolgalnak. A prosztata harom zdénaja, a centralis zona, az atmeneti zona a
periférias zona tartalmazza a mirigyeket, mig az eliilsé fibromuscularis teriilet
simaizom-elemekben gazdag régié €s mirigyeket nem tartalmaz.

McNeal részletesen leirta a négy zdéna szovettani szerkezetét is. A harom
mirigyes zéna a hugycsé megfeleld teriiletére vezeti valadékat.

A centralis zona kup alaku tertilet, mely a ductus ejaculatoriusoknak a prosztatan
athalado szakasza koriil helyezkedik el. A verumontanum és a prosztata bazisa kozott
tertil el, a hugycsdvel csak kis teriileten érintkezik. A centralis zoéna a normal fiatalkori
prosztata kb. 25%-at foglalja el. A prosztatarakok 1-5 %-a ered ebbdl a zdonabol.
Szovettanilag szabalytalan sz¢li, relative nagy, kerek mirigyekbdl all. A centralis zona
mirigyeinek hamja kockara hasonlé alakt, szogletes alapu és oszlopos szerkezeti. A
sejtek citoplazmaja granulalt, a sejtmagok nagyok, laza szerkezetlieck és halvanyak. A
sejtek magjai a bazalis membrantdl kiillonb6zé magassagokban helyezkednek el. A zona
simaizom elemei bdségesek és szorosan egymas mellé¢ rendezettek. A mirigyek a
verumontanumra iriilnek a hugycsdbe a ductus ejaculatoriusok nyildsa mellett. A
centralis zona szdvettani szerkezete nagyon hasonlit a vesicula seminalis szdvettani
szerkezetére. Tobbek kozott erre vezethetd vissza, hogy McNeal kozos embriologiai
eredetet feltételezett, ami szerint valdsziniileg a Wolff-cs6bdl szarmazik a prosztata

centralis zonaja €s a vesicula seminalis is.

atmeneti

dﬂanzclonéls) z6na

centralis zona
periférias zéna

anterior fibromuszkularis

SO 5B &

3. Abra A McNeal 4ltal leirt zénak elhelyezkedése a hugycsd koriil, sziirkével

abrazolva lathato a vesicula seminalis (McNeal 1978).
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A periférias vagy széli zona a prosztata hatsd és oldalsé teriiletét alkotja, és
mezodermalis eredetli. Koriiloleli a centralis zonat és a prosztata csucsatol egészen a
prosztata bazisdig a prostatolateralis teriiletet adja. A normal fiatalkori prosztata
legnagyobb részét ez alkotja, a prosztata megkozelitdleg 70%-4t ez a zona foglalja el. A
periférias zona szovettani szerkezetére kicsi, kerek mirigyek jellemzoek. A mirigyeket
magas, oszlopos szekretoros sejtek alkotjak. A sejtek citoplazmaja vilagos, a kicsi,
sOtéten festddd sejtmagok a bazalis membran kozelében helyezkednek el. A mirigyeket
koriilvevo simaizom elemek sokkal lazabban helyezkednek el a stromaban. A periférias
zona mirigyeinek ductusai a pars prostatica distalis részébe nyilnak a verumontanum két
oldalan. A prosztatardkok kb. 70%-a ered ebbdl a zonabol.

A tranziciondlis vagy atmeneti zéna a verumontanum kornyékén a hugycsd
koriil elhelyezkedd mirigyes teriilet. A fiatalkori prosztata kb. 5%-at foglalja el és a
hiugycsé két oldalan két teljesen szimmetrikusan elhelyezkedd lobulusbol (lebeny) all.
A mirigyek kivezetd csOvei a verumontanum két oldaldin a hugycsdbe nyilnak.
Szovettanilag ezek a mirigyek a periférids mirigyek szerkezetével azonosak. A
mirigyeket koriilvevé stroma szerkezete azonban a centralis zonaéhoz hasonlit: a
simaizom elemek siirlin egymas mellé rendezett rostokat alkotnak. Az atmenti zonaban
a prosztatarakok kb. 20%-a ered. EbbOl a zoénabol indul ki a jéindulati prosztata
megnagyobbodas (BPH) (McNeal 1984).

A  mirigyeket nem tartalmazo eliilsd fibromuscularis stroma (anterior
fibromuscular stroma — AFM) a prosztata térfogatanak kb. 1/3-at foglalja el. Ez a rész
boritja a prosztata eliilso felszinét. Ez a teriilet veszi korbe a prosztatat proximalisan a
holyagnyaknal. A teriilet simaizomrostokbol és harantcsikolt izomrostokbol all, szamos
elasztikus rostot, kollagén rostot és fibroblastot tartalmazo kotdszovetes allomannyal
egyiitt. Ennek az eliils6 fibromuscularis résznek a funkcigja valdsziniileg ejakulaciokor

a sperma kitiriilésének eldsegitése lehet.

3.3. A prosztata mikrostrukturaja

A prosztata allomanyat mirigyekre €és stromara lehet felosztani. A mirigyhdmban
legalabb harom sejttipust kiilonboztetiink meg: luminalis sejtek, bazélis sejtek és
neuroendokrin sejtek. Az intermedier sejtek a luminalis és bazalis sejtek kozott allnak
differencidlodéas szempontjabol, elkiilonitésiik csak specidlis immunhisztokémiai (IHC)

festéssel lehetséges. A stroma egy atfogd elnevezés, mely a prosztata nem mirigyes
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elemeire utal. A stroma magaban foglalja a prosztatiban 1év6 kotészovetet,
simaizomszovetet, ereket, nyirokereket és a neuronokat. A kotdszovet a sejtekbdl és az
altaluk termelt sejtkozotti allomanybdl (extracelluldris matrix) all. A leggyakoribb
sejttipusok a kotdszoveti sejtek (myofibroblastok, fibroblastok) és a simaizomsejtek (1.

tablazat).

1. Tablazat. A prosztatdban eléforduld leggyakoribb sejtek immunhisztokémiai

jellemzoi.

Sejttipus Immunhisztokémiai jellemz6
Luminalis (epithelium) PSA, PAP, AR, K8, K18
Bazalis (epithelium) K5, K14, CD44

Intermedier sejtek (epithelium) K5, K15, K17, K19
Neuroendokrin (epithelium) Chr-A, szerotonin, CD56, NSE
Simaizomsejt a-aktin, dezmin, vimentin
Myofibroblast vimentin, a-aktin

Fibroblast vimentin

3.4. A prosztata szekretoros funkcidja

A prosztata szekretoros funkcidja sokdig nem volt tisztdzott a fixalo
eljarasoknak koszonhetéen. A konvenciondlis formalinos fixdlds soran a prosztata
szekretoros granulai és azok lumindlis termékei megsemmisiilnek. A prosztata apokrin
funkcigjanak pontos ismerete csak a glutaraldehid bézisa fixalo hasznalataval
valosulhatott meg (Cohen és mtsai 1998). A prosztata kiliriilésre kész szekretoros
sejtorganelluma a prosztata szekretoros granula (PSG), melyek a luminalis sejtek lumen
feloli 1/3-ban, annak apikalis részén helyezkednek el. A granuldk erdsen eozinofil
festddést mutatnak, 1um atmérdjiiek, megkozelitéen gomb alaktiak. Ezek a granuldk
tartalmazzak a prosztata altal szekretalt anyagokat, pl. PSA, PAP, keratan-szulfat,
spermin, spermidin, stb. Az eozinofil festddés a nagy mennyiségben jelen 1évo
poliaminoknak tulajdonithat6. Az endoplazmatikus retikulumban (ER) elkésziilt
szekretoros fehérjéket a Golgi apparatus veszi korbe membrannal €s alakitja ki szférikus

alakjukat és méretiiket. Szekrécid soran — a kordbbi magyarazatok szerint — a
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szekretoros granuldkban gazdag citoplazma csucsi része szigetszeriien levalik a sejtrol
¢s a mirigy lumenébe keriil. Ma ugy vélik, hogy az apokrin szekrécio alapjadban fazisos
kivalasztast jelent. Azt, hogy sajatos mirigyszekrécid-tipusrol van sz, tobb sejttani
sajatossag is mutatja. Az apikalis teriilet citokeratin szegény expresszioja is arra utal,
hogy ez a teriilet elvesztette citoplazmatikus filamentumait és vele egyiitt a sejtek
kozotti kapcsoloszerkezetek (dezmoszomak, stb) is eltiintek. A sejtekrdl levald, a
lumenbe keriild kis holyagesdk 8-15 um atmérdjliek. A lumenbe keriilve 6sszeolvadnak
a szekrétumot formalva. Fagyasztott metszeteken ezek formaljdk a lumenben az
eozinofil testeket (EB — eosinophilic body). Ezek a testek sotétebb maggal és vilagosabb
sz¢llel birnak, és Osszeolvadva alkotjadk a keményitStesteket (corpora amylacea). A
corpora amylacea koncentrikus rajzolata az eozinofil testek fokozatos kicsapodasanak a
kovetkezménye.

Malignus szdvetben a corpora amylacea és a szekretoros apparatus kdrosodasa
miatt ezek a strukturdk nem lathatok (loss of PSG). A malignus szdvetben a lument
krisztalloidok és mucin (nyak) tolti ki, amely a benignus prosztata szdvetben nem
lathatd. Ezek eredetérdl nincsenek megfeleld ismereteink, valdszinilileg a kéarosodott
szekretoros tevékenység termékei. Cohen és mtsai két PCa sejttipust kiilonitettek el. Az
elsé tipus PSG nélkiili, vildgos citoplazmaju sejtek, melyek a lipid vakuoldknak
koszonhetdek. Ezek a sejtek valoszinlileg a periférids zonabol szarmaznak. A masik
sejttipusban sem PSG, sem lipid vakuolak nem lathatok, ezek szarmazhatnak a TZ-bol

(Cohen és mtsai 1998, Cohen és mtsai 2000).

3.5. A prosztata hamrétege, és annak fejlodése, differencialédasa

A felnétt human prosztata epitheliuma harom jol elkiilonithetd sejttipusbol all:
bazalis sejtek, luminalis sejtek €s neuroendokrin sejtek (4. abra). Ezek a sejtek a
fenotipusuk alapjan kiilonboztethetdk meg.

A mirigyham leggyakoribb sejtjei a szekretoros luminalis sejtek, melyek az
epithelium 75%-at alkotjak (Bonkhoff és mtsai 1994a). A luminalis sejtek jol
differencialt sejtek, melyek magasak és oszlopos alakjuk van. A szomszédos sejtek
egymassal szoros kapcsolatban vannak sejtkapcsold komplexumok (dezmoszoémak . gap
¢s tight junction-ok) segitségével. A szekretoros luminalis sejtek citoplazmdjanak felsd

része szdmos szekretoros granulat €s azokban enzimet tartalmaz. A sejtek apokrin
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mirigysejtek. A lumindlis sejtek fenntartdsadhoz ¢és tuléléséhez folyamatos androgén
hatas sziikséges (Aumiiller és mtsai 1983). A szekretoros lumindlis sejtek termelnek
szamos a semenben jelen 1évé anyagot, mint példaul a PSA (prosztata specifikus
antigén), PAP (prosztatikus acid-foszfataz), leucin amino-peptidaz (Aumiiller és mtsai
1983). A lumindlis sejteket citokeratin 8 és citokeratin 18 festéssel lehet elkiiloniteni.
Tekintettel arra, hogy a lumindlis sejtek termindlisan differencialt sejtek a sejtek
¢letciklusanak végén apoptozis (programozott sejthalal) révén elpusztulnak.

A luminalis sejtek és a bazalis membran kozott helyezkednek el a bazélis sejtek.
Ezek a sejtek nem differencialt lapos vagy kocka alakil sejtek, melyek a bazalis
membrannal parhuzamosan helyezkednek el. A sejteknek kevés, siirlibb citoplazméja
van, sOtéten festddo, szivar alaku sejtmaggal (McNeal és mtsai 1988a). A sejtek nagy
molekula tomegli citokeratinnal, CK5 és CK14 festddnek (Isaac és mtsai 1984)
valamint bcl-2-vel (McDonnell és mtsai 1992). A sejtek nem expresszaljak a luminalis
sejtekre jellemz6 prosztatikus szekretoros fehérjéket, mint a PSA és PAP. A sejtekben
az androgén receptorok mennyisége (AR) kisebb, mint a luminalis sejtekben (Bonkhoff
¢és Remberger 1993). A bazalis sejteknek a proliferacioban lehet szerepe, melyeket Ki-
67, PCNA ¢és MIB-1 antigénekkel vizsgaltdk normal és BPH szdvetben (Bonkhoff és
Remberger, 1996). A fest6do sejtek 70%-at a bazalis sejtrétegben talaltdk. A luminalis
és bazalis sejtek ardnya 3:1 volt a normal prosztataban. A bazalis sejtrétegben a
proliferacios aktivitas akar tizszer nagyobb volt, mint a luminalis rétegben (Bonkhoff és
Remberger 1996, Hudson és mtsai 2001). A luminalis sejtekkel Osszehasonlitva a
bazalis sejtek kevésbé fogékonyak az apoptdzist indukalé androgén megvondsra
(English és mtsai 1987). Ez valoszinlileg az apoptdzis gatlo Bcl-2 pozitiv bazélis
sejteknek koszonhetd (Lu és mtsai 1995). Mas vizsgalatok azt mutattak, hogy az izolalt
bazalis sejtek képesek mind egy rétegli, mind haromdimenzids lumindlis sejtstruktirak
kialakitasara (Hudson és mtsai 2001, Liu €s mtsai 1999, Robinson €s mtsai 1998). Bar a
elfogadottan a bazalis sejteket a luminalis sejtek prekurzoranak tartjak (Robinson és

mtsai 1998).
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Luminal

4. Abra A felnStt human prosztata keresztmetszeti képei az epithelium kiilonbozo
sejttipusait abrazoljak. (A) A barna festés (DAB) jeloli a bazalis sejtréteget, mely
citokeratin 5-6t expresszal, mig a luminalis réteg nem festédik. (200x nagyitas) (B)
A prosztata epitheliuménak immunfluorescens festése, melyen a citokeratin 14
expresszalo bazalis sejtek zoldek (FITC), a chromogranin A expresszald neuroendokrin

sejtek (NE) vorosek (TRITC) (Alam és mtsai 2004, 1000x nagyitas).

A korai ultrastrukturalis vizsgalatok egy harmadik sejttipust is izolaltak a bazalis
kompartmentben, melyek gazdagok elektrodenz, kerek granuldkban (Biagini és mtsai
1982). Ezek a sejtek a neuroendokrin (NE) sejtek. A hugy- és ivarszervek koziil a
human prosztata tartalmazza a legtobb neuroendokrin sejtet (di Sant’Agnese és mtsai
1992). Morfologiailag kétféle sejttipust lehet megkiilonboztetni a neuroendokrin sejtek
kozott. Az egyik tipus nyitott, kehely alaku sejtek képviselik, a lumenig éré hosszt
széles nyulvannyal, a masik tipust pedig zart sejtek, hosszl, keskeny nytlvanyokkal (di
Sant’Agnese és mtsai 1992). A neuroendokrin sejtek szamos neuropeptidet termelnek,
mint a chromogranin A (Chr-A), szerotonin, neuron-specifikus enolaz (NSE),
calcitonin, thyroid-stimulaldé hormonszeri polipeptid, gastrin-releasing peptid és
somatostatin (di Sant’Agnese és mtsai 1992, Wu és mtsai 1996). Ezek szerepe a
prosztata miikddésében még nem tisztazott, de feltételezések szerint szamos
intracellularis esemény sordt indithatjak el, mint az ion bearamlés, depolarizacio,
kalcium felszabadulas, ATP atalakulds aktivacidja (Xue és mtsai 1998b). Az adatok
birtokdban egyre nagyobb az egyetértés, hogy a prosztata NE sejtjei alapvetd szereppel
birnak a prosztata normalis miikddésében és novekedéseben (Abrahamsson és mtsai

1996).

