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1 UvVOoD

Karcinom prostaty je nejcastéj§im malignim nadorem urogenitalniho
systému a tvofi asi 15% vSech malignich nadord u muzid nad 50 let.
V laboratorni diagnostice ma zatim nezastupitelnou roli vySetfeni prostatického
specifického antigenu (PSA) a volného prostatického specifického antigenu (f
PSA) a parametr( z nich odvozenych. V poslednich letech se vSak vedou velké
diskuze o jejich vyuZziti v screeningu karcinomu prostaty.

PSA je tkanové specificky, ale jeho hodnotu koncentrace zvySuji néktera
jind onemocnéni prostaty.

Velice dllezita je také standardizace analytickych a klinickych postupt. Vliv
typu biologického materialu (sérum — plazma) na vySetieni PSA a fPSA je
tématem experimentalni ¢asti této bakalarské prace.

Aplikace mikroanalytickych technologii DNA a proteomiky otevirA moZnosti

rozliSit pomalu rostouci a agresivni nadory pomoci molekularnich ,otisk(“.



2 CIL PRACE

Cilem této bakalarské prace je podat, pokud mozno, ucelenou informaci o
karcinomu prostaty - od histologie, epidemiologie, etiologie az po laboratorni
vySetfeni PSA, fPSA a vypocty z nich odvozené. Chceme upozornit na néktera

uskali v interpretaci vysledkl PSA, zejména:

» zavislost hladiny PSA na véku pacienta
pomér fPSA/PSA

Y

» stanoveni cut off hodnoty, ktera nastavi pomér mezi specificitou a

senzitivitou

Uvedeme také nékteré nové poznatky z oblasti molekularniho vyzkumu

karcinomu prostaty a biochemické markery souvisejici s touto problematikou.

V experimentalni ¢asti se zaméfime na vySetfeni koncentrace PSA a fPSA
v krvi srazlivé (sérum) i v krvi nesrazlivé (plazma) a porovnani rozdili. Oba

druhy krve pfichazeji do laboratofe ke zpracovani.



3 SOUHRN

Karcinom prostaty patfi mezi nejCastéji se vyskytujici zhoubné nadory
v urologii a z epidemiologického hlediska patfi dokonce na samy vrchol co do
Cetnosti vyskytu.

Tato prace podava ucelenou informaci o prostaté, jeji stavbé, funkci a je
zaméfena zejména na patologii — karcinom prostaty (CaP) a jeho laboratorni
diagnostiku.

Prostaticky specificky antigen (PSA) a jeho odvozené parametry (PSA
velocita - PSA-V - rust koncentrace PSA/rok, PSA doubling time - PSA-DT -
doba ke zdvojnasobeni koncentrace, vékové specificky PSA, index volny
PSA/PSA) mohou vyznamné pfispivat k diferencialni diagnostice CaP.

Uziti krevniho testu PSA k zachytu karcinomu prostaty se musi hodnotit s
rozvahou. Jedno vySetfeni PSA, pokud je jeho hodnota nizSi nez 4,0ng/ml,
tento karcinom nevylu€uje. Je vhodné vyuzivat poméru fPSA/PSA, PSA-V,
eventualné PSA DT. VySetfeni by se mélo nejméné jednou za rok opakovat, a
pokud dojde k jeho zvy$eni o 0,5 ng/ml/rok, je indikovana biopsie prostaty.*

Méreni volné frakce (fPSA) je vhodné k odliSeni mezi CaP a benigni
hyperplazii prostaty (BPH) pfi nizkych a stfedné zvySenych hodnotach PSA
(obvykle 2,5 — 10,0 ng/ml). Pomér mezi ft PSA menSi nez 20 % je jasnou
indikaci k biopsii prostaty, nebot pfredstavuje vyrazné vysSi riziko karcinomu
prostaty.

Rozdily hladin PSA i fPSA v krvi srazlivé (sérum) a nesrazlive (plazma)
jsou uvedeny v experimentalni ¢asti této prace.

Nemala ¢ast je vénovana nejnovéjSim poznatkim v laboratorni
diagnostice CaP. Aplikace mikroanalytickych technologii DNA a proteomiky
otevira moznosti rozliSit pomalu rostouci a agresivni nadory pomoci
molekularnich ,otiskd“. S vyuzitim nové molekularné biologické metody byl
objeven onkogen, ktery se vyskytuje u vétSiny CaP, a objasnén je i
mechanismus jeho vzniku translokaci promotorové oblasti TMPRSS2 genu do
lokusu rodiny transkrip&nich faktorll ETS. Aktivator transkripce STAT5 byl
identifikovan jako dualezity faktor pro preziti bunék CaP. Znaény pokrok byl také
ucinén ve vysvétleni ulohy epigenetickych faktord pro genezi CaP. Zatim



nevyrazné vysledky pfineslo hledani lokust zodpovédnych za dédi¢nou formu
tohoto onemocnéni.

Byla uvedena témér stovka markeru, které by mohly byt pouzitelné pro
diagnostiku CaP. Pro tuto praci jsou vybrany nékteré z nich (kallikrein hK2,
kallikrein hK11, prostaticky antigen kmenovych bunék, prostaticky specificky
membranovy antigen, telomerazova reverzni transkriptdza, chromogranin A).
Sledovani markerd CaP v moci se rovnéz vénuje znacné Usili a bylo testovano
vice nez 20 ruznych markeru, ale rozsah studii je dosud maly. ZvySuje se
vyznam technik umoznujicich detekci a charakterizaci cirkulujicich nadorovych

bunék.



4  SUMMARY

Prostate carcinoma belongs to most frequently occurred and from an
epidermiological point of view it even should be placed to the very top place
because of its occurrence frequency.

This dissertation gives coherent information on prostate - about its
structure, function - and it is mainly aimed at pathology, at prostate carcinoma
and its laboratorial diagnosis.

Prostate specific antigen (PSA) and its derived parameters (PSA velocity —
PSA -V, PSA concentration growth per year, PSA doubling time — PSA — DT —
a time for doubling the concentration, PSA specific for a given age, free index
PSA/PSA) may contribute significantly to CaP diagnosis differentiation.

Using the PSA blood test for intercepting prostate carcinoma must be
analyzed with composure. One PSA examination, whether its level is lower than
4,0ng/ml, doesn’t exclude this carcinoma. It is appropriate to use proportion
fPSA / PSA, PSA -V, eventually PSA DT. The examination should be repeated
at least once a year, and if its values will increase for 0,5 ng/ml/yr, a prostate
biopsy is being indicated.

A free fraction (fPSA) measuring is necessary for differentiation between
CaP and benign prostate hyperplasia (BPH) at low and middle increased PSA
values (usually 2,5 — 10,00 ng/ml). The proportion between f/t PSA being lower
than 20 % is a clear indication of prostate biopsy, because it poses a hugely
higher risk of prostate carcinoma.

Both PSA and fPSA level remainders, coaguable in blood (serum) and
incoaguable (plasma), are mentioned in the experimental part of the
dissertation.

A considerable part is given to the newest knowledge in CaP laboratory
diagnosis. By DNA micro - analytical and by proteomicals there is being
opened an opportunity to differentiate slowly growing and aggressive tumors by
using the molecular "prints”. The oncogen, which occurs at the majority of CaPs
has been developed, by using a new molecular — biological method. Even the
mechanisms of its incipiency by a translocation of promoter area TMPRSS2 of

gene into locus family of the ETS transcript factors are explained. Activator of



STATS transcription has been identified as an important factor for CaP cells
survival. A considerable process has also been made in explanation of what
task does the epigenetic factor have for CaP genesis. Searching for locuses
responsible for transmissive form of this iliness hasn't so far brought noticeable
results.

Almost a hundred markers that should be used for CaP diagnosis has
been mentioned. For this dissertation are chosen some of them (kallikrein hK2,
kallikrein hK11, stem cells prostate antigen, specific prostate membrane
antigen, telomerase reverse transcriptase, chromogranin A). A considerable
effort is also given to observing CaP markers in urine. More than 20 markers
have so far been tested, but the extant of these studies is not large. The
importance of techniques enabling detection and characterization of the

circulating tumoral cells is growing.



5 TEORETICKA CAST

5.1 Prostata

Prostata (pfedstojna Zlaza) je pfidatna pohlavni Zlaza, jejiz sekret je
soucasti ejakulatu a zvySuje zivotaschopnost spermii. Prostata zdravého muze
je velka asi jako vlaSsky ofech, je umisténa pod moCovym méchyfem (obr. 1)
jako prstenec obkruzuje moc€ovou trubici. Je vklinéna do prostoru mezi stydkou
kosti a koneCnikem — faktu, Ze se dotyka stény konecniku a je tak pomérné

snadno dostupna, se vyuziva pfi rektalnim vysSetfeni prostaty.

Obrazek €.1: Nakres prostaty

1.- prostata

2.- mocova trubice
3.- varle

4.- semenny vacek
5.- konec¢nik

6.- mizni uzliny




5.1.1 Funkce

Zakladni funkci prostatickych Zlazek. je vyluCovat sekret, ktery se pfi
ejakulaci misi se spermiemi a tvofi 10-30% ejakulatu. Sekret sam o sobé je
bezbarva nebo slabé opaleskujici tekutina, se slabé kyselou reakci (pH 6,4). Ma
typicky zdpach. Obsahuje bilkoviny (u ¢lovéka méné nez 1% objemu), hlavné
imunoglobuliny, kyselou fosfatdzu, proteazy a prostaticky specificky antigen
(PSA), dale nachazime polyaminy spermin a spermidin, prostaglandiny,

kyselinu citronovou a zinek.

Kazda z téchto slozek néjakym zplsobem umoznuje nebo zvySuje Sanci
na oplodnéni. Protedzy a prostaticky specificky antigen udrZuji sperma
dostateCné fidké, spermin a spermidin zvySuji pohyblivost spermii,
prostaglandiny stimuluji svalovinu délohy, kyselina citrénova ve formé citratl

slouzi jako pufr.

Zinek ovliviiuje metabolismus testosteronu v predstojné Zlaze. Jako
vS§echny pridatné pohlavni zlazy, i prostata potfebuje ke svému rlstu a spravné
funkci vliv androgenu, tedy muzskych pohlavnich hormon(, z nich hlavné

testosteronu. Bez nich produkce sekretu ustava a Zlaza ¢asem involuje.

5.1.2 Stavba

Prostata je svalové-Zlaznaty organ (obr.1,2), tvofeny 30-50
tuboalveolarnimi Zlazkami, obklopenymi hladkou svalovinou a vazivovym
stromatem. Vyvody Zlazek usti kolem semenného hrbolku do moc€ové trubice.
Na povrchu je kryta vazivovou kapsulou, ktera je opfedena siti cév a nervu.

U lidi se, z anatomického hlediska, prostata sklada z péti laloku: pravého,
levého, pfedniho, zadniho a stfedniho. V pribéhu Zzivota sristaji a v dospélosti
jiz zcela splynou. V urologické praxi se proto pouziva rozdéleni prostaty podle

McNeala na tfi zény:
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Periferni zéna:

Zahrnuje tu Cast prostaty, ktera obklopuje distalni ¢ast mocCoveé trubice,
epitel zlazek pochazi z urogenitalniho sinu. Periferni zéna je nejvétsi, tvofi asi
65% predstojné zlazy. V periferni zo6né také vznika nejvétsi procento karcinoma

prostaty, az 70%.

Centralni (vnitini) zéna:
Je Cast prostaty, ktera se nachazi kolem ejakulacnich vyvodu. Epitel jejich
Zlazek pochazi z urogenitalniho sinu i z Wolffova vyvodu. Tvofi 25% objemu

prostaty a vznika v ni asi ¢tvrtina vSech karcinomu prostaty.

Tranzitorni (prechodna) zéna:

Je nejmenSi ¢ast, ktera tvofi jen 5% predstojné Zzlazy. Obklopuje
proximalni ¢ast mocové trubice. Ve vyS8Sim véku mulze byt mistem vzniku
benigni hyperplazie prostaty. U starSich muzd (i samcu dalSich savcl) se nékdy
uvnitf vyvodd hromadi kalcifikovany material (corpora amylacea). MUze ucpavat

vyvody a stava se také soudasti ejakulatu.?

5.1.3 Onemocnéni

» Zanét prostaty (prostatitis)
» Benigni hyperplazie prostaty ( BHP )

> Nadoroveé léze

5.1.3.1 Zanétliva onemocnéni prostaty

Je mozné rozdélit na:

- akutni infekeni prostatitis

- chronicka infekéni prostatitis
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- chronicka neinfekéni prostatitis, kterd je zahrnuta pod pojmem Chronic

Pelvic Pain Syndrome. Ta se dale déli:

a) zanétliva neinfekCéni prostatitis (jsou-li pfitomny bilé krvinky v
prostatickém sekretu nebo v moci)
b) nezanétliva neinfekéni prostatitis (nejsou-li pfitomny bilé krvinky v

prostatickém sekretu nebo v moci)

Z tohoto pomérné slozitého vyctu rlznych druh( zanétu prostaty si Ize

dobfe predstavit, jak pestré mohou byt projevy takového onemocnéni.

5.1.3.2 Benigni hyperplazie prostaty (BHP)

BHP je nezhoubné zbytnéni tkané, které zaclina v pfechodové zoéné
prostaty. Tato zona tésné& obkruzuje uretru a pfi jejim zbythovani na ni tlaci,

narusuje vytok moci z mo¢ového méchyre a je pfic¢inou obtézZujicich pfiznaku.

Benigni prostaticka hyperplazie postihuje vétSinu muzl, pokud maiji
normalni endokrinni funkci varlat a ziji dostatecné dlouho. Jeji riziko za€ina od
40. roku Zivota, v 5 decenniu ji Ize o¢ekavat u 20 % muzu, v 6. decenniu u 60 %
a v 7. decenniu u 70 % muzl, pouze asi 25 % z nich v8ak potiebuje IéCbu. Do
zaCatku devadesatych let bylo jedinou lé€ebnou alternativou pouhé sledovani

nebo operaéni 1é&ba.?

5.1.3.3 Nadorové léze
Déleni:

» Prostaticka intraepitelialni neoplazie

(intraduktalni dysplazie, velkoacinarni atypicka hyperplazie, atypicka

12



primérni hyperplazie, hyperplazie s malignimi zménami, dukto-

acinérni dysplazie)

» Adenokarcinom prostaty (AKP) — nejcastéji se vyskytujici

» Dalsi epitelové nadory

» SmiSené nadory prostaty

» DalSi primarni nadory prostaty, metastazy do prostaty

5.2 Etiologie karcinomu prostaty

Pfi vzniku onemocnéni se podili fada faktoru:

5.2.1 Hormonalni vlivy

Plsobeni dihydroandrosteronu, ktery stimuluje produkci ristovych faktor(

s parakrinnimi a autokrinnimi vlivy.

5.2.2 Geneticke vlivy

Rodinna (familialni) forma CaP predstavuje podle nékterych zdroju asi
10 — 20 % a dédi¢na forma jen asi 5 — 10 % vSech pfipadl karcinomu prostaty
v populaci.* Cast rodinnych vyskytt CaP Ize totiZ vysvétlit rodinnymi navyky,
stravou, koufenim a vlivem prostfedi. Familidlni vyskyt CaP lze také jen
obtizné odlisit od sporadického, vyvolaného citlivymi geny. Riziko onemocnéni
zpusobeného nachylnymi geny je podstatné vyS$Si v kombinaci s u€inkem
potravy a Zivotniho prostredi.

Dédiéna forma CaP je pravdépodobné zplsobena vzacnymi alelami

gendq, které jsou v sou€asnosti predmétem intenzivniho genetického mapovani.
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Pfenos vlastnosti charakteristickych pro nadorovou buriku na dalsi
generace bunék rostouciho nadoru je podle naSich sou€asnych znalosti mozny

pouze dvéma zpusoby: geneticky nebo epigeneticky.