19



DOI:10.14753/SE.2012.1747

A normal prosztata hamrétegének csaknem az Gsszes bazalis, viszonylagosan
differencidlatlan sejtjei a progenitor sejtjei a luminalisan elhelyezkedd, henger alaka
PSA szekretald sejtjeinek (Isaacs mtsai 1989, Bonkhoff és mtsai 1996, Robinson és
mtsai 1998). A neuroendokrin sejtek vagy azok kis csoportja e két sejtféleség kozott
fordul el szétszortan. Ugy gondoljuk, hogy az Gssejtek a bazalis sejtrétegben foglalnak
helyet, ahol a sejtosztddds nagy része torténik. Szdmos tanulmanyt végeztek mar a
prosztata  sejtjeinek  differencidlodasanak  kérdésében. Tobbféle sejtmarkerrel
jellemezték mar a sejteket. Kiilonosen fontos a citokeratinokkal tortént vizsgalatok. A
bazalis sejtvonal klasszikus markerei a CK5 és CK14, valamint a p63. A luminalis
sejtrétek legjellemzObb markerei a CK8 és CK18, valamint a PSA, AR, PSMA, PSAP.
A neuroendokrin sejteket pedig leggyakrabban a chromogranin A, CD56 markerekkel
szokas jellemezni. Kiterjesztve a markerek szdmat azonban ezeken kiviil természetesen

rengeteg egyéb fenotipussal rendelkezd sejttipus taldlhaté mindkét sejtrétegben.

K18++/K8++
Exokrin irdnyt differencidlédds .

K5++/K14++/K18+ K5++/K8+ K5+/K1 8++
‘ - '
Gssejt Intermedier (atmenetl)

differencialtsagu sejt .
Neuroendokrin irdnyu differencidlédas
5. Abra A prosztata hamréteg differencialédasanak van Leenders féle modellje (van

Leenders és mtsai 2000).

Bonkhoff és Remberger (Bonkhoff és mtsai 1996) ugy vélik, hogy a prosztata
hamsejtjei egy kozos a bazélis rétegben elhelyezkedd dssejtbdl szarmaznak. Elméletiik
szerint harom sejttipusra érdemes koncentrdlni. Az Ossejtek a bazalis rétegben
helyezkednek el és androgén negativ (AR-) sejtek. A kovetkezd sejttipusok nagyrészt
még a bazalis sejtrétegben helyezkednek el és vagy AR- vagy androgén pozitiv (AR+)
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sejtek. Az AR+ sejtek a prekurzor sejtjei a luminalisan elhelyezkedd differencialodott
sejteknek. Az AR- sejtek a neuroendokrin sejtek prekurzorai. A luminalis rétegben a NE
(AR-) és a luminalis (AR+) sejtek atalakulhatnak. Nagle és munkatarsai megmutattak,
hogy a bazalis sejtek valtozatos modon expresszaljak a CKS5, 6, 8, 10, 13, 14, 18 és 19
sejtfelszini markereket, mig a luminalis sejtek hasonléan a CKS5, 7, 8, 13, 18, 19
markereket (Nagle és mtsai 1991). Sherwood és Hudson (Sherwood és mtsai 1990,
Hudson és mtsai 2001) a CK15 festédést irtak le a BPH szdvetben. Peehl és Hudson is
megfigyelték a CK19 expressziojat mind a bazalis, mind pedig a luminalis sejtrétegben
(Pheel és mtsai 1996, Hudson ¢és mtsai 2001). A vizsgélatok eredményei azt sugalltak,
hogy a CKI19 reprezentadlja a bazalis és a lumindlis sejtek kozotti dtmeneti sejtek
kollégai is megkérddjelezték a bazélis és lumindlis sejtek k6zotti megkiilonboztetést
citokeratin festéssel (van-Leenders és mtsai 2000). Vizsgalataik alapjan egy olyan
modellt alkottak, melyben az 0dssejteck egy része CK5/14-et nagy aranyban
expresszaljak, mig a CKI18-at alacsony aranyban. Az &atmeneti erdsodd sejtek
(intermedier sejtek) elveszitik CK14 expresszidjukat ¢és mikozben a sejtek
differencidlodnak a CKI18 up-regulalodik, mig a CK5 down-regulalodik. Ezaltal a
teljesen differencidlt sejtek a CKI18 markert expresszaljak (5. é4bra). Mivel mind
Bonkhoff (Bonkhoff és mtsai 1994b), mind pedig Xue (Xue ¢és mtsai 1998b)
megfigyelték a bazalis sejtek PSA festddését lehetséges, hogy nincs éles valasztovonal a
két sejtpopulacio kozott (6. abra). De Marzo a két sejtréteg kozott elkiilonitett egy
harmadik sejtpopuléciot is, melyet alacsony p27 expresszioval jellemzett (de Marzo ¢€s
mtsai 1998). Ez a fehérje a nyugvo sejtekben magas aranyban expresszalodik, mig a
proliferalodo sejtekben down-regulalodik. A bazalis réteg heterogénnek mutatkozott a
p27 fehérje festddését illetden. A bazélis és lumindlis sejtréteg kozott viszont p27
negativ sejtek is talalhatok.

Wang ¢és kollégdi (Wang és mtsai 2001) magzati prosztatakat vizsgalva a
kétiranyt Gssejt elméletét alkottak meg. A human prosztata a gesztacios iddszak kb. 10
hetében indul fejlédésnek, az urogenitalis sinus epitheliuma tobb helyen bedudorodik a
kornyezé mesenchymaba. A 16. gesztidcios hét végére mind a bazalis, mind a PSA
termeld szekretoros és a neuroendokrin sejtek is kifejlédtek. A prosztata fejlodését
egerekben és patkdnyokban hasonld eredménnyel vizsgéltdk. Tanulmanyukban azt
talaltak, hogy az urogenitalis sinus mind a bazalis, mind pedig a lumindlis sejtek

markerek teljes készletét expresszaljak, beleértve a CK19-et, p63-at, CK8/18-at,
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CKb5/14-¢t és a GSTpi-t. A fejlédés soran a luminalis és bazalis sejtek elveszitenek a
markerekbdl, de a bazalis réteg egyes sejtjei (kb. 0.6% az Osszes bazalis sejtnek) mindig
expresszaljak az Osszes markert. Egyes vélemények szerint ezek a prosztata

hamrétegének dssejtjei, bar ezt a véleményt tobben vitattak.
N &

transzdifferenciacio

<«

Differencialodasi
rész
(nagyrészt luminalis sejtek)

Proliferacios
rész
(nagyrészt bazalis sejtek)

Ossejt rész
(bazalis sejttipus) )

6. Abra A prosztata epithelialis sejtjei differencialodasi modelljének egyszeriisitett

diagramja (Bonkhoff és mtsai 1996). (AR™ - androgén receptort nem expresszalo sejtek,

AR’ - androgén receptort expresszalo sejtek.)

3.5.1. A CD44 mint prosztata epithelium differencialodasi sejtmarker

A CD44 egy transzmembran glikoprotein, melyet tulajdonképpen minden
sejttipus expresszal. A CD44 szerepe a sejt-sejt €és a sejt-matrix kozotti interakciokon
keresztiil a sejtndovekedés szabdlyozasa (Lesley és mtsai 1993). A CD44 szamos
variansa létezik, ami az extracellularis membran domén kiilonbozéségének
tulajdonithatd. Az izotipusok expresszioja az adott szovetre jellemzd tulajdonsag
(Screaton ¢és mtsai 1992, Tolg és mtsai 1993). A CD44 szamos izoformja
expresszalodik a normalis €s tumoros epitheliumban (Matsumura és mtsai 1992, Heider
¢s mtsai 1993a, Hudson és mtsai 1995, Hudson és mtsai 1996, Fonseca és mtsai 2000).

A CD44 szamos fizioldgiai és patologiai folyamatban jatszhat szerepet, mint az

intercellularis adhézié és a daganat metasztazis képzés. Nem malignus folyamat altal
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érintett prosztata epitheliumaban a CD44 expressziojat kimutattdk a bazalis és az
intermedier sejtekben (Heider és mtsai 1995, Noordzij és mtsai 1997, Tran és mtsai
2002). Az epithelidlis prosztata sejtek differencidlodasanak kiilonboz6 fokan a CD44
expresszioja csak részben ismert.

Szamos kozlemény jelent meg a kiillonb6z6 rosszindulata elvaltozasok CD44
expresszidjanak vizsgalatarol. Heider a colorectalis és gyomor daganatokat jellemezte
(Heider és mtsai 1993a, Heider és mtsai 1993b), Matsumura az emlé (Matsumura és
mtsai 1992), Hudson a laphamrak expresszidjat karakterizalta (Hudson és mtsai 1996)
¢s Nagabhushan a prosztatardkban irta le a CD44 expressziojat (Nagabhushan és mtsai
1996). A prosztataban a CD44 izoformok és a v6 expresszidja forditottan korreldl a
daganat stddiumaval, gradusaval és a ploiditassal (Nagabhushan és mtsai 1996). Ezen
tulmenden olyan kozlemények is napvildgot lattak, melyek a radikélis prostatectomidn
atesett prosztatardkos betegek prognozisanak megitélésében a CD44 expresszio
elvesztését hasznos eszkoznek itélte (Noordzij és mtsai 1997, Kallakury és mtsai 1998).
Iczkowski és munkatarsai a prosztatardkban a v7-v9 varidnsok expressziojat
demonstraltdk (Iczkowski és mtsai 2003). A CD44 csokkent expresszidjat mutattak ki

prosztatardk metasztdzisaban és a primer tumorban is (Noordzij és mtsai 1999).

3.6. Ossejt modellek az alapkutatisban

Az dssejt tedria szerint minden egyes szovetben van egy hosszl életli kis
sejtpopulacid. Ezen a sejtek két fontos tulajdonsdga az Onmegujitds képessége és
multipotens jelleg. Az Ossejtek osztodasa soran legalabb az egyik utddsejt megmarad
multipotens dssejtnek, mig a masik utddsejtbdl egyéb iranyu differencidltsdgot mutatod
sejt alakul ki. Az 6ssejtek ritkan osztddnak, de osztodasuk soran egyéb gyorsan osztddo
sejtpopulacidkat hoznak 1étre, melyeket gyakran atmeneti erdsitd (tranzit amplifying)
sejteknek hivnak. Ebbdl a sejtpopulaciobol fognak végiil kifejlddni a szovetre jellemzo

sejtek.
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3.6.1. A prosztata 6ssejt tedria

Az emberi prosztata epitheliuma két sejtrétegbdl all, melyekben harom sejttipust
tudunk megkiilonboztetni: bazalis, lumindlis és neuroendokrin sejtek. A sejteknek
ezeken beliil szdmos varians fenotipusa ismerhetd fel. A prosztatardk sejtjei hasonlo
fenotipusu sejteket tartalmaz, de a ndvekedés mintdzata és a sejtdifferencidlodas
kiilonb6z6 fokban kiillonboz6 mértékben megvaltozik minden egyes prosztatarakban.

Fontos alaptézis, hogy a differencialtsdg foka forditottan ardnyos a sejtek
osztodasi képességével. A normal prosztata epitheliumaban egy viszonylagosan szigoru
munkamegosztas van, példaul a PSA termeld sejtek kis valoszintiséggel osztédnak.
Ezzel ellentétben prosztatarak esetén éppen ez a sejtek kozotti ilyen jellegii elkiiloniilés
szlinik meg.

Ahhoz, hogy a prosztatardk sejtjeinek differencidlodasat megértsiik eldszor is
meg kell ismerniink a normal prosztata epithelidlis sejtjeinek novekedését ¢és
differencidlodéasat. Szamos tanulmany vizsgalt mar magzatokbdl, fiatal fiukbol, fiatal
felndttekbdl és iddsebb férfiakbol szarmazd normal és koros prosztata szdvetet, de
kevés egyértelmii konkluziot lehetett csak levonni ez idaig.

A prosztata Gssejt elméletek is abbol indulnak ki, hogy a prosztata hamrétegének
bazalis rétegében alacsony oszlasi frekvencidval rendelkezd dssejtek foglalnak helyet.
Ezek a kordbban emlitettek szerint 6nmegujulasi képességgel és multipotens jelleggel
birnak. Ha igaz az Jssejt elmélet, a prosztatanak a legfontosabb sejtjei az Ossejtek.
Szamos tanulmany foglalkozott a prosztata dssejtek esetleges szerepével a normalis
prosztata hamrétegének fejlodésében €s a BPH valamint a prosztatardk kialakulasaban
(Isaacs és mtsai 1989, Bonkhoff és mtsai 1996a, Bonkhoff és mtsai 1996b, de Marzo és
mtsai 1998, Bui és mtsai 1998-99, van-Leenders és mtsai 2001).

Sejtkultirakban az Ossejtek €s az atmeneti erdsitd sejtek a felelosek a sejtek
kolonia formalasaért (Buick és mtsai 1984). A prosztata epithelium koldnia formalési
képességét Peehl és munkacsoportja irta le el6szor (Peehl és mtsai 1986, Peehl és mtsai
1988). Ok mutattdk meg, hogy egy Petri csésze aljaban (kb. 100 sejt/Petri csésze
stiriségli  sejtek) a prosztata epithelidlis sejtjeinek megkozelitdleg 5%-a formal
kolonidkat, melyek koziil egyes kolonidk kifejezetten nagyok. Hasonlé eredményre
jutott Hudson és munkacsoportja, akik a kolonidkon beliill mar elkiilonitették az
Ossejteket és az atmeneti erdsitd sejteket (Hudson és mtsai 2000). Az epithelidlis

sejteket szérummentes kozegben kolonizaltdk, és a kolonidk kb. 0.5 %-nal észlelték,
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hogy azok kifejezetten nagy kolonidkat formaltak, melyekben a sejtek szorosan egymas
mellett helyezkedtek el. A koloniak kozel 4,5%-a pedig kisebb volt és a sejtek egy része
szorosan egymas mellett volt, mig a nagyobb sejtek differencidlodas jeleit mutattdk. A
nagyobb koloniak Matrigelben (Becton Dickinson, Oxford, UK) bazalis és intermedier
sejtekké differencialodtak. Ezek a sejtek xenograft modellekben az egerek vesetokja ala
tiltetve pedig prosztata szovetet formalt glandularis elemekkel. Kovetkeztetésiik szerint
a nagyobb koldnidk az epithelium 0Ossejtjeibdl fejlodott ki, mig a kisebb kolonidk az
atmeneti er6sodd sejtekbol alakultak ki. (Hudson és mtsai 2000). Hasonléan az
elobbihez Collins és munkacsoportja is kétféle koloniat figyelt meg a prosztata
hamsejtjeinek kolonizéciojaval (Collins és mtsai 2001). CD44-gyel jelolve a bazalis
sejteket a munkacsoport szerint a kolonia kialakuldsaért felelds sejteknél az alfa-2-
integrin erds expresszidjat figyelték meg. Fagyasztott metszetek vizsgalata mutatta,
hogy a bazalis sejtek kb. 15%-a alfa-2-integrin expresszald. Tanulmanyaik szerint a
koldnia formalo sejtek kb. 5%-a expresszalja a CK18-at, mig a bazalis sejtek kb. 50%-a
CK18 pozitiv. Ebbdl azt a kdvetkeztetést vontak le, hogy a CK18 pozitiv bazalis sejtek
a differencialddas fel¢ elkotelezett sejteket reprezentalja (Collins és mtsai 2001).

Peehl ¢és munkatarsainak valamint més szerzok munkdjabol tudjuk, hogy a
prosztata hamsejtjeinek teljes, egyértelmii elkiilonitése nem lehetséges. Amig
egyértelmii sejtfelszini markereket nem identifikdlunk — hasonléan a hemopoetikus
rendszer Ossejtjeithez — a prosztata hamsejtjeinek izoldldsa és jellemzése nehezen

megkozelithetd probléma marad.

3.6.2. Az o6ssejt elmélet jelentésége a prosztata betegségeinek értelmezésében

A prosztata intraepithelialis neoplasia (PIN) és a prosztatarak kialakuldsa kozott
nincs egyértelmii kapcsolat. A PIN-t kordbban a prosztatarak prekurzoranak tekintették
(Bostwick ¢s mtsai 1987). Harom fokozata van a prosztatikus intraepithelialis
neoplasianak, I, II és III gradusti PIN-t kiilonboztetiink meg. PIN esetén a bazalis réteg
folytonossaganak megszakadasat észlelhetjiik. 1 gradus PIN esetén 0.7%-ban, I
gradusu PIN esetén 15%-ban, mig III gradusu PIN esetén 56%-ban fordul eld ez az
anomalia (Bostwick és mtsai 1987).

PIN esetén a sejtproliferacid valtozik meg. A normal prosztata szovetben ill.
BPH esetén a sejtproliferacio megkozelitéleg 70-80%-ban fordul eld a bazélis rétegben.