5.2.2.1 Genetické zmény

V pfipadé genetické zmény muzeme predpokladat dva mozné pripady.
Zména zdédéna po rodicich, kitera se vyskytuje ve vSech bunkach jedince
(napf. polymorfismus spojeny se zvySenym rizikem CaP), nebo geneticka
zmeéna, ktera nastala pouze v jedné bunce postizeného organu (somaticka
geneticka zména), vede ke vzniku nadoru nebo prenadorovych bunék.
V redlné situaci dochazi patrné ke kombinaci vSech téchto zplsobl
pfenosu informace, protoZe genetickych a epigenetickych zmén nutnych pro
vznik nadorového fenotypu je vzdy cela fada a vzdjemné se podmifuji a
dopliuji.
nadorové bunky je vznik onkogenu z protoonkogenu. Protoonkogeny jsou
normalni soucasti bunéénych regulacnich kaskad a signal k proliferaci buriky
davaji pouze v citlivé zavislosti na podnéty pfichazejici z okoli buriky. Jejich
mutace vSak mlze vést k tomu, Ze zacnou davat silny, nekontrolovatelny signal
vedouci k proliferaci bufiky. Pokud v dasledku dalSich mutaci selzou i ostatni
kontrolni mechanismy (apoptéza, antionkogeny aj.), zacCne burika

nekontrolované proliferovat.

5.2.2.2 Epigenetické zmény

Epigenetické zmény jsou definovany jako déditelné zmény genové
exprese pri nezménéné DNA sekvenci.

VétSina genl, které bunka obsahuje, je v dané chvili nepouzivana a je
organizovana ve vysoce kondenzované formé. Skupiny nepouzivanych genu
jsou zkrouceny do superSroubovice a navinuty na histony. V pfesné urCenych
mistech jsou pak upevnény na leSeni bunéfného jadra. Pokud ma byt néjaky

dosud nepouzivany gen aktivovany, musi dojit ke zménam usporadani, které
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vedou k rozvolnéni dané klicky DNA a tim k uvolnéni pfistupu molekulam, které
reguluji a provadéji transkripci. Tyto zmény zahrnuji mimo jiné zmény metylace
DNA a také rizné modifikace histon(. Oba tyto epigenetické mechanismy ¢asto
kooperuji a méni Sablonu genové exprese. Po pfipadném rozdéleni buriky je
pak dany vzor sdilen obéma dcefinymi bunkami, a pfedstavuje tak formu
dédéné informace, ktera neni pfimo zahrnuta v primarnim kédu DNA.
Mechanismus, vedouci k epigenetickym zménam v nadorové burnice,
neni doposud pIné objasnén, a neni jasné ani to, jestli jsou epigenetické
zmény nasledkem nebo pfi€¢inou kancerogeneze. Evidentné vSak hraji

v procesu kancerogeneze dulezitou roli.

5.2.3 Dietetické vlivy

Dietetické zvyklosti maji pravdépodobné velky podil na vzniku CaP Jsou
velké mezinarodni rozdily vincidenci CaP, nezavislé na dédi¢nych
predpokladech. Incidence u narodnosti se méni po prestéhovani!

Rust incidence dobfe koreluje s adaptaci na potravni zvyklosti nové zemé:

—v Ciné je velmi nizka incidence (1,3 na 100 000)
—u Cinanti v Honkongu 5x vy3ssi

—u Cifant v USA 16x vys§i°

5.2.4 Profesiondlni vlivy

Radioaktivni zafeni, herbicidy a pesticidy a nékteré tézké kovy. Jejich
karcenogenita nebyla jednoznacné prokazana, zfejmé hraje vyznamnou roli

délka a intenzita expozice.
5.2.5 Sexudlni aktivita

Klesd vék muzl =zahajujicich pohlavni Zivot, zvétSilo se spektrum

pohlavnich chorob, stoupla promiskuita.
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5.3 Histologie

Histologicky vzhled AKP se liSi podle gradu. Obecné plati, ze AKP je
tvofen malymi nahlou¢enymi Zlazkami, které jsou relativné uniformni. Vzdy je
nutné vénovat pozornost zlazkam, které se vyrazné liSi od svého okoli. Nékdy
vytvari glomeruloidni struktury. Dale je nutné zaméfit se na invazi suspektnich
Zlazek. Podezfelé jsou zlazky infiltrujici mezi jednoznacné benigni zlazky, dale
glandularni struktury tvofici pruhy, splyvajici ve vétsi celky €i naopak jednotlivé
buriky mezi normalni prostatickou tkani. Vzdy je vysoce suspektni, nepodafi-li
se prokazat basalni vrstvu bunék. OvSem je nutné si uvédomit, ze u fady

dalSich afekci je bazalni vrstva nesouvisla.

Z cytologickych charakteristik je nutné vénovat pozornost burkam
s jadernou polymorfii, napadnymi jadérky a mitézami. Dale pro diagn6zu
karcinomu hovofi nalez bunék s vyrazné odliSnou cytoplazmou, néz v okolnich
benignich Zlazkach, dale bunék s amfofilni a vodojasnou cytoplazmou. V lumen
Zlazek AKP se nachazi modravy hlen, jemné vloCkovity rizovy material,

krystaloidy Ci nekroticka hmota.

Zcela bez diskuse AKP patfi v naSich zemépisnych Sifkach k velmi ¢astym
onemocnénim. AKP je velmi vzacny ve véku do 40 let, poté jeho incidence
zvolna vzrusta. V souCasné dobé probihaji diskuse o mozném zavedeni
screeningu AKP. Je pomérné velky rozpor mezi nalezy tzv. latentnich AKP
pii pitvach a vyskytem nadora s klinickou symptomatologii. Prevalence

v pitevnim materialu dosahuje az 80% u muzi v 9. dekadé.
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Obrézek €.2: Dobie diferencovany adenokarcinom prostaty

Obréazek €.3: Spatné diferencovany adenokarcinom prostaty
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5.3.1 Varianty prostatického adenokarcinomu

Prostaticky duktalni adenokarcinom (papilarni karcinom, endometroidni
karcinom, adenokarcinom s endometroidnimi rysy):

Tvofi cca 0,2-0,8% adenokarcinomt prostaty. Cast&ji se nachazi u
starSich muzd (primérny vék 65 let), pfiznakem byva hematurie a mocova
obstrukce &i nuceni na moceni, jen vzacné akutni retence moci. U pacientl
byvaji normalni hladiny PSA, pouze u pfipadl s kostnimi metastazami byva
hladina PSA .

Mucindzni adenokarcinom

Mucin Ize prokazat ve velkém poctu pfipadd AKP

Adenokarcinom z prstencitych bunék

Jde o velmi vzacny tumor

Sarkomatoidni (metaplasticky) karcinom (karcinosarkom)

Sarkomatoidni karcinom se vyskytuje u starSich muzi pod pfiznakem
urinarni obstrukce (maximum pfipadl ve vékovém rozmezi 67-71 let). V dobé
diagnoézy mize byt hladina PSA v séru normalni!

Progndza je velmi Spatna

Adenokarcinom s neuroendokrinnimi burikami (adenocarcinoma with

Paneth-like cells)

Basocelularni adenokarcinom (adenoidné basocelularni tumor, adenoid cyst-
like tumor, adenoidné cysticky karcinom)

Klinické pfiznaky nevybocCuji z béZzného ramce AKP. Vyskytuje se u
pacientd v pomérné Sirokém vékovém rozpéti (28-72 let, pramér 50 let).

Obvykle, oproti klasickému AKP, nebyvaji zvySené hladiny sérového PSA.
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Adenokarcinom s onkocytarnimi rysy

Karcinom podobny lymfoepiteliomu (lymfoepiteliom, lymphoepithelioma-like

carcinoma, medulérni karcinom)

Kribriformni adenokarcinom

Komedokarcinom

Jde o Spatné diferencovanou variantu acinarniho AKP

Dlazdicobunéény a adenosquamoézni karcinom

V prostaté jde o velmi vzacné nadory, které tvofi méné nez 0,5%
malignich nador( prostaty.

Biologické chovani tumoru, zejména dlazdicobunécéného, je agresivni.

5.3.2 Prognostické faktory prostatického adenokarcinomu:

Prognostické faktory prostatického adenokarcinomu Ize rozdélit do 3

hlavnich skupin (podle Bostwicka a kol., 2000).

Kategorie zahrnuje faktory, které jsou dobre dokumentovany a casto

pouzivany:

» Sérova hladina PSA
» Gleason grade

» Patologicky staging
» Chirurgické okraje
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Kategorie zahrnuje faktory, jejichZz prinos je prozatim slibny, ovsem

neovéreny na velké sérii pozorovani:

» DNA ploidy
» Objem nadorové hmoty v radikalni prostatektomii
» Objem karcinomu v jehlové punkéni biopsii

» Histologicky podtyp

Kategorie zahrnuje faktory, jejichZz vyznam je prozatim nejasny:

» Perineuralni propagace
Mikrometastazy v lymfatickych uzlinach
“Kulovity* tvar jader

Chromatinovy vzor

Mitotické figury

MIB-1

PCNA

Apoptoticky index

Frakce PSA

Androgenni receptory

Neuroendokrinni diferenciace

Human glandular kallikrein 2
Prostaticky specificky membranovy antigen
Densita mikrovaskulatury

Integriny

TGF-beta

YV V.V V V V V V V V V V V V V

5.3.3 Staging a grading ADK

Staging ADK 1997:
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Primarni tumor - klinicka klasifikace (T)

TX [primarni tumor nemU(ze byt posouzen

TO [primarni tumor neni detekovan

T1 |klinicky nedetekovatelny tumor (nepalpovatelny a nezobrazitelny

Zadnou metodou)

Tla |tumor je nalezen nahodné histologicky a tvofi méné nez
5% tkané

T1lb |tumor je nalezen nahodné histologicky a tvofi vice nez
5% tkané

T1lc |Tumor byl nalezen v punkéni biopsii

T2 |[tumor pfitomen pouze v prostaté

T2a |tumor infiltruje jeden lalok

T2b |tumor infiltruje oba laloky

T3 |[tumor pferlsta pouzdro prostaty

T3a |tumor prerlsta pfes pouzdro

T3b |tumor roste do semennych vacki

T4 |Tumor je fixovan &i infiltruje dalSi okolni struktury (kromé
semennych vacku): kréek mocového méchyre, externi sfinkter,

rectum, mm. levatores, a/nebo sténu panevni.

Primarni tumor - patologicka klasifikace (pT)

pT2|tumor omezen na prostatu

pT2a|infiltrace 1 laloku

pT2b|infiltrace obou laloku

pT3|extenze mimo prostatu

pT3a|tumor roste pfes pouzdro prostaty

pT3b|invaze do semennych vacku

pT4 |invaze do mocového méchyfe a rekta
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Regionalni lymfatické uzliny (A)

NX |regionalni lymfatické uzliny nemohou byt posouzeny

NO |bez metastaz v regionalnich uzlinach

N1 |[metastaza ¢i metastazy v regiondlnich lymfatickych uzlinach

Vzdalené metastazy (M)

MX |vzdalené metastazy nemohou byt posouzeny

MO |bez vzdalenych metastaz

M1 |vzdalené metastazy

M1la |lymfaticka uzlina (kromé regionalnich)

M1b |kost

M1c |(jiné lokalizace

Grading:
G1 dobfe diferencovany tumor, Gleason skore 2-4
G2 stfedné diferencovany tumor, Gleason skore 5-6
G3 stfedné az $patne diferencovany tumor, Gleason skore 7
G4 Spatné diferencovany tumor, Gleason skore 8-10°

5.3.4 Epidemiologie

Karcinom prostaty patfi mezi nejCastéji se vyskytujici zhoubné nadory
v urologii a z epidemiologického hlediska patfi dokonce na samy vrchol co do
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Cetnosti vyskytu. V USA predstavuje druhou nejCastéjsi pfi¢inu amrti muzd na
zhoubny nador.”

V Ceské republice také stoupa incidence tohoto onemocnéni (graf &.1) :

Graf ¢.1: Incidence karcinomu prostaty v CR — od roku 1977 do 2004

C61L - ZH predstojné Zlazy - prostaty, nuzi

index ristu incidence k rokuw 1977
3800
fCIn Tl
2800
2000
2 1R00

1000

e

S LELEFIEESFFSEESFSIEEEFSELSSESS

ata: W=H3228 http S A evod .oz Zdroj dat: 0z1s
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Analyzovan

PfestoZe dochazi k rdstu incidence, mortalita se vyraznéji neméni (graf €.2):
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Graf ¢.2: Incidence a mortalita karcinomu prostaty v CR — vyvoj v éase

C61L = ZH predstojné zlazy - prostaty, nuzZi
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Tato skuteCnost je dana vysokym vé&kem nemocnych (graf &.3), trpicich

fadou dalSich onemocnéni, ktera je usmrti dfive nez karcinom.

Graf &.3: Incidence karcinomu prostaty v CR — dle véku8
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5.4 Fyzikalni diagnostika a dalSi diagnostické metody

5.4.1 Fyzikalni diagnostika

VySetfeni zaméfené na palpaci per rectum. VysSetfeni by méli minimalné
1x ro€né podstoupit vSichni muzi starSi 50 let v ramci preventivni onkologické
prohlidky. Hodnoti se velikost, symetrie, ohrani€eni, povrch, palpacni citlivost a

konzistence prostaty.

5.4.2 DalSi diagnostické metody

» Ultrazvukové vySetieni
» Rentgenové vysSetfeni

» Urodynamické vysetreni

5.5 Laboratorni diagnostika

PFestoze se v CR dosud neprovadi standardizovany screening karcinomu
prostaty (CaP), je toto onemocnéni druhou nejcastéjsi malignitou u muzi nad
50 let. Jednou z moznosti vyhledavani ¢asnych stadii CaP je vySetfeni PSA
(prostaticky specificky antigen). Hodnotu celkového PSA je vhodné hodnotit v
kontextu vékové specifického PSA, doplnit vyuzitim poméru PSA volné (free) /
PSA celkové (total) = fPSA/PSA, PSA velocita = PSA-V eventualné PSA
doubling time = PSA-DT.

5.5.1 Co jeto viastné PSA?

Antigen prostaty (PSA nebo také tPSA=total PSA), poprvé identifikovany a
popsany Wabgem a kol. v roce 1979, je glykoproteinovy monomer vykazujici

proteazovou aktivitu. lzoelektricky bod PSA je pfiblizné 6,9 a molekulova
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hmotnost pfiblizné 33-34 kDa a asi 10% hmotnosti pfedstavuji karbohydraty.

PSA je lokalizovan v cytoplazmé duktalniho epitelu prostaty a v
sekretech duktalniho lumina. ProtoZze PSA je sekreCnim proteinem, je mozné jej
odebrat a rafinovat jak z prostatickém tkané, tak ze semenné plazmy. PSA je
dale v mlécné, potni, periuretralni, analni zlaze a délozni sliznici. Zdroje mimo

prostatu produkuji malo PSA!®

Tabulka &.1: Distribuce PSA v séru:®

Distribuce PSA v séru
Zastoupeni [%])
Vazany na proteiny 60-95
Volny — enzymové inaktivni 92-40

5.5.2 K ¢emu slouzi PSA?

Bylo zjisténo, ze PSA je pfedevSim spojen s prostatickou tkani a zvySena
hladina PSA v séru byla indikovana u pacientl s rakovinou prostaty, benigni

hypertrofii prostaty a pfi zanétech pfilehlych tkani.

Mozné role PSA v patogenezi nadoru:

» PSA $tépi IGFBP-3 (insuline-like growth factor binding protein 3) a
uvolfiuje IGF-1 (insulin-like growth factor), ktery je rdstovym
faktorem CaP:

Inzulinu podobny rlstovy faktor 1 (IGF-1) zprostfedkuje pusobeni
rstového hormonu (GH) na bunky a tkané a ve fetalnim obdobi a v détstvi

vyznamné ovliviiuje vyvoj organizmu. Hromadi se vSak poznatky, které ukazuji i
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na jeho mozZnou souvislost se vznikem nadoru. Byly provedeny studie, pfi nichz
byly cilené vySetfeny vzorky krve, v minulosti odebrané lidem, ktefi posléze
onemocnéli karcinomem. Nékteré pochazely z obdobi az 14 let pfed objevenim
nadoru. Byla zjisténa vyznamna souvislost vysoké hladiny IGF-1 se vznikem
karcinomu prostaty, premenopauzalniho karcinomu prsu a karcinomu kolon.
Zdéa se, Ze IGF-1 se uplatiuje vyznamnéji, nez vétSina dosud znamych

rizikovych faktord. '

> Stépeni extracelularnich matrixovych glykoproteint (fibronectin,

laminin) usnadnuje vznik metastaz

» Aktivace plazminogenového aktivatoru urokindzového typu

usnadnuje vznik metastaz

» Proteolyticka modulace osteoblastl (podporuje metastazy do kosti)

» Antiangiogenni aktivity — potlaceni tvorby kapilar v diferencovaném

nadoru

Kombinace méreni PSA a ultrasonografického rektalniho vysetreni v
pripadé patologického nalezu muize predstavovat lepSi metodu zjisténi

rakoviny prostaty nez samotné rektalni vysetreni.