Low-grade (alacsony fokt, Grade I) PIN esetén a proliferalodo sejtek kozel 70%-a a
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luminalis sejtrétegben talalhato, mig a high-grade PIN (magas foku, Grade II-11I) esetén
ez az arany kb. 90% (Wang ¢és mtsai 2001). A differencialédas nyelvére leforditva a
folyamatokat, PIN esetén a lumindlis sejtek nagyobb ardnyban pozitivak CK19-re
(Nagle ¢és mtsai 1991). A Bcl-2 (apoptozisért feleldés protein) és a RET onkogén
overexpresszioja, valamint a metalloproteinaz enzimek eloszlasdnak valtozasa
figyelheté meg magas foku (high-grade) PIN esetén.

Prosztatardk esetén a dominans sejttipusnak a lumindlis sejtekhez hasonld
fenotipusa van (Brawer és mtsai 1985, Nagle ¢és mtsai 1987, O’Malley és mtsai 1990,
Sherwood ¢és mtsai 1991, Okada és mtsai 1992). A prosztatardk sejtjeinek nagy része
expresszalja a CK8-at, CK18-at, PSA-t, valamint a sejtmagok az androgén receptort
(AR). A p63 bazalis sejtmarker viszont hianyzik prosztatarak esetén (Signoretti és mtsai
2000). A primer és a metasztatikus prosztatarak 95%-a mutat PSA festddést, de a
magasabb gradusu tumorok kevésbé expresszaljak a PSA-t, mint az alacsonyabb
gradusu tumorok (Ellis és mtsai 1984). A legtobb prosztatardk neuroendokrin sejtet is
tartalmaz, de nagyon ritka esetben dominalnak ezek a tipusu sejtek. Ritkan olyan sejtek
is el6fordulnak, melyek mind a PSA-ra, mind pedig a Chromogranin A-ra pozitiv
festddést mutatnak. Amig a prosztatardk sejtjeinek nagy részének lumindlis sejt irdnyl
differencialtsaggal rendelkezik, a sejtek egy része un. intermedier fenotipust mutat.
Talan ezek az intermedier sejtek tiikrozik a rak eredetét. Liu és munkatarsai a CD57 és
CD44 markereket hasznaltak a primer prosztatardk és metasztazis sejtjeinek izolalasara.
Eredményeik szerint a primer tumor és egy nyirokcsomd metasztazis predomininsan
CDS57 pozitiv sejteket tartalmazott, mig a masik két metasztazisban CD44 pozitiv sejtek
voltak (Liu és mtsai 1999). A bazalis sejtek expresszalodasat vizsgéalva prosztatarak
esetén azt tapasztaltdk, hogy a 34BE12 antitesttel festve (CK1, CK5, CK10, CK14 elleni
antitest) a primer prosztatarak sejtjeinek 54%, mig a metasztatizalo sejtek 43%-a volt
pozitiv (Googe ¢és mtsai 1997). Ehhez hasonlé eredményre jutottak korabbi vizsgalok is,
vagyis hogy a prosztatardk sejtjei a bazalis sejtekre jellemzd expressziot mutatjak
(Verhagen és mtsai 1992). Az alacsony gradusu prosztatarak sejtek (Gleason grade 1-3)
35%, mig a magas gradusu sejtek 0-25%-a festddik bazalis sejtmarkerekkel (Verhagen
és mtsai 1992). Azok a sejtek, melyek a bazalis citokeratinokat és a CKI18-at is
koexpresszaljak az Un. transit amplifying sejtpopulaciot jelenthetik (Verhagen és mtsai
1992). De Medina és kollégai a CK5 és CK18 és EGF (epidermal growth factor)
festodeést vizsgaltdk és megallapitottak, hogy a prosztatardk sejtjei mind a két

sejtmarkert expresszalhatjak (14%-47%) egyszerre. Mas kutatdk azt is vizsgaltdk, hogy
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a bazalis sejtek korai (CKS5/CK14 koexpresszio) vagy intermedier (CK14 negativ)
differencialodas jeleit mutatjak. 56 betegbdl szarmazo prosztatarak metasztazis mintét
vizsgaltak CKS5, CK14 és CK18 fluoreszcens festést készitve. Minden sejt CK18 pozitiv
¢s CK14 negativ volt. CKS5 festddés az sejtek 29%-a mutatott a nem kezelt betegek
esetén, mig hormon megvonas esetén ez az arany 75% volt, és a hormon fiiggetlen
tumorok esetén pedig 57%. A tumorok kb. 50%-a tartalmazott neuroendokrin sejteket
fiiggetlentiil a hormonkezeléstdl (van-Leenders és mtsai 2001).

A normal szovetek kifejlodéséhez hasznalt Ossejt modell a prosztatarakra is
alkalmazhat6. A tumorban harom sejtpopulécié kiilonithet6 el: Ossejtek, atmeneti sejtek
(transit amplifying cells) és a differencialt sejtek (Mackillop és mtsai, 1983). Ha a
prosztatarak is megfelel az dssejt modell szabalyainak, akkor a prosztatarak is egyetlen
sejtbdl fejlodik ¢és tovabbi Ossejtek és atmeneti valamint differencidlt sejtek
képzddéseéhez vezet. A rak Ossejtek elsddleges bizonyitéka az a megfigyelés, hogy a
legtobb daganatnak monoklonalis eredete van. Klonalis markerek, mint pl. a
Philadelphia kromoszéma, minden raksejtben megtalalhatok. A bizonyitékok masodik
vonalat a kolonia formald vizsgalatok képezik (colony-forming assay). Ezeket a
vizsgalatokat az AML kapcsan végezték (Masters és mtsai 2003, Bonnet és mtsai 1997).
A prosztatardk sejtjei kozott is megtalalhatok luminalis, bazalis és neuroendokrin
differenciadlodéast mutatd sejtek ugyantugy, mint az ép epitheliummal biré prosztataban.
Ezek a megfigyelések azt sugalljdk, hogy a riksejtek a normal prosztatahdmsejtek
fejlédéséhez hasonld atalakuldson mennek 4t, vagyis a prosztatarakra is alkalmazhato az
dssejt elmélet.

Amennyiben elfogadjuk a prosztatarak Ossejt elméletét, rogton felmeriil a
kérdés: mely sejtekbdl fejlddik ki a rak. Elméletileg a prosztatardk Ossejt a
differencidltsdg barmely stadiumban 1évd sejtjébdl kifejlodhet. Az egyik koncepcid
szerint egy differencialt sejt proliferacios aktivitasra szert téve de-differencidlodik a rak
progresszioja soran (Buick és mtsai 1984). A spektrum masik végérdl nézve pedig a rak
a valodi dssejtekbdl alakul ki (Buick és mtsai 1984, Reya és mtsai 2001). Vannak, akik
ugy vélik, a prosztatardk normdl 6ssejtekbdl fejlodik ki (Bonkhoff és mtsai 1996).
Invaziv rakkéd fejlédésiik soran a sejtek elveszitik a bazalis sejtrétegre jellemzo
karakterisztikajukat és a luminalis sejtekre jellemzd fenotipust oltenek. Egy atmeneti
szint figyelhetd meg PIN soran. Mas elméletek szerint a prosztatardk egy atmeneti
sejtbdl (transit amplifying) fejlddik ki (van-Leenders és mtsai 2001, Verhagen és mtsai

1992) talan a luminalis rétegbdl (de Marzo és mtsai 1998). Androgén megvonds utan a

27



DOI:10.14753/SE.2012.1747

bazalis sejtréteg markereivel bird raksejtek szama megndvekszik (Bui és mtsai 1998-99,
van-Leenders és mtsai 2001, de Medina és mtsai 1998) arra utalva, hogy a bazalis sejtek
vagy Ossejtekbdl, vagy atmeneti (transit amplifying) sejtekbdl fejlodnek ki.

Mas szerzOk szerint arra van bizonyiték, hogy egyes prosztatarakok a luminalis
sejtekbdl fejlodnek ki (Brawer és mtsai 1985, Nagle és mtsai 1987, Okada és mtsai
1992, Liu és mtsai 1999), mivel a legtobb prosztatardk a lumindlis sejtekre jellemzo
fenotipussal rendelkezik.

A rosszindulati daganatok Ossejtektdl szarmazo elméletére legtobb
bizonyitékunk a hemopoetikus rendszer vizsgalatdbol szarmazik. A leukémidk és
lymphomak tanulmanyozasanak elénye, hogy az dssejtek és a jellegzetes markerrel bird
sejtvonalak a hemopoetikus rendszerb6l konnyen elérhetdek, ellentétben a prosztata és
egy¢b epithelialis daganatokkal.

A human AML tanulmanyozdsdbol van bizonyitékunk a normadlis Jssejtek
létezésére. Azok a sejtek, melyek human AML-t képesek NOD/SCID egér xenograft
modellekben 1étrehozni CD34+CD38- fenotipussal rendelkeznek, ahogyan a
hemopoetikus dssejtek is. A CD34+CD38+ sejtek viszont nem képesek xenograft
modellben o0sztodni. Ebbol kovetkezik, hogy a human AML sejtet 1étrehozni képes
sejtek differencidlodasra, proliferacidra és Onmegujitdsra képes sejtek a leukémiaért
felelés Ossejtek. Az AML-hez hasonléan egyéb leukémids sejtvonalak is a normalis
hemopoetikus prekurzor sejtekre jellemzé felszini markerekkel rendelkeznek. A
bizonyitékok masik része is az AML tanulmédnyozédsabdl szarmazik. A fuzids gént
eredményez6 8;21 transzlokacido gyakori az AML-ben. Az AML remisszioban 1évo
betegeknél a csontvelébdl olyan sejtek mutathatok ki, melyek e fuziés gén
transzkripcioi. Ezek a sejtek viszont normalisan mitkddnek és normalis sejteket hoznak
létre. Azt is kimutattak, hogy a leukémias blast sejtek CD34+CD38-Thy-1- fenotipussal
rendelkeznek, mig a normalis Ossejtek CD34+CD38-Thy-1+ marker statusszal
jellemezhetok. Ebbdl kovetkezik, hogy a leukémidhoz vezetd kezdeti 1€pés a normalis
Ossejtekben kell, hogy végbemenjen vagy azon hemopoetikus Ossejtekben, melyek a
Thy-1 expressziojukat elvesztették (Miyamoto és mtsai 2000).

Nem kétséges, hogy a legtobb leukémia normalis 6ssejtekbdl alakul ki. Azonban
tovabbi genetikai valtozas is sziikséges a leukémia progresszidjahoz. Ezek a genetikai
valtozasok nem feltétleniil a rdk &ssejtben alakulnak ki, hanem a beldliik kifejlodo
atmeneti sejtekben vagy a még differencidltabb rdksejtekben. A prosztatardk is

hasonldan alakulhat ki és fejlddhet tovabb.
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Prosztatarak esetén ugy feltételezik, hogy akar 20 évnek is el kell telnie ahhoz,
hogy a rak klinikailag kimutathatova valjon. A prosztatardk sejtek proliferacios
¢lethosszuk 2/3-aig — 3/4-éig kimutathatatlanok maradnak. Amennyiben a
prosztataraknak sziiksége van legalabb 5-10 mutéacidra ahhoz, hogy klinikailag fontos
rak legyen beldle, valosziniinek latszik, hogy a rak a normalis Ossejtekbdl alakul ki,
melyek ezt a hosszu iddintervallumot is tulélik.

Ha az 6ssejtben egy vagy két mutacio torténik, ezeket az utddsejtekbe is atadja,
igy a sokkal nagyobb proliferacios aktivitassal bird transit amplifying sejteknek is. Ezek
a mutaciok a proliferacios aktivitast és a sejtek életciklusat is ndvelhetik. Ezek szerint
tehat, a kezdeti valtozasok valoszinlileg a normal epithelialis Ossejtekben mennek
végbe, a prosztatardk novekedése és progresszidja a genetikailag moddosult nagy
proliferacios aktivitassal rendelkez6 atmeneti sejtekben (transit amplifying) zajlik le. A
prosztatardk differencidloddsanak mintaja attol fiigg, hogy a sejtfejlodés melyik
alloméasan zajlik le a genetikai valtozds. A progresszid (metasztiazis vagy
hormonrezisztencia) tovabbi klonalis expanzié kovetkezménye lehet (Foulds és mtsai

1957, Nowell és mtsai 2002).
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4. Célkitiizések

A vizsgalatunk elsé részének célja az volt, hogy a normadlis prosztata és a
vesicula seminalis morfologiai, hisztologiai, immunhisztokémiai ¢és sejtkinetikai
jellegzetességeit megvizsgaljuk és Osszehasonlitsuk. A vizsgalat sordn az epithelialis és
a mesenchymalis sejtek eloszlasat €¢s immunhisztokémiai sajatossagait, apoptozis és
proliferacios  indexét vizsgaljuk. Immunhisztokémiai modszerrel a  sejtek
differencialodasi fokara, ill. a kiilonb6z6 differencialtsagu sejtek eloszlasara tudunk
kovetkeztetni. A vizsgalat soran normalis prosztatakat és ondoholyagokat igyekezetiink
vizsgalni. Ugy gondoljuk, hogy a fiatal férfiakbol nyert prosztata és vesicula seminalis
preparatumok ennek a kritériumnak megfeleltek. A neuroendokrin sejtek vizsgalataval
¢és a sejtek eloszlasdnak vizsgélatdval magyarazatot kaphatunk a zénak és a vesicula
seminalis kozott 1évd kiilonbségekre, a betegségekre vald fogékonysdg tiikkrében. A
neuroendokrin markerek koziil a két leggyakrabban hasznalt NE sejt markert
hasznaltuk. A sejtek vizsgalatanal a kiilonbozd differencialtsagu sejteket citokeratin
immunhisztokémidval hasonlitjuk 6ssze. A lumindlis sejtek és a bazalis sejteket CKS,
CK14, CK19 festéssel vizsgaljuk és azok zonalis eloszlasat figyeljik meg. Mar
korabban hasznalt és kiilonb6z6 zondlis festddést mutaté markereket és antitesteket
hasznalunk a sajat zonalis felosztasunk helyességének ellendrzésére, ill. hogy a korabbi
vizsgalatok eredményét, reprodukélhatésagat megerdsitsiik. Az osztédo sejteket és az
apoptozis mutatd sejteket Ki67 és TUNEL teszt segitségével vizsgaljuk. A zondk és az
ondoholyag kozotti kiilonbségek magyarazhatjak a betegségek megjelenésének eltérd
eloszlasat a diilmirigyen €s az ondéholyagon beliil.

A vizsgalatunk masik része arra dsszpontositott, hogy a CD44 és izoformjainak
expresszigjat vizsgalja a prosztata epithelium differencialédasanak kiilonboz6 fokan. Az
prosztata zonaiban megjelend kiilonboz6 differencialtsagh sejtek eloszlasanak eltérései
szintén magyarazhatjak a zonak eltér6 biologiai viselkedését. A vizsgalatokat normalis
prosztata epitheliuman, sejtkultiran és BPH sejteken is célunk volt elvégezni.

A munkank nagy része korabbi eredményekre tdmaszkodik, melyek a zondk
felosztasanak tudomanyos alapjait adtak. A sejt differencidlodasi vizsgalataink korabbi
sejtteny€szeten €s human szovettani mintdkon végzett immunhisztokémiai €s egyéb

proteomikai és genomikai vizsgalatra épiilt.
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A prosztata zonai és a vesicula seminalis kozotti sejtdisztribucios kiilonbségek
magyarazatul szolgalhatnak a betegségek eltérd megjelenésére a prosztata zondiban és a

vesicula seminalis viszonylagos ellenéllo képességére a betegségekkel szemben.

31



DOI:10.14753/SE.2012.1747
5. Modszerek

5.1. Anyagok

A vizsgalat els@ részénél prosztata és vesicula seminalis preparatumokat
hasznaltunk fel, melyek kilenc, 15-36 év kozotti (atlag 26 év), szerv transzplanticios
donor férfi szervezetébdl. A fiatal férfiak baleseten vagy cerebrovascularis torténésen
estek at. A donorok egyikének sem volt olyan ismert betegsége, vagy olyan eltérése,
mely a prosztata allapotat befolyasolhatta. A vizsgalat masodik részében hasznalt BPH-
s prosztataszovetet TURP-n atesett betegek szdvettani anyagdbdl valasztottuk ki. A
mintak kivalasztasanal tgyeltiink arra, hogy minél nagyobb szdévet darabokat
valasszunk ki, és hogy olyan szovetet valasszunk ki, melyek kevésbé ért termikus

karosodas. A prosztata sejteket Pre2.8 sejtkultirabol és BPH-s szovetbdl nyertiik ki.