Stanoveni PSA ma pfi odhaleni rakoviny prostaty oproti digitalnimu
rektalnimu vySetfeni nebo ultrasonografii nékolik vyhod. Vysledek je
objektivni, vyjadreny kvantitativné a ziskany nezavisle na dovednostech
vysSetiujiciho. Zplisob vysSetreni je rovnéz pro pacienty pfrijatelnéjSi nez

jiné metody. ™

Stanoveni PSA je wuZiteCné pfi detekci metastatického nebo
pretrvavajiciho onemocnéni u pacientil po chirurgickém zakroku nebo
Iéébé rakoviny prostaty.'? Pretrvavajici zvy$ena hladina PSA po 1é&bé&, nebo

narlist koncentrace PSA vUéi stavu pred IéCbou, jsou znaky recidivy nebo
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residualniho onemocnéni. Proto je stanoveni PSA obecné akceptovano jako
pomiicka pfi pééi o pacienty.

5.5.3 Je PSA vhodné ke screeningu CaP?

Prestoze existuje fada protichidnych nazori na efektivnost aktivniho
vyhledavani karcinomu prostaty na podkladé zvySené hodnoty PSA, data
publikovana v posledni dobé efektivhost v€asné detekce karcinomu prostaty

dokazuji.*

Zastanci v€asné detekce CaP za vyuZziti PSA pfipominaji, ze léCitelny jen
pouze lokalizovany karcinom, kdy onemocnéni nepiekroCilo hranice prostaty.

Tedy v€asnou detekci muzeme snizit i mortalitu onemocnéni.

Bylo publikovano nékolik praci, které nam pomahaji Iépe pochopit rozvoj
progrese CaP. Johansson publikoval sérii studii, u kterych byl diagnostikovan
lokalizovany CaP v Orebro medical center ve Svédsku. Byly sledovany 2
skupiny muzli — muzi bez Ié¢by (watchful waiting, WW) a muzi s aktivni inicialni
léCbou. Zpocatku autofi zjistovali béhem 5 az 10 let sledovani jen velmi nizkou
mortalitu u muzd s lokalizovanym onemocnénim bez ohledu na to, zda bylo
pouzito aktivni IéEby nebo ne. AvSak po 21 letech sledovani se u 40 % pacientu
objevila progrese, u 17 % sledovanych byly zjistény metastazy a u 16 % byl
jako pfi¢ina umrti stanoven karcinom prostaty. Zavéry jejich studii tedy
predpokladaji prospéch z uziti PSA screeningu u muzu s lokalizovanym
karcinomem prostaty, u kterych je pravdépodobnost 15letého preziti.

Britska a skandinavska Skola upozornuji, ze vétSina karcinomu prostaty je
objevena jako nahodny pitevni nalez u muzl, ktefi pfed smrti neméli zadné
obtiZze. Propaguiji strategii ,watch and wait®, varuji pfed neuvazenou agresivni
lé€bou, ktera nezajistuje vysSi délku a kvalitu Zivota. V protikladu s tim zejména
Ameri¢ané zpochybnuji tuto vyCkavaci taktiku, upozornuji, ze aktivni pfistup
vedl ke 30%nimu vzestupu v€as zachycenych karcinom( prostaty, pocet
radikalnich prostatektomii stoupl v USA 10x... Je zfejmé, Ze karcinom prostaty
predstavuje heterogenni jednotku, ktera ma formy indolentni (nete¢né), na
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druhé strané formy vysoce virulentni (nebezpecné). Problém s odliSenim
spocCiva vtom, ze karcinom prostaty je v prevazné vétsiné klasifikovan na
zakladé klasické bunéfné morfologie provadéné pomoci bézné svételné
mikroskopie, misto metod molekularni patologie - genomové a proteomove

analyzy.

Ve screeningu brani nizky stupen standardizace — hodnoty vysledkd PSA
vySetfeni se liSi mezi jednotlivymi vyrobci az o stovky procent. Situaci nezlepsil
ani tzv. stanfordsky standard, ktery mél sjednotit jednotlivé vyrobce (matrice

bovinni sérum, PBS pufr, PSA ze seminarni tekutiny, nikoliv z krve...).

5.5.4 Jaké hodnoty PSA jsou suspektni pro CaP?

NejvétSim problémem pfi stanovovani sérové koncentrace PSA zlstava
definovat hranici — cut-off, nad kterou se hodnota PSA povazuje jiz za
zvysenou. Cim nize tuto hranici stanovime, tim vy$si senzitivity testu
dosahneme, avSak naopak za cenu nizké specifity. Pokud hranici pro
normalni hodnotu stanovime pfili§ vysoko, pak specifika vyrazné vzroste, avsak

na ukor senzitivity.

V roce 1991 Catalona doporudil uziti PSA jako screeningového testu. Jako
suspektni pro CaP byly uréeny hodnoty 4,0 ng/ml a vySSi. Posléze byla tato
spodni hodnota upravena na 2,5 ng/ml. Doporu€¢ované hodnoty PSA dle véku
ukazuje tabulka ¢.2.

Tabulka 2: Doporué¢ované hodnoty PSA dle véku u nas

Veék (let) Koncentrace PSA v séru (ng/ml)
40 - 49 0-25
50 -59 0-3,5
60 - 69 0-45
70-79 0-6,5
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Velice zajimavé jsou zavéry studie Thomsona v roce 2004 (graf &.4).° Na
podkladé jeho ziskanych dat byl prokazan karcinom prostaty i pfi velmi
nizkych hodnotach PSA az v 27 %%’ nelze povaZovat muZe s hladinou
PSA < 4 ng/ml nebo i < 2,5 ng/ml za muze s normalni hladinou PSA,
vylu€ujicim pfitomnost karcinomu prostaty. V této souvislosti bylo prokazéano, ze
pokud jejich PSA je vysSi nez jejich vékové stredni hodnota PSA, maji
zvySené riziko karcinomu prostaty. Cim v § 8 PSA tim se zvysuje
pravdépodobnost CaP a rovnéz to muize znamenat i vysSi agresivitu

karcinomu s dal$im nepfiznivym prabéhem.™

Graf €.4: Prevalence karcinomu prostaty a PSA
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Vékové stredni hodnoty doporu¢ovany v USA (NCCN - Practice
guidelines in oncology v. 2. 2005) jsou uvedeny v tabulce €.3:

Tabulka €.3: vékové stifedni hodnoty doporuc¢ované v USA

Vékova skupina Median PSA (ng/ml)
40-49 0,7
50-59 0,9
>60 1.4

Hledaly a hledaji se proto dalSi zpusoby, jak zvysit senzitivitu a specifiku

PSA vySetfeni a zpfesnit tak diagnostiku karcinomu prostaty.

5.5.5 Kinetika PSA a karcinom prostaty

Pfi uziti PSA jako markeru pro v€asnou detekci karcinomu jsou Casto
kladeny nésledujici otazky:

Lze na zakladé hodnoty PSA v individualnim pfipadé pfedpovédét vyvoj
karcinomu prostaty? Muze plazmaticka hladina PSA urcit dlouhodobé riziko
rakoviny prostaty? Komu provést biopsii prostaty ? Koho 1éCit? Lze predikovat
umrti na CaP pred radikalni terapii? Odpovédi na tyto otazky nam pfinasi uziti
kinetiky PSA v detekci karcinomu prostaty.

PSA velocita (PSA-V) predstavuje absolutni rychlost zmény PSA v Case.
Nejcastéji se uvadi v prabéhu jednoho roku. Dfive udavana hodnota PSAV 0,75
ng/ml/rok se stale snizuje. Nicméné tato hodnota PSA predikuje témér 25%
riziko progrese v prabéhu 3 let. Carter (2005) prokazal ve své studii s
medianem sledovani 15,4 let mezi prvnim a poslednim odbérem PSA, Ze pokud
je hodnota PSAV >0,16 ng/ml/rok, ma sledovany muz 8x vySS&i riziko amrti
na karcinom prostaty.
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PSA doubling time (PSA-DT) je Cas potfebny pro zdvojnasobeni hodnoty
PSA, muze rovnéz byt vyuzit pro v€asnou detekci, ale Castéji se pouziva v

monitoraci Uspésnosti IeCby.

5.5.6 Stanoveni Free PSA / celkové PSA (fPSA/PSA)

Co je fPSA?

Jak ukazuje obrazek ¢.3 fPSA ma nékolik isoforem:

Obrazek &.4: PSA isoformy™®

P 3

v  commnarsn

o 5 other *
BPSA proPSA free
PSA

BPSA = PSA isoform associated PSA-ACT = PSA bound to
with BPH a-1-antichymotrypsin
proPSA = precursor PSA PSA-API = PSA bound to
(-7, -4, -2 forms) a-1-protease inhibitor
* the clinical utility of these PSA-A2M = PSA bound to
isoforms is as yet not established a-2-macroglobulin

VétSina PSA pfitomného v séru je ve vazané formé na alfa-1-
antichymotrypsin. Jen malé mnozstvi je ve volné formé. Zjisténi, ze PSA
existuje v séru v nékolika ruznych molekularnich formach, a Zze

koncentrace a pomér téchto forem se liSi u malignich a benignich onemocnéni,
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reprezentuje dalSi vyznamny pokrok v diagnostice ¢asného karcinomu prostaty
a jeho odliSeni od benigni hyperplazie prostaty.

Pomér volny/celkovy prostaticky specificky antigen (f/t PSA) je u
pacienti s karcinomem prostaty signifikantné nizSi, nez u pacientu
s benigni hyperplazii prostaty. Ur€eni hrani¢ni hodnoty podilu volného PSA
pro klinickou praxi je komplikovano ¢asteCnou zavislosti podilu volného PSA na
véku pacienta, velikosti prostaty a koncentraci celkového PSA. Je nutné také
zduraznit, ze hrani¢ni hodnoty volného PSA se li§i , pokud jsou kombinovany
rizné metodiky vySetfeni volného a celkového PSA od rdznych vyrobcu.

VétSina evropskych autorl se kloni k niz8i referen¢ni hodnoté podilu
volného PSA s obvyklym pfistupem Kk jejimu vypoctu pfi zachovani pravidla
nutné 90 az 95 % specifiky (senzitivita je v8ak nizkda ). AvSak americti autofi
tvrdi, Ze hlavnim zajmem I|ékafe i nemocného v téchto pfipadech je
neopomenout indikovat Zadnou biopsii prostaty, ktera by mohla byt maligni,
tudiz prvotnim pozadavkem je vysoka , tj. 90 az 95 % senzitivita.

Catalona a Smith prokazali, Ze stanoveni volné frakce (f-PSA) pro hodnoty
PSA mezi 2,5 — 10 ng/ml snizi procento biopsii prostaty o 38% , pficemz je
stale zachyceno 90% vSech karcinom( prostaty. Jako rozhodujici hranici
povazovali 20% volného PSA.*%%

V nasledujici prospektivni multicentrické studii pak Catalona a kol.
doporucuji hrani¢ni hodnotu 25% volného PSA pro pacienty s koncentraci
PSA mezi 4,0 — 10,0 ng/ml a benignim palpacnim nalezem na prostaté, bez
ohledu na vék pacienta a velikost prostaty. Hrani¢ni hodnota 25% volného PSA
zachytila 95% pfipadd s karcinomem prostaty a zamezila provedeni 20%
zbyteénych biopsii.?* Stanoveni fit PSA ma svdj vyznam i u pacientd
s hodnotou sérové koncentrace PSA 2,5 —4,0 ng/ml a negativnim vySetfenim
per rektum.?

Vék, prostaticky objem a sérova koncentrace PSA jsou dulezitymi faktory,
které je nutno vzit vuavahu pfi volbé hraniéni hodnoty poméru fit PSA.
Oesterling a kol. uvadéji, ze sérové koncentrace vSech tfi molekularnich forem
PSA (volny, vazany a celkovy PSA ) jsou zavislé na véku pacienta.?® Stanoveni
poméru f/t PSA zvySuje specifiku PSA vysSetieni pro detekci karcinomu prostaty
a zaroven umoznuje eliminovat fadu zbyte€nych biopsii prostaty s negativnim

vySetfenim per rektum a hodnotami PSA 4,0 — 10,0 ng/ml.
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Pomér mezi f/t PSA menSi nez 20 % je jasnou indikaci k biopsii

prostaty, nebot’ predstavuje vyrazné vyssi riziko karcinomu prostaty.

Rovnéz rychlejSi snizeni poméru fit PSA pfeduruje vyS$sSi pravdépodobnost

progrese onemocnéni.

Nasledujici tabulka ¢.4 ukazuje statistickou past pfi interpretaci:

Tabulka &.4: Specificita a sensitivita pfi ftPSA®

Cut-off f/t PSA | Specifita  Sensitivita
13,1 % 95 % 49 %
16,3 % 90 % 63%
23,0 % 38% 90 %
25,9 % 26 % 95 %

5.5.7 Prfinos PSA pro diagnostikovani CaP

» PSA vynikajici pfi predikci kostnich metastaz:

- PSA < 10ng/ml — metastazy nepravdépodobné

- nicméné < 1% pacientl s normalnim PSA ma metastazy!

» PSA po Uspésné radikalni prostatektomii:

- po 3 tydnech neprokazatelné

- po 6 mésicich < 0,4ng/ml
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5.5.8 Jak tedy postupovat v diagnostice karcinomu prostaty ?

V USA je kupfikladu doporucovano zacCit s v€asnou detekci karcinomu
prostaty ve 40 letech. Pokud je sérova hladina PSA < 0,6ng/ml a vySetfeni per
rektum (DRE - digitalni rektalni vySetfeni) negativni, staCi nasledujici PSA
odebrat ve 45 letech. Pfi opakované negativité pak opakovat v 50 letech a poté
jiz kazdoro¢né. Ale pokud je PSA > 0,6ng/ml, je nezbyté nejméné jednou rocné
vySetieni DRE a PSA. Nalezneme-li hodnotu PSA v rozmezi 2,6 — 4,0ng/ml

anebo PSA-V > 0,5, je nezbytné zvaZovat moznost biopsie prostaty.**

Dle doporuceni National NCCN (comprehensive cancer network — practice
guidelines in oncology v. 2. 2005) je nejvhodnéjsi vyuzit PSA velocitu (PSA-
V).}213 To je rychlost narlistu sérové hladiny PSA za uréité obdobi, nejéastsji se
stanovuje za rok. Pro vysvétleni uvadi, Zze kazdy muz mize mit svou hladinu
PSA na rGzné urovni, ale teprve jeji narist o 0,5ng/ml/rok mUzZe znamenat
vyrazné riziko karcinomu prostaty. Nutno ovSem dodat, Ze odbér PSA musi byt
proveden nejméné po tfidenni sexualni abstinenci, pfesnéji ejakulaci. PSA ma

totiz v muzském téle za ukol zkapalnéni spermatu.

Pro kufaky, u kterych je statisticky vySSi vyskyt karcinomu prostaty, je
duleZité zjisténi, Ze tito maji nizsi hladiny PSA (o 0,1ng/ml).? Proto musi byt
jejich hladiny PSA posuzovany pfisnéji. Rovnéz tak i PSA u obéznich muzl je
vzhledem k jejich nizSi hladiné testosteronu nizsi, ale karcinom prostaty je u

nich CastéjSi a agresivnéjsi.

5.6 Nejnovéjsi poznatky v laboratorni diagnostice CaP —
molekularni podstata

Aplikace mikroanalytickych technologii DNA a proteomiky otevira moznosti

rozliSit pomalu rostouci a agresivni nadory pomoci molekularnich ,otisk(*“.
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5.6.1 Transkripcni faktory ERG nebo ETV1

Hledani specifického onkogenu zodpovédného za vznik nadorové bunky
bylo po fadu let v pfipadé karcinomu prostaty neuspésné. V roce 2005 vSak
byla publikovana prace, ktera by mohla byt zasadnim pralomem v této
problematice.?® Pomoci nové vyvinuté metody COPA (Cancer Outlier Profile
Analysis) bylo zjiSténo, Zze u vétSiny prostatickych nadori jsou silné
exprimovany transkripéni faktory ERG nebo ETV1 patfici do rodiny ETS
protein(.