7. Abra A prosztata és vesicula seminalis preparatumokat harant iranyban, egészben
vagtuk fel és készitettliink teljes metszetet. A metszeteken H&E festés utan a zonakat

patolégus segitségével hatdroztuk meg.
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A prosztatikat a bazistdl az apex iranyaba haladva kb. 5 mm-es szeletekre
vagtuk fel. A szeleteket 4%-os pH semleges formalinban fixaltuk 24-48 oraig. A
formalin fixaci6 utan a mintakat fokozatosan emelkedd toménységli alkoholos oldatban
(,felszallé alkoholsoron™) dehidraltuk, majd Histoclear™ (National Diagnostics)
oldatban tisztitottuk. A mintakat végiil paraffinba agyaztuk, majd szobahdmérsékleten
taroltuk. A paraffinos blokkokbdl 5 mikrométeres teljes harant iranyd metszeteket
készitettink (whole mount section), majd a metszeteket Vectabond®-dal (Vector
Laboratories, Peterborough, UK) bevont targylemezekre vittiik fel. Ennek a rovid
menete a kovetkezd volt. A targylemezeket acetonban mostuk le 6t percig, majd a
metszetek lecsepegtetve azokat a Vectabond oldatba helyeztiik be tovabbi 6t percre.
Ezutdin a metszeteket eltavolitottuk és lecsepegtettiik, majd a desztillalt vizben
haromszor ledblitettiik és végiil a lemezeket megszaritottuk enyhe razas mellett, hogy a
cseppképzddésbdl adodo foltosodast elkeriiljiik. A targylemezeket szobahdmérsékleten
taroltuk a hasznalatig. 76x51 mme-es targylemezeket hasznaltunk, hogy a prosztata
legnagyobb atmérdjii harant szeletei is raférjenek maradéktalanul a targylemezre. A
Vectabond®-dal bevont tirgylemezekre a metszetek jobban tapadtak, igy az
immunhisztokémiai festés sordn a fokozott igénybevétel ellenére a metszetek nem
valtak le a targylemezrél. Minden blokkbdol egy metszetet hematoxilin-eozinnal
festettiink hisztoldgiai vizsgalat céljabol. A hisztopatologiai vizsgalat igazolta, hogy a
mintdkban betegségre utald jel nem volt lathaté. A H&E festés segitségével prosztata
zOnait is meg tudtuk kiilonboztetni. A teljes harant iranya metszeteken konnyen tudtunk
tajekozodni, igy mirigyek helye és ez altal a zondlis elhelyezkedése meghatarozhato
volt.

A sejtkultara vizsgalathoz PrE2.8 sejtvonalat hasznaltunk, mely modellezi a
humaén prosztata sejtek differencidlodasat. A PrE2.8 sejtvonal immortalizalt sejtekbdl
all. A sejtek proliferalodo prosztata mirigyham sejtek. Az immortalizalt sejtek BPH
szovetbdl szarmaztak. Az epithelialis sejteket hoérzékeny SV40 nagy T komplexszel
immortalizaltuk transzfekcio révén. Ezek a sejtek 33°C-on proliferaciot mutatnak, mig
39°C-on a proliferacio6 megall és a sejtek differencidlodnak. A sejtkultira
vizsgalatokhoz nagyon réviden a kdvetkezd moddszert hasznaltuk. TURP miitét soran
nyert mintakbol epitheialis sejteket nyertiink. A mintdkrdl az elhalt részeket és az
alvadékot szike segitségével tavolitottuk el, majd Imm?®-es darabokat készitettiink, és a
darabokat 20ml PBS-ben mostuk at. A vér és a szovettormelék eltavolitdsa utan

kollagenédz oldat segitségével az acinusokat elvalasztottuk a stromatol. Ezt kovetden a
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sejteket az acinusoktol 0.25%-os tipszin/verzin oldat segitségével szeparaltuk. Nagy-T
antigént tartalmazo SV40-nel a sejteket immortalizaltuk. A sejtek 75cm® szévetkultira
edényekben PrEGM mediumon (Clonetics) novekedtek 33°C vagy 39°C-on, megfeleld
paratartalmi és 5%-0s CO; koncentracioji kornyezetben. Immunhisztokémiai
vizsgalatra a sejteket fedGlemezen tenyésztettilk, majd felhasznalas el6tt PBS-sel
lemostuk ¢és formalinos oldattal fixaltuk. Az immunhisztokémiai vizsgalat tovabbi
részét a szoveteknél vazolt modon végeztiik (1d. 5.2. fejezet).

A TURP mintdkbol szarmazé BPH-s szovetmintdkrol a termikus karosodast
szenvedett részeket és a szennyezddést eltavolitottuk. A szdvetmintdkat formalinos
oldatban fixaltuk, majd dehidralds utan paraffinba dgyaztuk és szobahdmérsékleten
taroltuk felhasznalasig. A metszetek készitését és immunhisztokémiai vizsgalatot az

alabbiakban leirt mddon végeztiik.
5.2. Immunhisztokémia

A szobahdmérsékleten tarolt blokkok metszése és targylemezre felvitele utan a
metszeteket vagy Histoclear® oldatba vagy xilolba martottuk 2 alkalommal 3 percig
paraffinmentesités céljabol. Eldtte azonban a metszeteket 20 percig inkubaltuk 60C
fokon, hogy a paraffintol konnyebben megszabaduljunk. A paraffinmentes metszeteket
fokozatosan higulod alkohol oldatokba helyezve rehidraltuk. Az utols6 mosds mindig
teljesen alkoholmentes desztillalt vizet tartalmazott. A formalin fixacidé okozta fehérje
konformécio valtozas kovetkeztében fellépd antigén elfedés miatt (masking) antigén
visszanyerést végeztiink (unmasking). A Vector Labs altal gyartott savas vegyhatésu,
citromsav alapti Vector Unmasking Solution oldat hasznalataval a metszeteket 30 percig
800W teljesitmény mellett mikrohulldmu siitében forraltuk. 15ml Vector Unmasking
Solution oldatot hasznaltunk 1600ml desztillalt vizben. A metszeteket egy oOraig
hagytuk hiilni szobahdmérsékleten, majd PBS-ben mostuk le 5 percig. A Dako altal
forgalmazott viaszos tollat hasznaltunk a metszetek pontos korberajzolasdhoz. Ez azért
volt fontos, hogy a festés soran a primer €és secunder antitestet és a tobbi reagenst is a
legkisebb még sziikséges mennyiségben tudjuk alkalmazni. Az immunhisztokémiai
festéseknél mindig hasznaltunk negativ (primer antitest nélkiili) és pozitiv (biztosan
festddd antigének-pl. aktin) kontrollt. A metszeteket minden esetben ceruzaval jeloltiik
meg a festés megkezdése elétt. A torma-peroxidaz festési eljarasndl az endogén

peroxidaz reakcidt tiz és harminc perc kozotti 0.3%-os hidrogén-peroxid oldatban
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torténd aztatassal blokkoltuk, majd ismét PBS-ben mostuk le. A fehérje helyeket 1 oraig
tartdé 10%-0s bovine-PBS (phospate-buffered saline) oldattal blokkoltuk (altaldban a
masodlagos antitestet termeltetd allatfajbol szarmazd széruméat hasznaljuk). Ezutan a
metszeteket a primer antitestekkel (primery antibody) inkubéltuk 4°C-on 12 6ran
keresztiil. Kovetkezé 1épésként a metszeteket 3-szor 5 percig PBS-ben oblitettiik le. A
vizsgalat sordn hasznalt primer antitestek listajat az 2. és 3. tablazat tartalmazza. A
metszeteket ezutan a masodlagos antitestekkel (secondary antibody) reagaltattuk 30
percig 1:200-as higitasban. Immunhisztokémiai vizsgalatra vagy biotin konjugalt anti-
egér IgG (Vector Labs) vagy biotin konjugalt monoklonalis anti-nyul immunglobulint
(Sigma) hasznaltunk, attol fliggéen, hogy milyen allatbol szdrmazott az elsddleges
antitest. Fluorescens festéshez FITC vagy TRITC konjugalta immunglobulin alosztaly
specifikus masodlagos antitesteket (Southern Biotechnology Associates, Inc.)
33258 festékkel végeztiik. A primer antitestek szinének megjelenitéséhez avidin-biotin-
torma peroxidaz (HRP) reakciot (Vector ABC Elite Kit) vagy avidin-biotin-alkalikus-
foszfataz reakciot (Vector ABC-AP Kit) hasznaltunk 30 percig (az A és B komponenst
PBS puffer oldattal 6sszekevertiik, és 30 percig allva hagytuk), majd a metszeteket PBS
oldatban mostuk le 5 percig. A metszeteket 2-30 percig enzim-szubsztrat kromogénnel
reagaltattuk, melyek vagy Vector DAB (diaminobenzidin) vagy Novared vagy Vector
Blue kromogének voltak. A kromogénnel torténd elShivast allandd szemellendrzés
mellett végeztiik a tal erés festddés elkeriilése érdekében. Hattérfestésnek hematoxilint
vagy metilénzoldet hasznaltunk révid ideig. Ismét 10 perces Oblités kovetkezett PBS
oldatban, majd a metszeteket fokozatosan toményiilé alkohol-viz oldatban (,,felszallo
alkoholsoron™) dehidraltuk. Histoclear®-ben torténd mosas utdn a metszeteket
feddlappal lefedtik. Mowiol 4-88 vagy DPX-et hasznéltunk a rogzitéshez,
immunfluoreszcens technikanal Gelvatolt (Monsanto, St Loius, MO, USA) hasznaltunk.
Szaradas utan a folosleges Mowiol 4-88-et és a DPX-et acetonnal tavolitottuk el. A kész

metszeteket feldolgozasig fénymentes helyen, szobahémérsékleten taroltuk.

2. Tablazat A vizsgalatunkban felhasznalt antitestek adatai | (PSA - prosztata
specifikus antigén, PNA - peanut agglutinin, PAP - prosztatikus acid-foszfataz)

A vizsgalatban hasznalt antitestek adatai I.

Antitest Izotipus Klén Higitasi arany Beszerzési forras
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Citokeratin 5/6
Citokeratin 8

Citokeratin 14
Citokeratin 17
Citokeratin 18
Citokeratin 19

Laktoferrin
Androgén
receptor
Ki-67
PNA  (biotinnal
konjugalt)
Chromogranin A
Szerotonin

PSA

PAP

Dezmin

Simaizom a-aktin
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Egér I1gGl
Egér IgM
Egér IgG3
Egér 19G2b
Egeér 1gGl
Egér 1gG2b

Nyul
Egeér 1gGl

Nyl
Lectin

Egér IgG2b
Egér IgGl
Egér I1gGl
Egér I1gGl
Egér IgGl
Egér IgG2a

MAB1620
35BH11
LLO002
E3

LE61
LP2K

A0186
MU256-UC

A0047
B-1075

DAK-A3
SHT-H209
Er-PR8
PASE/4LJ
DE-U-10
1A4

1:200
1:40
1:50
1:200
1:10
1:10

1:100
1:250

1:50
1:5000

1:500
1:50
1:25
1:100
1:200
1:1000

Chemicon

Dako

Novocastra

Dako

Dako

Ajandék EB Lane-
tol

Dako

Affinity Biogenex

Dako

Vector

Dako
Dako
Dako
Dako
Sigma
Sigma
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5.2.1. TUNEL teszt

A programozott sejthalal vizsgdlatanak egyik legszélesebb korben elfogadott
modszerét alkalmaztuk, a TUNEL tesztet. Az apoptozis vizsgalatdhoz az apoptozis
szignal kaszkadjanak hatasara bekovetkezd DNS fragmentacié kimutatasat hasznaltuk.
Az modszer lényege, hogy jelolt dUTP molekula kotodését a DNS fragmentumok
végéhez termindlis deoxinucleotidil transferdz enzim segitségével katalizalva
kapcsoljuk. A jelolt dUTP kimutathatdé megfeleld festési technikaval. Az apoptozis
vizsgalatdhoz TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl-transferase-mediated dUTP-biotin
nick end labelling) technikat alkalmaztunk torma-peroxiddz/DAB festéssel. A festés
soran az in situ kithez mellékelt instrukciokat kovettiik (Sigma, APO-TH). Roviden a
kovetkezOket végeztiik. Paraffinmentesités eldtt a metszeteket 60 fokra melegitettiik. A
metszeteket deparaffinizaltuk Histoclear® oldatban vagy xilolban 15 percig folyamatos
mozgatas mellett. A paraffinmentes metszeteket fokozatosan higulod alkohol oldatokba
helyezve rehidraltuk, majd DNaz-mentes vizben oOblitettiik le. A metszeteket Dako
jelold viaszos tollal korberajzoltuk. A szdvet permeabilitasanak biztositdsa céljabol
50uL 1:50 higitast Proteinaz K oldatot cseppentettiink r4, majd a lefedtiik 15 percig. A
metszeteket ezek utdn a kitbdl szarmazé termindlis deoxinucleotidil transferdz (TdT)
enzimmel reagaltattuk 37C fokon 60 percig. Ezutan TdT stop oldatot hasznaltunk 5
percig, mely az enzimet tovabbi milkddését blokkolja. Ismételt PBS oblitést kovetden
streptavidin  HRP detekcios Kkittet helyeztiink fel 10 percre, mikdzben hidrofob
fed6lemezt alkalmaztunk. Ismételt Oblités utan diaminobenzidin oldatot (DAB)
hasznaltunk a HRP el6hivasara 2-10 percig allandé szemellendrzés mellett. A DAB
oldat lemosdsa utdn hattérfestésnek hematoxilint hasznaltunk. Dehidralds utan a

metszeteket fedolemezzel fedtik.

3. Tablazat. A vizsgalatban hasznalt primer antitestek adatai II.

Antitest Klon Higitas Forras

anti-CD44v3 VFF-327 1:100 Serotec, Oxford, UK
anti-CD44v5 VFF-8 1:100 Serotec, Oxford, UK
anti-CD44v6 VFF-7 1:100 Serotec, Oxford, UK
anti-CD44v7/8 VFF-327 1:100 Serotec, Oxford, UK
anti-CD44v10 VFF-14 1:100 Serotec, Oxford, UK
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5.3. Pontozasi rendszer és statisztikai vizsgalatok

Az immunhisztokémiai metszeteket fénymikroszkdppal vizsgaltuk meg. Minden
teriiletrdl legalabb harom digitalis képek készitettiink (Nikon Coolpix 995, Olympus
BX50 mikroszkdp) véletlenszertien 200x nagyitasban. Az immunfluoreszcens festéseket
ivfényli Zeiss Axiophot mikroszkoppal tanulmanyoztuk. Ez a mikroszkép Photonic
Science Coolview 12 (1024x1024 CCD) kameraval volt felszerelve (Photonic Science,
Robertsbridge, UK), melyet Image ProPlus 3.0 szoftverrel (Media Cybernetics,
Rockville, MD, USA) lehet kezelni. Ezzel a fényképezovel készitett digitalis képeket
Adobe Photoshop 4.0 szoftverrel elemeztiik. A harom régzitett csatorna képét a szoftver
segitségével egyesitettiik. Minden teriiletben a festddott és a nem festédott sejtek
magjait szamoltuk meg. A szadmolas befejeztével, a teriiletre jellemzd atlagot vettiik. A
atlag értékeket nem-paraméteres Mann-Whitney U-test segitségével hasonlitottuk dssze.
A statisztikai adatok rogzitéséhez Microsoft Office Excel-t, az elemzéshez pedig SPSS
for Windows v11.0 szoftvert (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) hasznaltunk.

A festddést a kovetkezOképpen vizsgaltuk. A pozitiv szinreakcidt ado sejtek
hattérfestése sordn a sejtmag jol kirajzolodott. A sejtmagok szamolasaval tudtuk
Osszehasonlitani a pozitivan és a negativan festddo sejteket. Koexpresszios vizsgalatot
minden esetben fluorescens technikaval végeztiink. Ilyenkor Hoechst-tel festettiikk a
magokat, és ekkor is a sejtmagokat szamoltuk meg. A mesenchymalis sejtek
vizsgalatandl a kovetkezOket vettik alapul: az SMA a myofibroblast ¢és a
simaizomsejteket, a dezmin a simaizomsejteket festik. A fibroblastok nem expresszaljak

sem a dezmint, sem az aktint (4. tablazat).