Proteiny patfici do rodiny ETS transkripénich faktorl jsou silné evolu¢né
konzervované (vyskytuji se napfiklad i u Drosophily). Byly plvodné objeveny
vroce 1983 jako v-ets onkogen ve viru ptaCi leukémie E26. ETS proteiny
reguluji geny, které hraji roli v bunééné proliferaci, diferenciaci, hematopoéze,
apoptéze, angiogenezi, atd. Bylo identifikovano vice nez 200 cilovych genu
téchto faktorl, coz dobfe ilustruje jak rozsah jejich aktivit, tak i duleZitost téchto
proteinu pro buné&nou regulaci a kancerogenezi.

Tyto onkogeny jsou silné exprimovany v nékolika nadorovych bunécnych
liniich a v fadé pacientskych vzork( z lokalizovanych i metastatickych
prostatickych karcinomud. Ukazuje se, Ze pfiinou aktivace téchto onkogenu je
translokace promotoru pochazejiciho z genu TMPRSS2 (Trans membrane
serine 2 protease), ktery obsahuje element regulovany androgeny. Nej¢astéji
dochéazi k deleci proménlivého useku DNA mezi TMPRSS2 (lokus 21qg22.2)
a ERG (lokus 21g22.3) na stejném chromozomu. Typickym produktem fuzniho
genu jsou rizné varianty ERG onkogenu (nebo jen nékterych exonu ERG),
obvykle ve formé fuzniho proteinu sc&asti TMPRSS2. Jsou vysoce
exprimované. Obdobné vznikaji translokaci TMPRSS2 fuzni geny s ETV1
(lokus 7p21.2) nebo vzacné&ji s ETV4 (lokus 17g21) genu (asi 2 % karcinomut).?”

TMPRSS2 je jednim z 12 ¢lend rodiny transmembranové serinové
protedzy typu Il. Je exprimovana v normalni prostatické tkani a velmi silné
exprimovana v epitelu prostatického nadoru. Za normalnich okolnosti je to
transmembranova molekula. Pokud je aktivovana, doména s protedzovou
aktivitou je uvolnéna z bunécného povrchu do mezibunééného prostoru, kde
aktivuje napfiklad PAR — 2 (abnormal embrionic PARtitioning of cytoplasm)

receptor, ktery hraje dualezitou roli pfi vzniku metastaz. Exprese TMPRSS2 je
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regulovdna androgeny. Fakt Ze pfi fuzi s ETS proteiny hraje dulezitou roli
promotor regulovany androgeny, muze byt dulezité pfi hledani mechanismu
ucinku hormonalni terapie u karcinomu prostaty. Naopak zména vlastnosti
fuzniho proteinu muaze byt jednim z moznych vysvétleni vzniku tumoru
nezavislého na hormonech.

Zjisténi, ze se translokace TMPRSS2 vyskytuje u 70 — 80 % primérnich
karcinomt prostaty (podle jinych udaju asi u poloviny prostatickych nadoru
zjisténych screeningem), ukazuje, Zze jde o €asnou a snad i primarni udalost
v etiologii vzniku karcinomu. Stejna translokace byla objevena nejen u
karcinomU, ale i v nékterych prekurzorovych lézich. Zda se, ze v pfipadé
prostatické kancerogeneze se jedna o velmi €asnou udalost, ktera pfedchazi
dal&im pfipadnym zmé&nam na chromozomalni Grovni.?®

Objev tohoto mechanismu vzniku karcinomu prostaty by mohl mit velky
vliv na vyvoj nové generace markeru (zvlasté v kombinaci s technologii analyzy
cirkulujicich nadorovych bunék) i na vyvoj nové generace I&Civ.

Somatické genetické zmény se tykaji kromé jiz vySe uvedeného genu
také genu GSTP1 a genu PTEN (homolog fosfatazy a tenzinu), ktery koduje
aktivitu fosfatazy vuci bilkovinam a lipiddm. Jeho koncentrace je pfi rozvinutych
CaP Casto snizena. Jako vyznamny se jevi i gen CDKN1B (p27) kédujici na
cyklinu zavisly kinazovy inhibitor, ktery tlumi nadorové bujeni. Ztrata DNA
sekvenci 12p12-3 byla popsana u 23 % lokalizovanych CaP a 47 % vzdalenych
metastaz CaP.

Také onkogen STAT5 (pfevodnik signalu a aktivator transkripce) byl

identifikovan jako dualezity faktor pro preziti bunék CaP.

5.6.2 Lokalni DNA hypermetylace nebo hypometylace.

Metylace cytosinu na 5° uhliku vtzv. CpG sekvencich DNA jsou
katalyzované jednou ze tfi DNA-metyltransferaz (DNMT1, DNMT3a nebo
DNMT3b). Metylované jsou nejCastéji tzv. CpG ostrovy vyskytujici se v 5°
oblastech vice nez poloviny vSech genl. Zmény v metylaci mohou vést
k transkripcéni inaktivaci nebo aktivaci genli popsané i u mnoha typu

nadorul.
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V pfipadé karcinomu prostaty je hypermetylace popsana u vice nez 30
gend. Mezi nimi jsou geny tumor-supresord, geny kontrolujici bunéény cyklus,
geny kontrolujici hormonalni regulaci, geny fidici opravy poskozené DNA,
invazivitu a morfologii nadorovych bunék aj.

Snizeni transkripce genu pro glutathion-S-transferazu m1 (GSTP1) je
nejb&zné&jsi dosud popsanou epigenetickou zménou (> 90 %) pro CaP.?® PCR
metoda specifickd pro metylaci dovoluje uspésné detekovat metylaci
GSTP1 v télnich tekutinach (sérum, plazma, mo¢, ejakulat). GSTP1 chrani
DNA pred elektrofilnimi metabolity karcinogenu a reaktivnimi oxidanty tim, ze je
konjuguje na glutathion. Pfi CaP vede snizena exprese uvedeného enzymu
Casto k rozvoji hypermetylace, zatimco u jinych malignit je tento jev pozorovan
vzacné. Pomoci GSTP1 Ize spolehlivé rozlisit intraepitelialni tvorbu nadoru
od BHP (pfi BHP je vZdy negativni), ale spolehliva pozitivita u CaP je pouze
u pacientd s cirkulujicimi nadorovymi bunkami. V pfipadé lokalizovaného
onemocnéni CaP je pozitivni nalez GSTP1 jen u 36 % pacientl. Nicméné takto
Ize detekovat 80 — 90 % adenokarcinomu prostaty. Zména v genové expresi
GSTP1 (snizeni transkripce) vede ke zdvojnasobeni rizika onemocnéni
v Casném stadiu CaP a exprese GSTP1 nezavisi na koncentraci PSA.

5.6.3 Modifikace histont

Kovalentni modifikace histont zahrnuji acetylaci, metylaci a fosforylaci,
které provadéji specifické chromatin modifikujici enzymy. Zplsob této
modifikace je oznaCovan jako ,histonovy kod® a slouzi jako druhy stupen
epigenetické regulace genové exprese. Acetylace histonl uvolfiuje promotorové
oblasti genu a umoznuje tak jejich transkripci, deacetylace naopak transkripci
brani.

Modifikace histont hraje vyznamnou roli ve vzniku a vyvoji
karcinomu prostaty. ZvlaStni vyznam ma EZH2 gen kodujici protein s
doménou zodpovédnou za metyltransferazovou aktivitu dalezitou pro metylaci
histonl. Vysoka exprese tohoto genu v pfipadé karcinomu prostaty vede

napfiklad k utlumeni exprese DAB2IP supresoru tim, Ze metyluje histon H3-K27
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na DAB2IP promotoru a indukuje jeho deacetylaci. Jinym znamym genem, ktery

je kontrolovan metylaci histonu, je gen pro PSA.*%3!

5.6.4 HPC1 a dédi¢cna forma CaP

Rodinna (familiadlni) forma karcinomu prostaty predstavuje podle
nékterych zdroju asi 10 — 20 % a dédiéna forma jen asi 5 — 10 % vSech
pfipaddl karcinomu prostaty v populaci.®* Cast rodinnych vyskytt CaP Ize totiZ
vysvétlit rodinnymi navyky, stravou, koufenim a vlivem prostfedi. Familialni
vyskyt CaP lze také jen obtizné odliSit od sporadického, vyvolaného citlivymi
geny. Riziko onemocnéni zpUsobeného nachylnymi geny je podstatné vyssi
v kombinaci s u€inkem potravy a Zivotniho prostredi.