4. Tablazat A mesenchymalis sejtek elkiilonitése immunhisztokémiai eljarassal.

SMA (simaizom aktin) Dezmin
Simaizomsejtek Pozitiv Pozitiv
Myofibroblastok Pozitiv Negativ
Fibroblastok Negativ Negativ
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6. Eredmények

6.1. Morfologiai elemzés

Hematoxilin ¢és eozin festést hasznilva a periféridas és a centralis zoéna
morfoldgiai tulajdonsagaik és anatomiai jellemzoik alapjan kiillonboztethetok meg. A
periférids zonaban a mirigyek relative kicsik, kerekek €s a stroma simaizom rostok

lazan elrendezett halozatabol all (8. abra).

8. Abra. H&E festés a periférias (bal oldali kép) és a centralis zonaban (jobb oldali
kép).

A centralis zona hamrétege nagy acinusokbol all, melyek relative négyszog
alakuak a keresztmetszeti képen. Az acinusokat szorosan egymas mellé rendezett
simaizom elemek valasztjdk el, melyek a mirigy hatardig helyezkednek el (9. abra). A
centralis zona a ductus ejaculatoriusokat veszi korbe. A tranziciondlis zoéna
szerkezetében hasonlit a periférias zonara.

A vesicula seminalisok (SV) megjelenése eltér a prosztataétol. A bazalis sejtek
kerekek és nem képeznek folytonos réteget az epitheliumban. Ezaltal a luminalis és

bazalis sejtek kevésbé kiilonithetdk el (9. dbra).
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9. Abra. H&E festés a vesicula seminalisban (100x nagyitas).

6.2. Citokeratin expresszio

6.2.1. Citokeratin festés — bazalis markerek

A citokeratin 5 a bazalis sejteket festette egységesen a prosztata epitheliumaban,
egy folytonos réteget alkotva (10. abra). A lumindlis sejtek nem festédtek. A 10. abran

jol lathato6 a prosztata epitheliumanal elkiiloniild két sejtrétege.

10. Abra. Citokeratin 5 festddés a periférias zonaban. Jol lathato az ellapult folytonos

bazalis sejtréteg és a nem festddo luminalis sejtréteg (DAB + hematoxilin hattérfestés;

200x nagyitas).

A vesicula seminalisban a festédés foltos volt, nem képeztek a festett sejtek egy

folyamatos réteget (11. abra).
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11. Abra. Citokeratin 5 expresszio a vesicula seminalisban. A kuboidalis bazalis sejtek
nem képeznek folytonos sejtréteget, a festés ,,foltos” és nem folyamatos, mint a
prosztataban (DAB + hematoxilin hattérfestés; jobb oldali kép 200x, bal oldali 100x
nagyitas).

A citokeratin 14 festddés a prosztata epitheliumiban nem volt folytonos és
hidnyzott a vesicula seminalisban (12. abra). A citokeratin 17 er0sen expresszalodott a
prosztata epitheliumanak egyes teriiletein, de ennek a mintdzatnak anatomiai okat nem
talaltuk. A CK 17 expresszidjanak vizsgalatakor a prosztata zonai kozott nem taldltunk
kiilonbséget (13. dbra). A prosztata epitheliuméaban a CK17 pozitiv sejtek aranya 20.4%
volt. A citokeratin 19 expresszidja sem volt folytonos €s csak a bazalis sejtrétegben volt
kimutathato (13. abra). A CK19 expresszal6 sejtek aranya valamivel alacsonyabb volt,
mint a CK14 pozitiv sejtek aranya (24.0%), de valamivel magasabb, mint a CK17
expresszalod sejtek aranya. A prosztata zonai kozott nem volt statisztikailag jelentds
kiilonbség. A prosztata epitheliumaban a legnagyobb aranyban a CKS expresszald
sejtek voltak (38%), ezt kovették a CK14 pozitiv sejtek (24%), majd a CKI17
expresszalo sejtek (20.4%). Ezek alapjan a bazalis sejteket a CK5-tel tudtuk legnagyobb
aranyban kimutatni.

A CK8 ¢és CK18 nem expresszalodott a bazalis sejtekben sem a prosztatdban,

sem pedig a vesicula seminalisban.

6.2.2. Citokeratin expresszié — luminalis sejtek

A citokeratin 8 és 18 expresszidja a luminalis sejteken volt észlelhetd. Nem

észleltiink CK8 ¢és CK18 pozitiv sejteket a bazalis sejtrétegben. A vesicula seminalisban

41



DOI:10.14753/SE.2012.1747

a luminalis szekretoros sejtek expresszaltadk a CK8 és CK18 markereket. A luminalis és
bazalis sejteket a citokeratin festés alapjan jol el lehet kiiloniteni, a prosztata Gsszes

zondjaban. A CK8 és CK18 festddése alapjan nem talaltunk kiilonbséget a zondk kozott.

6.2.3. A luminalis és bazalis sejtek aranya

A prosztata minden egyes zOndjaban ¢€s a vesicula seminalisban is kiszamitottuk a
luminalis a bazélis sejtek aranyat (5. tablazat). A bazalis sejtek a CK5-tel festédo sejtek
adtak, a nem fest6do sejtek, pedig a luminalis sejteket reprezentaltak. A zonak kozott
nem volt szignifikans kiilonbség. Az egyetlen statisztikailag szignifikans kiilonbség a
sejtek aranydban a periférids zona €s a vesicula seminalis kozott volt. A vesicula
seminalisban a luminalis sejtek aranya alacsonyabb volt. A prosztatdban a lumindlis és
bazalis sejtek aranyat atlagosan 2.63-nak talaltuk, azaz az epitheliumban a CKS5 pozitiv

sejtek atlagos eléfordulési aranya 38% volt.

6.3. Neuroendokrin markerek

A neuroendokrin sejtek festését anti-chromogranin A-val és anti-szerotoninnal
végeztiik. A neuroendokrin sejtek hidnyoztak a vesicula seminalisokbol és ductus
ejaculatoriusokbol. Ezzel szemben nagy szamban taldltunk neuroendokrin sejteket az
utriculus prostaticusban. Jelentds szamt NE sejtet észleltlink a periurethrélis teriileten
(14. abra). Ez utobbiban a sejtek aranya az epitheliumban 8% koriil volt. A prosztata
harom zon4ajaban a neuroendokrin sejteket a fent emlitett két neuroendokrin markerrel
vizsgaltuk. A prosztata Gsszes zondjanak epitheliumaban atlagosan a sejtek kb. 1-2%-a
volt neuroendokrin irdnyu differencialtsagli sejt. A neuroendokrin sejtek gyakorisdga a
centralis zonaban 50%-kal alacsonyabb volt, mint az dtmeneti €s a periférids zonaban és
ez a kiilonbség statisztikailag is szignifikans volt. A szerotoninnal és a chromogranin A-
val jelolt sejtek ardnya nem kiilonbozott, és ez a zonak kdzott sem mutatott eltérést (5.

tablazat).
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12. Abra. Citokeratin 14 marker expresszi6 a periférids zonaban (DAB + hematoxilin

hattérfestés, 200x nagyitas).

13. Abra A citokeratin 17 expresszioja (bal oldali kép) és a citokeratin 19 (jobb oldali
kép) expresszidja a periférias zonaban (DAB és hematoxilin hattérfestés, 100x

nagyitas).
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14. Abra Chromogranin A expresszi6 a periurethralis régioban (bal oldali kép) és a

periférids zondban (jobb oldali kép). (DAB és hematoxilin hattérfestés, 100x nagyitas).

6.4. Funkcionalis markerek vizsgalata

A prosztata specifikus antigén (PSA) a luminalis sejtek citoplazmajaban erds
pozitiv reakcidt adott, de sem a prosztata bazalis sejtjeiben, sem a vesicula seminalis
luminélis sejtjeiben sem pedig a ductus ejaculatoriusban nem expresszalodott. A
prosztatikus acid-foszfataz (PAP) expresszidja hasonlo volt a PSA-hoz a prosztataban
€s ez sem mutatott expressziot a vesicula seminalisban és a ductus ejaculatoriusban. A
festddés jellemzden a szekretoros lumindlis sejtek apikalis, lumen feldli részén volt a
legerdsebb, mely a prosztata szekretoros granuldit (PSG) tartalmazza. Az androgén
receptor erdsen ¢€s egységesen expresszalodott a prosztata lumindlis sejtjeinek
sejtmagjaban és a vesicula seminalis sejtjeiben is. A prosztata harom zonéja kozott nem
észleltlink eltérést az expressziot illetden. Az egyetlen eltérés a prosztata és a vesicula

seminalis kozott volt lathato a funkcionalis markerek vonatkozasaban.
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15. Abra PSA expresszi6 a centralis zona luminalis sejtjeiben (bal oldali kép). A PSA
nem expresszalodik a vesicula seminalis sejtjeiben (jobb oldali kép; DAB + hematoxilin
hattérfestés, 100x nagyitas).

6.5. Zoénara jellemz6 markerek

A peanut (mogyord) agglutinin (PNA) szelektiven kotédik a sejtek felszinén
elhelyezkedo proteoglikdn molekuldk GalB1,3GalNAc szénhidrat csoportjahoz (Hudson
¢s mtsai 1995). Vizsgalatunkban biotinnal konjugalt PNA-t hasznéltunk a korabbi
szerzOk munkajahoz hasonléan. A prosztata mindhirom zdéndjanak és a vesicula
seminalis egyes lumindlis és bazalis sejtjei is marker pozitivak lettek. A festédés
erdssége €s a pozitiv sejtek gyakorisdga is eltért. A periférids zonaban a festodés
intenzitasa er6sebb volt a bazilis sejtrétegben, mig a centralis zonaban a festddés a
lumindlis sejtrétegben volt intenzivebb (16. 4bra). A vesicula seminalisban az
expressziot mutatd sejtek nagy része a luminalis sejtrétegben volt. A periférids és a
tranzicionalis zoéndban mindkét sejtrétegben kozel azonos szamu sejt festodott (17.
abra). A PNA festés csak az epitheliumra korlatozodott, a stroma elemekben expressziot

nem ¢észleltiink (5. tablazat).
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16. Abra PNA kotdés a prosztata centralis zonajaban (200x nagyitas; DAB +

hematoxilin hattérfestés).

Az erdsen baktericid hatdsu laktoferrin kordbbi vizsgalatok szerint legerésebben
a vesicula seminalisban és a centralis zondban expresszalodik. A mi vizsgalatunkban
erés festdodést észleltlink a vesicula seminalis luminalis rétegében ¢s valamivel
gyengébb festddést lattunk a centralis zénaban (17. &bra). A festédést csak szemi-
kvantitativ moddszerrel hataroztuk meg. A laktoferrin expresszido a luminalis sejtek
apikalis 1/3-ban volt a legerésebb a prosztatdban €és az ondoholyagban egyarant. A
vesicula seminalis epithelidlis sejtjeinek tobb mint 70%-a volt pozitiv laktoferrin
festésre, mig ez az arany 31.2% volt a centralis zondban és 2.1% a periférids zonaban.
Ugy tiinik, hogy a laktoferrin a periférids zonaban szinte nem is expresszalodik, azaz a
periférids zona nem szekretdlja ezt a proteint. Ez a kiilonbség statisztikailag is jelentds
volt mindharom teriilet kozott. A tranziciondlis zondban nem sikeriilt értékelhetd
eredményt elérmi ezzel a festéssel. A PNA-hoz hasonléan a laktoferrin nem

expresszalodott a stromaban.
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17. Abra A PNA (peanut agglutinin) kotédése a periférias zona bazalis sejtrétegéhez
(bal oldali kép; 100x nayitas). Laktoferrin ellenes antitest festés a prosztataban (jobb
oldali kép; 100x nagyitas; DAB + hematoxilin hattérfestés).

6.6. Mesenchymalis sejtmarkerek

6.6.1. Androgén receptor expresszidja a stromaban

Az androgén receptor (AR) expresszidjat vizsgaltuk a prosztata és a vesicula
seminalis stromdjaban. A stromaban nem vizsgaltuk a vascularis elemek, a
nyirokelemek ¢és a neuronok festddését. Az AR a sejtek magjaban expresszalddott (18.
abra). A prosztata harom zdénaja és a vesicula seminalisok kozott nem taldltunk
statisztikailag kiilonbséget (6. tablazat). A simaizomsejtek és a mesenchymalis sejtek
festddése kozott sem észleltiink kiillonbséget az AR expresszidjanak erdsségét és a
sejtek szamat illetéen. Ahogy az a tablazatbol is jol lathato a sejtek kozel 50%-a (43-
53%) pozitiv volt AR festésre. A vesicula seminalis stromdjdban a sejtek nagyobb
aranyban expresszaltdk az androgén receptort, de ez Iényegesen nem kiilonbozott a

prosztata zonaitol. A prosztatdban a stroma sejtjeinek 45%-a volt pozitiv AR-ra.
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18. Abra Androgén receptor expresszid a prosztata periférias zonajaban (200x nagyités;

DAB + hematoxilin hattérfestés).

6.6.2. Az SMA, dezmin és vimentin expresszio a stromaban

Megfigyelésiink szerint a prosztatdban a simaizomsejtek expresszaljdk a simaizom
a-aktint (SMA) és a dezmint, de a fibroblast sejtek ritkan pozitivak. A myofibroblastok
is pozitivak SMA-ra. A dezmint csak a simaizomsejtek expresszaltak. Tehat a harom
sejttipus e két markerrel kiilonitheté el. A centralis zéna stroma sejtjei nagyobb
szamban voltak pozitivak SMA-ra, mint a tranziciondlis és periférids zona stromalis
sejtjei. Ez a kiilonbség statisztikailag is jelentds volt. Tehat ebben a két zondban (TZ és
PZ) a simaizomsejtek szama alacsonyabb, mint a centralis zoéna hasonlé sejtjeinek a
szama. Kiilonés modon az ondohdlyag ebben a tekintetben inkabb a PZ-hoz és TZ-hoz
volt hasonlé. A dezmin expresszid a vesicula seminalis mesenchymalis sejtjeiben volt a
leggyakoribb. A dezmin expresszidja az ondoholyag stromaban volt a legmagasabb,
72.6% (4tlag), mig a prosztataban 61.4%. A kiilonbség statisztikailag is jelentds volt. Az

aktin expresszalo sejtek aranya a prosztata stromaban 60.5% ¢és a vesicula seminalisban
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61.1%. Az azonos zonakban a dezmin ¢és az aktin expresszidja kozdtt nem volt
kiilonbség. Ezzel a tipust moddszerrel nem sikeriilt a prosztatdban szamottevd

myofibroblast sejtet identifikalni.
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6.7. Sejtkinetikai markerek

Vizsgalatunkban a Ki67-et hasznaltuk a proliferacié tanulmanyozasara. A Ki67-
tel festddo sejtek a periférias és a tranzicionalis zéndban kozel azonos szamban voltak,
aranyuk koriil-beliil 0.8% volt. A centralis zondban és a vesicula seminalisban a pozitiv
sejtek ritkdbban fordultak eld, aranyuk 0.5% volt. A kiilonbség statisztikailag
szignifikansan eltért. A Ki67 pozitiv sejtek a prosztata harom zondjanak stromajaban
kozel azonos volt. A prosztata stromajanak proliferacios aktivitasa kb. 50%-kal
magasabb volt, mint a vesicula seminalis stromajanak osztédasi aktivitasa. Az
apoptotikus sejteket TUNEL tesztel tanulmanyoztuk a prosztata harom zoénajaban. A
pozitivan festddd sejtek domindnsan a lumindlis rétegben helyezkedtek el. Az
epithelidlis sejtek apoptdzis indexe kb. 2% volt a periférids (2.2%) és a tranzicionalis
zonaban (2.1%), mig a centrdlis zondban ez az érték 0.9% volt. A kiilonbség
statisztikailag szignifikansan eltéré volt, mind a CZ és PZ, mind pedig a CZ ¢és TZ
vonatkozasadban (6. tablazat). A TUNEL tesztet nem sikeriilt kivitelezni a vesicula
seminalison, mivel ezek a metszetek leaztak a targylemezrol a festés soran.

Vizsgalatunk soran a proliferacios aktivitast tanulméanyoztuk a bazalis sejtekben,
melyet CD44-gyel, CK14-gyel és CK19-cel jeloltiink. A CD44 expresszald sejtekben a
proliferacios aktivitas a periférids zonaban vizsgaltuk. Az osztodast mutato sejtek 89%-
a bazalis sejtrétegben foglalt helyet. A CK14 pozitiv sejtek proliferacios aktivitdsa a
tranzicionalis zoénaban volt a legmagasabb (2.1%), mig a centralis zonaban 1%. A két
zona kozott statisztikai kiilonbséget észleltiink. A periférids zonaban ugyanez az érték
1.8% volt, de statisztikailag nem kiilonbozott a masik két zonatol. A vesicula seminalis
negativ volt CK14 festésre. A centralis zona tartalmazta a legnagyobb ardnyban a CK19

¢s Ki67 pozitiv sejteket (1.4%), de a zonak kozott nem volt statisztikai kiilonbség.
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5. Tablazat A citokeratin, neuroendokrin €s zonalis markerek festési eredményei. Az

eredmények szazalékban vannak feltiintetve (atlag + atlag szorasa [standard error of

mean, SEM], NEG — negativ, N/A — nincs adat).

Vesicula Centralis zona Periférias Tranzicionalis
seminalis z6na z6na
Bazalis sejtek (az epithelialis sejtek %-ban)
Citokeratin 5 34+1.1 31.1£1.8 26.84£2.0 32.2+1.9
Citokeratin 14 NEG 20.942.1 26.3+£2.7 26.3+4.0
Citokeratin 19 25.9+3.6 23.6+1.5 24.3+4.7 24.4+5.6
Neuroendokrin sejtek (az epithelialis sejtek %-ban)
Chromogranin
A NEG 0.93+0.12 1.4+0.24 1.6+0.12
Szerotonin NEG 0.87+0.16 1.6+0.37 1.9+0.17
Z6na specifikus markerek
Laktoferrin
(az epithelialis 74.2+8.9 31.2+8.6 2.1£1.0 N/A
sejtek %-ban)
PNA (bazalis
seitek %-ban) 2.4+1.0 9.4+4.1 37.4+£3.1 31.6£1.6
PNA
(luminalis 62.9£2.0 53.849.3 43.1+7.6 24.1+11.5

sejtek %-ban)
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6. Tablazat. A stroma ¢és a sejtkinetikai festések eredményei. Az eredmények
szazalékban vannak feltlintetve (atlag =+ atlag szorasa [standard error of mean, SEM],

NEG — negativ, N/A — nincs adat).

Vesicula Centralis Periférias Tranzicionalis

seminalis z0na zOna z0na

Stroma sejtek (a stroma sejtek %-ban)

Androgén receptor 53.5+4.1 43.4+5.6 44.9+4.3 46.6+6.2
Dezmin 72.6£3.5 63.1£1.6 62.3+0.9 58.9+2.6
Simaizom a-aktin 61.1£3.2 68.5+£3.3 58.0+3.1 55.0+2.6

Proliferacio és apoptozis

Ki-67 (az epithelialis

] 0.49+0.14 0.50+0.05 0.81+0.08 0.79+0.02
sejtek %-ban)
Ki-67 (a stroma sejtek
0.6+0.1 0.9+0.15 1.0+0.15 0.9+£0.13
%-ban)
TUNEL (az epithelialis
N/A 0.9+0.2 2.2+0.4 2.1+0.3

sejtek %-ban)

6.8. CD44 expresszio a prosztatiaban

A nyolc BPH-s mintakat CD44 v5 és CK14 és CK19 markerekkel vizsgaltuk. A
sejteket itt 1s megszamoltuk. A CD44v5 expresszidja mind a nyolc mintaban pozitiv
volt. Szdmos terlileten a bazalis sejtrétegben a CK14 és CD44 koexpresszidja volt
megfigyelheté. A CD44 v5 expresszioja megfigyelhetd volt az intermedier sejtrétegben
is (az intermedier sejtek a luminalis sejtek alatt, de a bazélis sejtréteg felett elhelyezkedd
sejteket tekintettiik). Ezek a sejtek magasabbak, mint a CK14 pozitiv bazalis sejtek és
lathatolag a bazalis sejtréteget mar elhagytdk. Ezek a megfigyelések a korabbi
megfigyelésekkel 6sszhangban vannak (Hudson és mtsai 2001).

Tovabbi  normdl  prosztataszovetet is  megvizsgaltunk a  CD44
immunhisztokémiaval. A prosztata mind a harom rétegében észleltink CD44v5
expressziot és K14 festddést. Mind a BPH-s mind a normal prosztata szdvetben
észleltiink K14 pozitiv két rétegben elhelyezkedd sejteket, melyekrdl ugy gondoljuk,
hogy bazalis sejt hyperplasids teriiletek. Ezeken a teriileteken a CD44v5 fokozott
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crcr

sejteket is. A mintdk mindegyikében a CD44 pozitiv sejteket a lumen feldl elfedték a
luminalis sejtek.

Miés CK14 negativ sejtek is érdekes mintazatot mutattak egyéb prosztata
asszocialt szovetben. A ductus ejaculatorius epitheliumaban a bazalis sejtek intenziven
expresszaltadk a CD44v5 és a CK19-et. A prosztatikus urethra legkiilsd sejtrétegén kiviil
minden sejtrétege erdsen festddott CD44 és minden rétege CK19 markerekkel. A
prosztata proximalis kivezetd csatornai, melynek az urethrdhoz kozel esnek és
urotheliummal fedettek tobb réteg bazalis sejtrétegbdl és egy réteg ellapult, esernyd
sejtekbdl all. Ezen a teriileten a CD44v5 erdsen expresszalodott minden bazélis sejtben,
de az un. esernyd sejtekben nem. Azokon a teriileteken, ahol csak egy bazalis sejtréteget
sikeriilt azonositani a sejtek CK19-cel festodtek.

A CD44 izoformok vizsgalatanal sajnos a CD44v10 festésnél nem volt
értékelhetd festddés egyik metszeten sem. A CD44 v4, v3 és v7/8 a v5-hoz hasonlo
festddési mintazatot mutat. A CK14 pozitiv sejtek a CD44 egyik izoformjat sem
expresszaltak jellemzden, mely arra utal, hogy a CD44 minden izoformjat a jobban
differencialt K14 negativ sejtek expresszaljak.

Tovabbi immunhisztokémiai vizsgélatot végeztiink a prosztata epithelium CD44
expresszidjanak vizsgalatara Pre2.8 benignus prosztata sejtvonal és BPH sejtkultura
vonalak hasznalataval. A sejtek proliferativ fazisdban a gyenge CD44 expressziot
figyeltink meg a sejtkapcsold szerkezetek (junctionalis complex) vizsgalataval.
Helyenként gyenge CD44 v5 expresszio volt megfigyelhetd. A sejtek differencialodési
fazisaban a sejtek méretének ndvekedésével megjelentek a sejtfelszini CD44 molekulak,
melyek csaknem az 0Osszes sejten megjelent. A BPH sejtkultirdban a sejtek a
differencialodas kiilonbozo fokain vannak. A sejtek nagy részén a CD44 kimutathato. A
CD44 v5 izoformja mutatta a legerdsebb expressziot azokon a sejteken, melyek mas

sejtek (latszolag bazalis) felett helyezkedtek el.
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7.  Megbeszélés

Vizsgalatunkban szovet €s szerv specifikus markerek expresszidjat vizsgaltuk a
prosztata kiilonbozé zonaiban és a vesicula seminalisban. A prosztata anatomiai
modelljénél a McNeal altal leirt prosztata anatomiat vettiik alapul (McNeal 1981a,

McNeal 1981b).

7.1. A bazalis és luminalis sejtek az epitheliumban

Citokeratin festést alkalmaztunk a bazélis és a luminalis sejtek elkiilonitésére.
Nem talaltunk statisztikailag szignifikdns kiilonbséget e tekintetben a zondk kozott. A
prosztata mirigyhamjaban kb. hdromszor annyi lumindlis sejt volt, mint bazalis sejt a
prosztata Osszes zénajaban. Ezek az eredmények Osszhangban vannak a korabbi
citokeratinnal végzett tanulmanyokkal (Wernert és mtsai 1986). A korabbi tanulmanyok
szerint a luminalis sejtek mindegyike expresszalja a PSA-t és a PSAP-t, amit mi is
igazoltunk a vizsgalatunkban. A z6ndk kozott itt sem taldltunk kiillonbséget a fenti két
fehérje expresszidjat tekintve. A PSA és a PSAP nem expresszalodott a vesicula

seminalis luminalis sejtjeiben.

7.2. Neuroendokrin sejtek a prosztataban

A neuroendokrin (NE) sejtek funkcidja nem ismert. Szamos tanulmany
feltételezte, hogy a NE sejtek altal termelt neuropeptideknek szerepe van a BPH vagy a
prosztatardk kialakuldsdban és progresszidjaban (Santamaria és mtsai 2002, Islam és
mtsai 2002, Wernert és mtsai 1990, Bostwick és mtsai 2002). Megfigyelésiink szerint a
periférias €s tranzicionalis zonaban a neuroendokrin sejtek szama azonos volt, mig a
centralis zonaban kevesebb sejtet figyeltiink meg, a vesicula seminalisban pedig nem
talaltunk neuroendokrin sejteket chromogranin A ¢és szerotonin immunhisztokémiat
haszndlva. A chromogranin A pozitiv sejteket vizsgalva a periférids a centralis zondban
statisztikailag szignifikans volt a kiilonbség (P=0.019; Mann-Whitney U-test).
Santamaria és munkatdrsai kiszdmoltdk a neuroendokrin sejtek ardnyat az egyes
zonakban, feltételezve, hogy a szovetmetszetek az adott szovetet térben is megfelelden
reprezentaljak (sztereometria). Eredményeik szerint a neuroendokrin sejtek siirlisége

tizszer nagyobb volt tranzicionalis zonaban, mint a periférias €s centralis zénaban. Mi
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ezt a kiilonbséget nem észleltiik a zonak kozott, bar tény, hogy a szdvetmintdinkban
kevesebb tranziciondlis zonat jellemzd mirigydllomanyt tudtunk megkiilonboztetni
biztosan. Ezek ellenére a tanulmanyozott atmeneti zonaban nem sikeriilt jelentdsen tobb
neuroendokrin sejtet Kimutatni.

A neuroendokrin sejtek kiilondsen nagy szamban fordultak viszont elé az
utriculus prostaticus kornyékén. Itt a NE sejtek ardnya tizszer nagyobb volt, mint a
prosztata egyéb részein. Ez az eredmény teljesen 0sszhangban van a korabbi kutatdék
eredményeivel (Islam és mtsai 2002, Wernert és mtsai 1990, Guy ¢és mtsai 1998).
Erdekes megjegyezni, hogy a NE sejtek a vesicula seminalis, a centralis zona, periféris
zo6na és az utriculus prostaticusban jelentdsen eltéréen expresszalodtak. Ez a kiilonboz6
struktiurdk eltéré embriologiai eredetére utalhat, de ennek pontos magyardzatat nem

tudjuk.

7.3. A zonalis markerek jelentosége

Két antitestet is hasznaltunk, melyek zondlisan eltérd festodését mar kimutattdk
korabbi vizsgalatokban. A laktoferrin a formalin fixalt prosztata centralis zoénajaban
erésebb, mig a periférias és tranzicionalis zonaban gyengébb festédést mutat (Reese és
mtsai 1992). Vizsgalataink hasonlé eredményt mutatnak: a periférias €s a centralis zona
eltérd festddését mi is megfigyeltiik. Immunhisztokémiai vizsgalatunk szerint a vesicula
seminalis epithelidlis sejtjeinek 3/4-e laktoferrin pozitiv sejt. Kordbbi vizsgalatok
szerint a mogyord agglutinin (peanut agglutinin) festés pozitiv a centralis zonaban, de
negativ a periférias zonaban (McNeal és mtsai 1988). Vizsgalatunkban ugyan lattunk
kiilonbséget a zonak kozott mind intenzitdsban, mind a pozitiv sejtek aranydban. Nem
volt azonban a zondk kozotti kiilonbség olyan latvanyosan kiilonbz6, mint ahogy azt a
korabbi szerzok leirtdk. A korabbi megfigyelésekkel ellentétben viszont, mi a centralis
sejtek luminalis sejtjeiben és a periférids sejtek bazalis sejtjeiben talaltunk erds
festodést. A korabbi leirdsok szerint a periférias zona sejtjei nem mutattak festodést.

Két masik antigénrdl is leirtdk, hogy a zondk epitheliumat kiilonb6z6 maddon
festi, ezek a pepszinogén II (Reese és mtsai 1988) és a szoveti plazminogén aktivator
(tPA) (Reese ¢s mtsai 1988). Mindkét antigén a Centralis zondban erdteljes festodést
mutattak, mig a periférias zonaban hidnyoztak. A centrélis zona és a vesicula seminalis
hasonldé pepszinogén festddést mutattak, ellenben a plazminogén aktivator igen kevés

sejtet festett meg a vesicula seminalisban. Mi a tanulmanyunkban formalinban fixalt
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mintdkat hasznaltunk, melyek a mas szerzok altal hasznalt Bouins oldatos fixacidjatol

eltért. A mi eltérd eredményeinket az eltérd szoveti fixacioval is magyardzhatjuk.

7. Tablazat A McNeal altal leirt prosztata zonalis anatdmidjanak immunhisztokémiai

alatamasztasa (Kobayashi és mtsai 1991, McNeal és mtsai 1988a, Reese és mtsai 1986,

1988, 1992)
Vesicula  Centralis Stroma  Periférias Tranzicionalis
Seminalis Zona z6na z6na
Pepszinogén 11 + + - -
Lipokrom + + +/- +/-
Laktoferrin + - +/-
tPA + + - -
al-adrenoceptor +/- I
Lektinek:

e PNA aF e -

e SNA + + -

e S-WGA + + =
Transzglutaminaz + +
Endothelin
ETa-receptor +
ETg-receptor +
K8, K18 Stroma:- Stroma:+

Az a- és B-Osztrogén receptor (ER) eloszlasa is kiilonbozik a periférids és a

tranzicionalis zonaban. Két korabbi vizsgalatban az a-ER csak a periférids zona stroma

sejtjeiben volt jelen (Leav €s mtsai 2001, Tsurusaki és mtsai 2003). Ezzel ellentétben az

B-ER a periférias €s a tranziciondlis zondjanak mind a stromdjdban, mind az

epitheliuméban is jelen van (Tsurusaki ¢s mtsai 2003). Arra is van bizonyiték, hogy az

al-receptorok kiilonbozdképpen oszlanak el a prosztata zondi kozott (Kobayashi és

mtsai 1991).

McNeal és mtsai tiz kiilonféle lektint hasznaltak fel a prosztata zonainak, ill. a

vesicula seminalis 0sszehasonlitisara (McNeal és mtsai 1988). Egyetlenegy kivételtol

eltekintve a centralis zona és a vesicula seminalis azonos modon festddott. Ezek az
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eredmények is azt tdmasztjak ala, hogy a két szévetnek azonos az embrioldgiai eredete,
mindketté a Wolff-csdbdl szdrmazik. Jelen vizsgalatunkban azt talaltuk, hogy a centralis
zona eltéréen a vesicula seminalistdl expresszalja a PSA-t és a PSAP-t a periférias és a
tranzicionalis zonahoz hasonloan. Tovabba a centralis zona epitheliuma neuroendokrin
sejteket is tartalmaz eltéréen a vesicula seminalistol, bar kétségtelen, hogy a NE sejtek

elfordulési aranya fele a periférias zonainak.

8. Tablazat A prosztata, ductus ejaculatorius €s a prostaticus utriculus eltérd festddése

korabbi szerz6k nyoman (hivatkozast 1d. szévegben).

Prosztata Ductus Ejaculatorius Utriculus prostaticus
CK18 +++(luminalis) ++ +++
CK8 +++(luminalis) +/-(fokalis) +++
SZEROTONIN ++ - ++
CHROMOGRANIN A ++ - ++
PROGESZTERON RECEPTOR +++(stroma mag) - ++(stroma sejtmag)
++(luminalis) ++(epithelium citoplazma)
CK19 ++(fokalis luminalis és ++(fokalis) +++
bazalis)
CK7 ++(bazalis) +++(bazalis €s luminalis) +++(foltos bazalis)
PSA +++(luminalis) - ++(luminalis)
PAP ++(luminalis) - ++(luminalis)
AR ++(luminalis és kevés ++(luminalis) ++(luminalis és kevés bazalis)
bazalis)
CK14 +(bazalis) - -
ER +(stroma)+(bazalis ++(luminalis ++(bazalis sejtmag)
sejtek) citoplazmatikus/apikalis)
CK5/6 ++(bazalis) ++(bazalis) ++(bazalis)

7.4. A zonak és a vesicula festésének klinikai jelentésége

Ujabb kutatasi eredmények mds antigének hasznalataval is megerdsitették a
centralis zona és a vesicula seminalis azonos embrioldgiai eredetét. Quick és mtsai
(Quick ¢és mtsai 2010) normal prosztata, BPH és prosztatardk szovet PAX-2
expressziojat vizsgalta. Amellett, hogy az immunhisztokémiai festések soran a ductus
ejaculatorius, a vesicula seminalis és a centrdlis zona hasonlo jellegzetességeket
hordozott, a PAX-2 hasznalataval lehetéséget lattak a prosztatarak elkiilonitésére

vesicula seminalis €s ductus ejaculatorius epitheliumatol. A kérdés azért is fontos, mivel
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a prosztata tlibiopsziak soran a prosztatarakot nehéz elkiiloniteni a vesicula seminalis és
a ductus ejaculatorius normalis hamjatol. E két képlet felelds az alpozitiv biopszidk
nagy részéért (Leroy és mtsai 2003). Tekintve, hogy a prosztata biopsziak kb. 5%-ban
tartalmaznak vesicula seminalis vagy ductus ejaculatoriust a mintaban (Coyne és mtsai
1987), az eltéré eredeti és immunhisztokémiai jellegzetességgel, de hasonlo
konvenciondlis hisztopatoldgiai megjelenéssel rendelkezd strukturak elkiilonitése igen
fontos. Leroy és mtsai a MUCG6 expresszidjat vizsgalva a prosztatat negativnak, a ductus
ejaculatoriust ¢és a vesicula seminalis hamjat viszont pozitivnak talaltak.
Eredményeikben megjegyzik, hogy a mintazat szinte ellentétes a PSA festéssel, bar
véleményiik szerint a prosztatardk elkiilonitésére a DE-tdl és VS-t6l jobb modszer a
MUCG6 hasznalata, mivel a PSA a magas gradusu daganatok 5-6%-ban negativ (Leroy
¢és mtsai 2003, Bostwick és mtsai 1994).

7.5. Sejtkinetikai eltérések

A periférias és tranziciondlis zona magas fogékonysdga a BPH és prosztatardk
irdant és a centralis zona valamint a vesicula seminalis relativ ellenalld képessége a
betegségeknek lehetséges, hogy a sejtkinetikai magyarazatai vannak. A sejtproliferaciot
jellemzé Ki67-tel vizsgalva a mirigyhamot, a Ki67 pozitiv sejtek ardnya a centralis
zonaban és a vesicula seminalisban 50%-kal alacsonyabb, mint a periférias zonaban.
Egy egész emberéletet tekintve ez a kiilonbség a periférids és atmenti zona joval
magasabb osztddasi ardnyat és megujulasi ciklusat (turnover) jelenti. Az apoptozis
index vizsgalata is hasonld eredményhez vezet. Bar a szamok kiilonboznek, hasonld
kiilonbséget figyelt meg korabbi vizsgélataik soran Colombel és mtsai a periférids zona
¢és a centralis zona 6sszehasonlitdsdval (Colombel és mtsai 1998), viszont eredményeik
szerint az atmeneti zona sejtkinetikai jellemz0i a centralis zona¢hoz hasonlitottak.

A centralis zona mind a prosztata periféridas zoéndjdnak mind a vesicula
seminalishoz hasonlo jellegzetességeket hordoz. A periférias és atmenti zonahoz képest
a centralis zona alacsonyabb sejtmegtjulasi ciklusa a betegségek (prosztatardk, BPH)

alacsonyabb megjelenési aranyaval jarhat egyiitt.

58



DOI:10.14753/SE.2012.1747

7.6. A CD44 expresszio vizsgalata a sejtdifferencialédas folyamataban

A prosztata a leggyakoribb helye a férfiak benignus és malignus
megbetegedéseinek. A BPH ¢és a prosztatarak is a differencialodasban és a
proliferacioban bekdvetkezd eltérésébdl fakad. Szamos szerzd vizsgélta a prosztata
epitheliumanak differencidlodasat (Isaac ¢és mtsai 1989, Bonkhoff és mtsai 1996,
Hudson ¢és mtsai 2001), de kevés ismertiink van a normalis prosztata epitheliuma
novekedésének, fejlodésének és differencidlodasanak kontrolljardl (20. éabra). Ezen
ismeretek nélkiil a beteg prosztata miikodésének és kialakulasdnak megértése szinte
lehetetlen feladat.

A CD44 expressziojat szamos daganatban részletesen tanulmanyoztak, igy a
prosztatardkban is. A nem malignus szdvetekben a CD44 expresszidja viszont nem
olyan részletesen tanulmanyozott (Heider és mtsai 1995, Noordzij és mtsai 1997).
Vizsgalatunkban a fenti markereken kivil a CD44 kiilonb6zd izoformjainak
expresszidjat is vizsgaltuk a prosztata epithelium differencidlodasa szemszogébol. A
prosztata normdl epitheliuma és a BPH-s szovet hamrétege is a CD44 négy izoformjat
expresszalta. Eredményeink szerint a CD44 v5 izoformjat a BPH-s szovet bazilis
sejtrétege expresszalja, mely meger6siti korabbi vizsgalok eredményeit (Mackay és
mtsai 1994). Szdmos CD44 v5 pozitiv sejt negativ volt CK14-re, mely a legkevésbé
differencialt bazalis sejteket reprezentalja. Ezeken feliil a CD44 v5 pozitiv sejtek egy
olyan kozéps6é kompartmentben helyezkedtek az epitheliumon beliil, mely a bazalis és a
luminalis sejtréteg kozott helyezkedett el. Ezek a sejtek nagyobbak, mint a bazalis
sejtrétegben elhelyezkedd lapos orso alaku sejtek. Ezek a megfigyelések azt sugalljak,
hogy ezek a sejtek (CD44 v5+, CK14-) a bazalis sejtrétegbdl a luminalis sejtrétegbe
differencialod6 sejtek populacidja. Kordbbi vizsgalatok mar megmutattdk, hogy az
intermedier sejtek a CK19-t is expresszaljak és a prosztata epitheliumaban a

crer

egy olyan intermedier sejtpopulaciot jellemzett, melyek CK8 és CKS5 expresszidja

gyenge (van Leenders és mtsai 2000) és hidnyzik a p27kiIOl

, melyet minden egyéb
prosztata epithelidlis sejt expresszal (De Marzo ¢és mtsai 1998). A késoi
differencialtsagu sejtek a prosztata Ossejtek markerét is expresszaljak (Tran és mtsai
2002) de eddig nem mutattak ki az intermedier sejtekre jellemzd sejtfelszini markert. A
19. abra mutatja a prosztata mirigyhdmjanak hipotetikus differencialodasi folyamatat a

keratin és CD44 expresszi6 tiikrében.
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(transit amplifying)
19. Abra A prosztata epithelium differencialodasanak ujabb modellje az jabb sejt

expresszios eredmények alapjan (Hudson és mtsai 2001).

Korabbi szerzok a hasnyalmirigy rak vizsgalatabol azt a kdvetkeztetést vontak
le, hogy a CD44 v5 varidnsa a rosszindulati folyamatok markere lehet (Gansauge és
mtsai 1995). Mi a vizsgalatunkban normal prosztata szovetben is kimutattunk CD44 v5
expressziot. A CD44 V3-v10 izoformjai széleskorlien expresszalodik proliferalodo és
termindlisan differencialt keratinocitak sejtkultirajaban (Hudson ¢és mtsai 1995). A
CD44 v5 izoformjanak a keratinocitdkhoz hasonldan valosziniileg a sejtek sejtkapcsolo
szerkezeteinek fenntartasaban van szerepe. Korabban kimutattak, hogy a normal
prosztataban a luminalis sejtréteghez kdzelebb elhelyezkedd intermedier sejtek c-met és
HGF-receptor (hepatocyta growth factor) expressziot is mutatnak (van Leenders és
mtsai 2002). Erdekes tudni, hogy a HGF indukalt szignal transzdukcié a HGF és CD44
v3 0sszekapcsolodéasa révén valdsul meg (van der Voort és mtsai 1999). Ezek alapjan
feltétezhetjiik, hogy a CD44 expresszidja a sejtdifferencidlodas folyaman sziikséges
motilitasbeli véltozds, mely soran a sejtek a bazalis rétegbdl a luminalis rétegbe

keriilnek.

60



DOI:10.14753/SE.2012.1747

K19/8/18 Ke/18

GSTpi
luminalis
sejtréteg |—P

bazalis
sejtréteg

K14/5/19 K14/5/8/18/19
p63/GSTpi p63/GSTpi

20. Abra A prosztata hamrétegének differencialodasi folyamata (Wang és mtsai 2001).

A bazilis ¢és lumindlis sejtek kozotti dtmenetrdl, a sejtek differencidlodéasarol
kevés az ismeretiink. A fenti adatok bizonyitékul szolgéalnak a sejtdifferencialodassal
Osszefliggd CD44 expresszios valtozasrol. Kordbban a CD44-et a lumindlis és bazalis
sejtek immuno-magnetikus elvalasztasara hasznaltak (Collins és mtsai 2001). A CD44
izoformjainak sejtfelszini expressziojanak vizsgalata a prosztata sejtek differencialodasa
soran tovabbi értékes vizsgalati eszkozt biztosithat szdmunkra a differencialdodasi

folyamat pontos jellemzéséhez.
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8. Kovetkeztetés

8.1. A prosztata zonalis anatomiadja szovettani elemzés alapjan

A prosztata zOonai a prosztata anatdmia ismeretében, a metszetek pontos metszeti
sikjanak ismeretében és a H&E festés alapjan elkiilonithetok. Szamunkra legnagyobb
kihivast az 4tmenteti zona azonositdsa jelentette. Ennek a teriiletnek szovettani
szerkezete a normalis prosztatdban a periférias zonahoz hasonlitott. A patologusokkal
folytatott konzultacio alapjan a tranzicionalis zéna a kor elérehaladtaval és a BPH
megjelenésével valik egyre szembetlindbbé. A feldolgozott anyagunkban a kilenc
mintabol Osszesen 6 mintdban sikeriilt teljes biztonsaggal az atmeneti zdonat
elkiiloniteni. A prosztatatdl a vesicula seminalis konnyen elkiilonithetd, és a centralis
zona morfologiailag a vesicula seminalishoz is hasonlit. Ezek alapjan mondhatjuk, hogy
a kordbban McNeal altal leirt zondlis prosztata anatomia reprodukalhaté felosztast tesz
lehetdvé a prosztata egyes teriileteit tekintve. A zénak elkiilonitésében a metszeti sik
szintjének ismerete és az azonos prosztatabol szdrmazd kiilonbozdé zondk megjelenése
kulcsfontossagli. A morfologiai kép alapjan a centralis zona hasonit a vesicula
seminalishoz, mely a korabbi eredmények birtokdban ahhoz a konkluzidhoz vezethet,
hogy ezek azonos embriologiai eredettel birnak. Tekintettel arra, hogy a betegségek
klinikai kivizsgalasat és kezelését a prosztata zondlis anatdmidja nem befolyésolja, a
zondlis szerkezet ismerete és annak szdvettani és egyéb elemzésének fontossdga még
nem ismeretes. Megjegyzendd, hogy a prosztatardk eléfordulasanak teriileti megoszlasa
alapjan dolgoztak ki a prosztata biopszidk sémdjat, mely a prosztata periférias részére
helyezi a hangsulyt (Stamey és mtsai 1995). A prosztata zonalis anatomidjanak egyéb
klinikai jelentdsége egyelére nem tisztdzott. A zoénak pontos ismerete és annak
Osszefiiggései a prosztata megbetegedéseivel tovabbi elérelépést jelenthetnek a

prosztata betegségeinek megismerésében és eredményesebb kezelésében.

8.2. A citokeratin expresszié a prosztatiban és a vesicula seminalisban

Kiilonb6z6 citokeratinokat vizsgaltunk, hogy a prosztata kiilonb6zo
differencidltsagu epithelialis sejtjeit elkiilonitsiikk. Nem talaltunk 1ényeges kiilonbséget a
sejtek zondlis eloszlasdban. A prosztatan beliil a kiillonbozd differencidltsagn sejtek

azonos aranyban fordulnak eld. A vesicula seminalis epitheliuma viszont Iényeges eltért
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a prosztata mirigyhamjatol. Ezek alapjan azt mondhatjuk, hogy zéndk kozti eltérd
érzékenység a betegségek irdnt nem magyarazhatok az eltérdéen differencialt sejtek
kiilonboz6 eloszlasaval. A vesicula seminalisban 1évd alacsonyabb szamu bazalis
(0szt6do) sejt, a VS hadmjanak alacsonyabb megujulési hajlandosagaval magyarazhato.
Ez is magyarazhatja a rosszindulatu daganat és egyéb epitheliumabdl kiindul6 eltérések

alacsony szamat a vesicula seminalisban.

8.3. A prosztata zonai a zonalis markerek tiikrében

A korabban McNeal munkacsoportja altal hasznalt zonalis markerek koziil kettot
hasznaltunk. A laktoferrin és a PNA is eltérd festddést mutatott, bar eredményeink nem
teljesen egyeztek meg a korabbi vizsgalatok kovetkeztetéseivel. A prosztatan beliil ezek
a markerek hasznalhatok, mint zona specifikus markerek. Ugyanakkor kétségeink
vannak, hogy ezek a markerek hasznéalhatok-e egy prosztata teriilet pontos zonalis
helyzetének meghatarozasahoz. Vizsgalatunkban a festések igen érzékenyek voltak de
csak egy prosztatan beliill voltunk hatarozott kiilonbséget tenni a zondk kozott.
Korédbban mar szdmos egy¢éb markert is hasznaltak a prosztata zondinak elkiilonitésére,
melyek hitelessége nem vonhatd kétségbe (Leav és mtsai 2001, Tsurusaki és mtsai
2003, Reese és mtsai 1986, Reese és mtsai 1988, Kobayashi és mtsai 1991, McNeal ¢€s
mtsai 1988). Ugyanakkor tapasztalatunk szerint a zoénak elkiilonitése csupan erre
tamaszkodva nem lehetséges. Egy olyan markert sajnos nem sikeriilt talalni, amely
alapjan példaul egy targylemezen 1év0 prosztata szovetrdl meg tudndnk mondani annak
zondlis szarmazasat. A zondk eltérd festdodése eltérd embriondlis eredetet és eltérd
mirigyfunkciokat vet fel. Kovetkeleztetésiil elmondhatjuk, hogy a fenti festések
segitenek a zondlis elkiilonitésben, de dnmagukban nem alkalmasak egy ismeretlen
prosztata szovet zondlis eredetének meghatarozasiban. Az ITHC festéseink alapjan
elmondhatjuk, hogy a teljes harantmetszeti prosztatdban a centralis zona a vesicula
seminalishoz hasonlitott, mely alapjan meger6sodik az a véleményiink, hogy a két

teriilet azonos embrionalis eredetli (Wolff-cso).

8.4. A funkcionalis markerek szerepe

A funkciondlis markerek koziil a PSA-t és a PSAP-t vizsgaltuk. Mindkét fehérjét a

differencialt luminalis sejtek expresszaljak. Legnagyobb koncentracidban a luminalis
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sejtek lumen feloli 1/3-ban voltak jelen. Egyik fehérjét sem expresszalta a vesicula
seminalis. Ugyanakkor a centralis zona mindkettére erds festddést mutatott. Ezek
alapjan a funkcionalitds kérdésében a centralis zona a periférids és az dtmeneti zénahoz
jobban hasonlit, mint a vesicula seminalishoz. A mirigy funkcidjat tekintve a centralis
zona a prosztata masik két zonajahoz hasonlit és a vesicula seminalistol egyértelmiien
elkiiloniil. Ha azonos embrioldgiai eredetet is feltételeziink (CZ és VS), a miikédésben

egyértelmii a kiilonbség a két teriilet kozott.

8.5. Az utriculus prostaticus kiilonleges megjelenése

Az utriculus prostaticus teriiletén a NE sejtek szdma igen magas. Hasonloan korabbi
vizsgalatokhoz a vizsgalatunkban a NE sejtek szdma kozel négyszer nagyobb, mint a
prosztata egyéb mirigyes teriiletén (Guy és mtsai 1998). Ismert tény az is, hogy a
periurethralis mirigy kivezetd csdveiben a NE sejtek szdma magasabb. A mi vizsgaltunk
is megerdsitette a korabbi eredményeket, vagyis a NE sejtek szdma a {6 ductusokban
magasabb. Az utriculus prostaticus még a kivezetd csoveknél is tobb NE sejtet
tartalmazott. Egyes vélemények szerint a NE sejteknek fontos szerepe van a
megtermékenyitésben. Az Aaltaluk termelt hormonaktiv anyagok stimulalhatjdk a
spermiumok motilitasat és egyéb fizioldgiai folyamatait. Vizsgalatunk szerint az
utriculus prostaticus NE festddése olyan jelentdsen eltér a prosztata tobbi részének
festddésétdl, hogy ez alapjan azt az elméletet tdmogatjuk, mely szerint az utriculus mas
embrioldgiai szervbdl szarmazik. Vizsgalatunk szerint is az utriculus a Miiller-csé

szamazéka lehet (Wernert és mtsai 1990).

8.6. A mesenchyma sejtjei

A periférias zona és a tranzicionalis zona tobb simaizomsejtet tartalmaz, mint a
centralis zona. A vesicula seminalis a két el6bbi zondhoz hasonlit inkdbb e tekintetben.
A stroma ¢és az epithelium kozotti interakciok igen komplex rendszernek tiinnek. A BPH
a tranzicionalis zondban jelentkezik. A tranzicionalis zona nem kiilonbozik jelentdsen a
masik két zonatol a stroma vonatkozdsdban az altalunk vizsgalt markerekkel. Ezek
alapjan mondhatjuk, hogy zénak kozotti sejtpopulacios kiillonbségek nem jatszanak
kozre a BPH kifejlédésében. Az androgén receptor expresszids vizsgélataink sem

magyarazhatjak a zonak eltérd viselkedeését.
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8.7. Sejtdifferencialodasi markerek a zonak kozott

8.7.1. Citokeratin expresszio a zonak epitheliumaban

A lumindlis és bazalis sejtek kozott a prosztata harom zoéndjaban nincs
kiilonbség. A vesicula seminalis viszont jelentdsen eltér a prosztatatdl. A citokeratin
expresszios vizsgalataink 0sszhangban kordbbi vizsgalati eredményekkel azt mutatjak,
hogy a lumindlis és bazalis sejtek aranya az epitheliumban 2.6:1. A citokeratin
expresszids vizsgalataink alapjan nem tudunk a zéndk kozott kiilonbséget tenni a
kiilonboz6 differencialtsagi foku sejtek tanulmanyozasaval. A bazalis, az intermedier, a
luminalis és NE sejtek szdma €s ardnya a prosztata harom zonajaban kozel azonos volt.
Ezek alapjan a sejtek differenciltsagi foka az egyes zonakban nem befolyéasolhatja azok

betegségek iranti fogékonysagat.

8.7.2. Neuroendokrin markerek eltérései a zonakban

Bar a neuroendokrin sejtek funkcidja a prosztata miikodésében nem ismert,
szamos kozlemény tulajdonit fontos szerepet ezeknek a sejtek differencialodasanak, az
epithelium miikodésének és a prosztata betegségei kialakuldsanak szabélyozéasaban.
Megfigyeléseink szerint periférids és a tranzicionalis zonaban a sejtek aranya kozel
azonos volt, a centralis zonaban a NE sejtek szdma valamivel alacsonyabbnak
mutatkozott. A vesicula seminalisban viszont egyaltalan nem talaltunk ilyen sejteket
korabbi tanulmanyokhoz hasonléan. Ellentétben korabbi szerzdkkel az NE sejtek szama
nem volt jelentésen magasabb az &4tmeneti zondban (Santamaria és mtsai 2002).
Ugyanakkor az utriculus prostaticusban az NE sejtek szama kozel tizszer magasabb
volt, ahogy azt masok is észlelték (Islam €és mtsai 2002, Wernert és mtsai 1990, Guy és
mtsai 1998). Felmeriil a kérdés, hogy a korabbi szerzOk nem ezt a teriiletet vélték-e a
tranzicionalis zondnak. Ahogy kordbban is hangsulyoztuk szdmunkra szintén igen
nehezen megfoghato volt a tranziciondlis zona elkiilonitése a normal prosztataban. Itt is
kiemelendd, hogy a vesicula seminalis alacsony fogékonysaga a betegségekre
Osszefliggésbe hozhatdo a NE sejtek hianyaval. Az is vilagos, hogy e tekintetben is
hasonlit a centralis zona és a vesicula seminalis. Az utriculus prostaticus festddésébdl

ugyanakkor arra kovetkeztethetiink, hogy a NE sejtek el6forduldsi gyakorisaga nem
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feltétlentil jelenti a betegségek gyakoribb eléforduldsat, ugyanis az utriculus prostaticus
betegségei igen ritkdk. Vizsgalataink alapjan arrdl sem lehet nyilatkozni, hogy a NE

sejtek normal prosztatan beliili eloszlasa befolyasolhatja-e a prosztatardk progressziojat.

8.7.3. CD44 expresszios eredményeink

A CD44 szerepe ¢s jelentOsége is felmeriilt a prosztatarak fejlédésében és
progresszidjaban. Korabbi RT-PCR és DNS szekvenalasi vizsgalatok mar fényt
deritettek arra, hogy normal prosztata, a BPH ¢és benignus sejttenyészetek (Pre2.8) a
CD44 négy izoformjat expresszaljak (Alam és mtsai, 2004). Ezen vizsgalatok soran az
is felmeriilt, hogy a CD44 v3-v10 izoformok szerepet jatszanak a normal sejtek
differencialodasi folyamataiban. A eredményeink azt tdmasztjak ald, hogy a CD44 v5
expresszi0 a prosztata epitheliumanak bazalis sejtjeiben lathato, melyek a proliferalodod
kompartmenje a mirigyhdmnak. Azonban szdmos sejt CD44 v5 negativ volt a CK14-et
expresszald sejtek koziil (a CKl4-et e legkevésbé differencialt bazalis sejteknek
gondoljuk). Ezen feliil CD44v5 pozitiv sejteket lattunk a luminalis és a bazalis sejtréteg
kozott is, mely sejtek nagyobbak is voltak. Ezek alapjan gondoljuk, hogy ezek a sejtek
egy intermedier allapotban 1évd, differencialodd sejtek. A korai differencialtsaga
sejteket még nem jellemezték korabban sejtfelszini antigénnel. Vizsgalatunkban sikeriilt
kimutatni ezt a sejtpopulaciét normdl €és benignus prosztata szdvetben. A prosztata
z6nai kozott nem talaltunk eltérést. Tekintve, hogy a prosztata zonai kozott jelentds a
kiilonbség a proliferaciods aktivitas tekintetében, tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak
tisztazéasara, hogy ezek a korai differencialtsagu sejtek a zondk kdzott pontosan hogyan
oszlanak el és tovabbi koexpresszios vizsgalatok sziikségesek a korai differencidltsagu
sejtek pontos szerepének meghatirozasahoz a normdl prosztata, a BPH, ¢és a

prosztatarak sejtdifferencialodasaban.

8.8. A proliferacio és az apoptozis eltérései

A Ki67-tel vizsgalt proliferacios aktivitas a periférias és a tranzicionalis zOnaban
magasabb volt, mint a centralis zondban és az ondoholyagban. A Ki67 pozitiv sejtek
aranya a stromaban a prosztatdban egységesen magasabb Vvolt, mint a vesicula
seminalisban. A TUNEL teszttel vizsgalt apoptdzis a periférids és tranzicionalis

zOondban magasabb volt, mint a centralis zondban. Bar értékelhetd eredményt nem
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tudtunk produkalni az ondéholyag apoptozisat tekintve, a fentiek alapjan elmondhato,
hogy a PZ és a TZ magasabb sejt ,,turnover”-rel rendelkezik. A vesicula ebben a
tekintetben hasonlit a centralis zondhoz. A sejtkinetikai vizsgalatok alapjan a CZ és a
VS hasonlé tulajdonsaggal birnak. A két teriileten (PZ és TZ) el6forduld nagyobb
aranyu sejtmegujulas a betegségek gyakoribb eléforduldsat magyarazhatjak. Tekintve,
hogy a tobb sejtosztoddshoz tobb genetikai hiba tarsulhat, mely a prosztatardk
kialakuldsdban is elofeltétel, a fenti allitdsunk ezzel is magyarazhat6. A BPH

vonatkozasaban nem ilyen egyértelmi a kép.
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9. Osszefoglalas

A prosztata a férfiak megbetegedéseinek leggyakoribb helye. A prosztata normal
mikodésének és fejlodésének megértése nélkiilozhetetlen feltétel a betegségek pontos
megértéséhez. A prosztata két leggyakoribb eltérése a benignus prosztata hyperplasia
(BPH) és a prosztatarak. A prosztata harom mirigyes z6nabol és egy fibromuscularis
tertiletbdl all. Ezek fogékonysdga a prosztata betegségeire eltérd. A prosztatarak
dominansan a periférias zondban, mig a BPH a tranzicionalis zondban keletkezik. A
prosztata hamrétege harom alapsejtet tartalmaz: lumindlis, bazalis és neuroendokrin
sejtek. Ezek pontos differencidlodasanak menete és a zonak kozotti differencialodas
kiilonbségei nem tisztdzottak pontosan. A vizsgalatunk sordn a prosztata epithelium
harom alapsejtjének fenotipus markereit, sejtkinetikai markereket és egyéb zoéna
specifikus markereket hasznaltunk. A prosztata epitheliumdban a kiilonb6zo
differencialtsagi fokl sejteket citokeratin 5, 14, 17, 19 ¢és CD44 antigének
expresszidjaval vizsgaltuk. A harom zona kozott sem sikeriilt a kiilonbozo
differencidltsagi foku sejtek tekintetében kiilonbséget észlelni. A vesicula seminalis
viszont 1ényegesen eltért a prosztatatol. Szdmos korabban publikalt immunhisztokémiai
marker festédést reprodukdlni tudtunk, ugyanakkor eltérést is észleltiink a korabbi
megfigyelésekt6l. A peanut agglutinint és a laktoferrint hasznaltuk, mint zoéna
specifikus antigének. A funkciondlis markerek koziil a PSA és a prosztatikus savanyu
foszfatdz is a prosztata epitheliuméban azonos mddon expresszalodott, mig a vesicula
seminalisban nem mutatott expresszidt. A centralis zona tobb szempontbdl is a vesicula
seminalishoz hasonlit, amit a két struktira azonos, Wolff-cs6 eredete magyarazhat.
Ezzel is magyardzhat6 a két teriilet alacsony fogékonysaga adenocarcinomara. A
mesenchymalis markerek expressziojaban lényeges kiilonbséget nem észleltiink a zonak
kozott. A periférids és a tranziciondlis zona epitheliumat nagyon hasonlonak talaltuk
vizsgalatunkban. A luminalis és bazalis sejtek aranya, proliferacios és apoptozis indexek
alapjan a két zona nem kiilonbozik egymastol. A két zondban megfigyelhetd magasabb
sejtmegujulas (,,turnover”) lehet az alapja a betegségek gyakoribb eléfordulasanak. A
zonak epitheliumaban a neuroendokrin sejtek is eltéréen fordultak elé. A vesicula
seminalisban nem talaltunk neuroendokrin sejtet, a centralis zonéban pedig kevesebbet,
mint a prosztata masik két zonajaban. A prosztata zonai eltéréseinek vizsgalata fontos a
mirigy pontos miikddésének megismeréséhez. A zonak és a vesicula seminalis tovabbi

vizsgélata a prosztata betegségeinek pontosabb megértéséhez adhat alapot.
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10. Summary

Mens’ health problems occur most frequently in the prostate. Understanding of
function and development of prostate is crucial in accurate understanding of prostatic
diseases. The prostate cancer and the benign prostatic hyperplasia (BPH) are the most
common diseases of the prostate. The prostate consists of three glandular zones and an
anterior fibromuscular stroma. Disease susceptibility of these areas are different.
Prostate cancers arise in the peripheral zone while benign prostatic hyperplasia occurs in
the transition zone. The prostate epithelium contains three types of cells, namely
luminal, basal and neuroendocrine cells. The differentiation of these cells and the
differences in cell differentiation between the zones are not well understood in details so
far. In our study we examined fenotypic, cell kinetic and zone specific markers of these
three cell types. Citokeratin 5, 14, 17, 19 and CD44 expression were used to identify the
cells at different levels of differentiation. No differences of cell differentiation between
the zones were found, while the seminal vesicles were significantly different from the
prostate regarding the numbers of differentiated cells. Similarly to previous published
date we could reproduce numerous immunohistochemical staining, although some of
our results slightly differed from earlier observations. Peanut agglutinin and lactoferrin
were used to identify the McNeal’s zones. The functional markers as the prostate
specific antigen and the prostatic acid phosphatase expressed similarly in the
epithelium, while no expression was seen in the seminal vesicles. The central zone is
very similar to the seminal vesicle which can be explained by the presumed common
Wolffian origin of these two structures. This may explain the low cancer incidence in
these two areas. The mesenchymal markers showed no differences between the zones
examined. The peripheral and the transitional zone epithelium is very similar in our
observations. No difference was seen between these two zones regarding the rate of
luminal and basal cell, proliferation and apoptotic indices. The high turnover rate of the
peripheral and transition zones may be responsible for the higher proliferative disease
incidence in these zones. Neuroendocrine (NE) cells were not present in the seminal
vesicles, and low NE cell number was detected in the cenral zone. Further study of
prostatic zones and the seminal vesicles is important to understand the function and

diseaseses of these organs.
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13. Koszonetnyilvanitas

Munkam sordn szamos kivalé professzorral, kutatoval, klinikussal ¢és
szakemberrel taldlkoztam, akiknek eltokéltsége, szakma ¢€s hivatds irdnti szeretete €s
odaaddasa mindig is lenyligozott és munkdm soran inspiralt. Ezaton is kdszondom
Onoknek és Nektek, hogy tdmogattatok, erdt adtatok. Az alabbiakban a fentiek koziil
néhanyat név szerint is szeretnék kiemelni, ami természetesen nem jelenti azt, hogy a
tobbieknek nem vagyok halés.

Elészor is koszonetemet kell kifejeznem prof. Romics Imrének, aki 2001-ben az
Europai Urologus Tarsasag (EAU) 6sztondij programjanak birald bizottsagi tagjaként
elésegitette, hogy 2002-2003-ban egy évet a londoni UCL egyetem prosztatarak kutatasi
laboratoriuméban tolthessek. Professzor Ur a késébbickben is szamtalanszor segitette
Onzetleniil karrierem alakuldsat és tdmogatott doktori munkam elkészitésében.

Koszonet illeti dr. Nyirddy Péter tandr Ur segitségét is, aki témavezetOként
hasznos gyakorlati tanacsokkal latott el. Halas vagyok Péternek azért is, mert eddigi
urologus palyafutdsom alatt mindig figyelemmel kisérte szakmai fejlodésemet és
0sztonzott a tovabbi eldrehaladésra.

Tudoméanyos munkdm elvégzésében eléviilhetetlen érdemei vannak dr. Szdoke
Barnabés ¢és dr. Sziics Miklos féorvos uraknak, akik uroldgiai klinikai munkam mellett
lehetdséget biztositottak az elméleti tudomanyos munka elvégzésére.

Koszonetemet fejezem ki prof. John Mastersnek és David Hudsonnak, és a
laboratorium Osszes munkatarsanak, hogy segitettek elmélyedni a prosztata
alapkutatasok rejtelmeiben.

A Kenézy Korhaz Urologia Osztalyan dolgozo6 orvos kollégaimat is hala illeti,
amiért a kutatd munkam soran elviselték tavollétemet, és ezzel, ha attételesen is, de
lehetdvé tették, hogy tudomany iranti érdeklédésemet kié¢lhessem.

Végiil, de nem utols6 sorban kdszonom feleségemnek, Juditnak, lanyomnak,
Rékanak és fiamnak, Olivérnek és sziileimnek a kitartd tdmogatast €s tiirelmet, mellyel

egy nyugodt otthont biztositanak szdmomra.
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