Dédi¢na forma CaP je pravdépodobné zpusobena vzacnymi alelami
genu, které jsou vsoucCasnosti predmétem intenzivhiho genetického
mapovani. UskuteCnéné i probihajici studie vyuzivaji klasické metody
genetického mapovani a sleduji genetickou vazbu hledanych genu u
postizenych rodin v dané populaci. Maji ¢asto obrovsky rozsah. Divodem
velkého rozsahu téchto studii je snaha o pfekonani potizi, které jsou zpusobeny
tim, Zze je déditna forma onemocnéni prekryta daleko vysSi frekvenci
sporadické formy onemocnéni, malou velikosti sledovanych rodin,
heterogenitou alel atd. Vysledky téchto studii jsou tedy dosud casto
kontroverzni a nejasné.

NejpravdépodobnéjSim dosud nalezenym kandidatem je lokus 1g24-25
pojmenovany HPC1 (hereditary prostate cancer 1). Byl nalezen u velkych
rodin VUSA a ve Svédsku a jedna se o r(izné mutovany gen pro
ribonukledazu L. Tento gen byl nasledné zkouman nékolika védeckymi
skupinami vcetné International Consortium for Prostate Cancer Genetics
zahrnujici tymy z USA, Austrélie, Finska, Norska, Svédska a UK.

U nékterych dalSich polymorfnich gent také existuji alely asociované se
zvySenym rizikem CaP. Androgenni receptor obsahuje useky polymorfniho
polyglutamin trinukleotidu (CAG) a zkraceni téchto usekt vede ke zvyseni
rizika CaP. Polymorfismus spojeny se zvySenym rizikem CaP se projevuje také

u receptoru vitaminu D, zejména u rozvinutych nadord.
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Pokud budou nalezeny alely zptisobujici dédi¢nou formu karcinomu
prostaty a pfipadné mutace dobfe definovany, stane se ziejmé geneticky

screening dédiéné formy karcinomu prostaty realitou.®

5.7 Nejnovéjsi poznatky v laboratorni diagnostice CaP —
biochemické markery sledované pri CaP

Byla uvedena témér stovka markert®, ktera by mohla byt pouZitelna pro
diagnostiku CaP. Tyto latky maji mnoho biochemickych a buné&nych funkci.

Radu z nich tvofi enzymy, napf. protedza, kinaza, fosfataza, reverzni
traskriptaza, racemaza, reduktaza, syntaza, hydrolaza, RNaza, ale také
bilkoviny Fidici propustnost bunééné membrany, transkripéni faktor,
protedzovy inhibitor, cytokin, nebo bilkoviny jaderné matrice, vyztuze
membréan a dalsi.

Pro vybér markeru jsou podstatna klinicka data a védecké poznatky
podporujici jeho potencialni uzite€nost. Marker by mél byt stanovitelny robustni
a dobfe reprodukovatelnou bézné dostupnou metodou v séru, mocCi nebo
seminalni tekutiné. Vyznamné mlze pomoci také mikroanalyza tkani.
Perspektivni markery jsou velmi rozdilné velikosti: od jednoho z nejmenSich
enzymu - jaderné cholin/etanolaminové kinazy 6 000, jejiz funkce neni znama,
az po jadro spojené s matrici, které slouzi k rozmnozovani bunék a ma velikost
358 000.

5.7.1 Metody zaloZené na vazebnych schopnostech PSA

Pfi imunoanalyze PSA pouzito > 80 MAb (monoklonalnich protilatek):

» molekularni struktura MAbs se uplatfiuje v 6 oblastech PSA
» pfi vazbé PSA na bilkovinu jsou mnohé epitopy PSA pro MAb
nedostupné

» pri_vazbé nat__-2-makroglobulin (viz. tab.¢1-distribuce PSA v séru)

dokonce neni PSA detekovatelny standardnimi imunochemickymi

metodami!ll
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Postup ke stanoveni PSA vazaného na a-2-makroglobulin prokazal, Ze
zastoupeni tohoto aduktu pri CaP klesa.

Stanoveni celkového PSA v¢etné PSA vazaného na a-2-makroglobulin:

imunoabsorpce PSA na magnetickych kuliCkach

separace séra a denaturace a-2-makroglobulinu pfi pH11,4 22°C 30 min
neutralizace

detekce PSA soupravou DELFIA

Y V V V

Kombinace stanoveni PSA vazaného na a-2-makroglobulin a sledovani

poméru f/t PSA zvySuje specifitu stanoveni.

5.7.2 Kallikreiny

ProtoZze nejznaméjsi marker PSA patfi do rodiny tkanovych kallikreint (ma
oznaceni hK3 — human kallikrein), byly studovany i dalSi kallikreiny. Tyto jsou
lokalizované na chromozomu 19g13.4 a zakédované pomoci 15 strukturné
podobnych, hormony regulovanych gent, t. nejvétSim seskupenim
sousedicich proteazovych genti v celém genomu.3*

Nazev kallikrein byl zaveden podle feckého oznacéeni pro pankreas, kde
byl poprvé nalezen hK1. Kallikreiny jsou jednoretézcové serinové proteazy
(pravdépodobné vSechny jsou glykoproteiny) a jejich translace probiha ve formé
preproenzym( s molekulovou hmotnosti 23 000 aZ 26 000. V prostaté probiha
na urovni mMRNA témér vyhradné exprese genu pro kallikreiny: hK2, hK3,
hK4, hK11 a hK15. Imunohistochemicky bylo prokazano, Ze kallikreiny hK3,
hK4 a hK11 jsou lokalizovany prevazné v cytoplazmé zlazoveého epitelu, odkud
jsou pravdépodobné vylu€ovany. Regulace transkripce je prokazana u hK2 a
hK3 jako odezva na androgeny a progestiny v prostaté a pro hK4 na androgeny

v prostaté.
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5.7.2.1 Kallikrein hK2

Lze pouzit pro diferencialni diagnostiku mezi CaP a benigni
hyperplazii prostaty (BHP) a také pro rozliSeni mezi organové specifickym
a nespecifickym onemocnénim. Sekvence aminokyselin je u hK2 s80 %
homologicka s PSA. Koncentrace hK2 je v séru 100x nizSi nez u PSA, pfiemz

se ale vyznamné vétsi podil hK2 (81 — 96 %) nachazi ve volné formé a pouze

zbytek je vazany na bilkoviny. Specifita hK2/fPSA > f/tPSA!

5.7.2.2 Kallikrein hK11, hK3, hK5, hK11

Je zvySeny u 60 % muzli s CaP. Koncentrace hK11 i pomér hK11/tPSA
jsou signifikantné nizsi u pacientti s CaP nez u pacientii s BHP. Protoze
pomér hK11/tPSA ma senzitivitu 90 %, bylo by mozné se vyhnout pfiblizné 50
% zbyte€nych biopsii, pokud jsou provadény pfi podilu fPSA < 20 %.

Také je znamo, Ze snizena koncentrace hK3 ve tkani prostaty je spojena
s agresivnéjSi formou nadoru. Naproti tomu zvySené koncentrace hK5 a hK11
indikuji pfiznivou progn6ézu CaP.

Kallikreiny jakozto sekreéni proteiny jsou pfitomny nejen v séru, ale také

v seminalni plazmé a matefském miéce.

5.7.3 Prostata specificky membranovy antigen (PSMA)

PSMA je transmembranovy glykoprotein na povrchu bunék epitelu prostaty
a je vysoce specificky pro prostatu.
PSMA je antigen vazany na membranu — detekce v séru pfedpoklada

existenci cirkulujicich prostatickych bunék.
» koncentrace PSMA: CaP > BHP

> senzitivita testu: 39 — 91 %

» specifita testu: 60 — 96 %
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PSMA detekce:

— imunotechnika na proteinovém bioCipu pouZitelna pro kvantitativni

stanoveni

5.7.4

5.7.5

YV V. V V V V

Y

Telomerazovéa reverzni transkriptaza (TERT)

aktivita TERT neni vétSinou prokazatelnav benigni tkani
—TERT ma schopnost vyvolavat nesmrtelnost bunék
TERT aktivita u 63 —94 % CaP

TERT je nezavisly marker

—nezavisi na koncentraci PSA

nevyhody TERT:

—neni specificky pro prostatu

Prostaticky antigen kmenovych bunék (PSCA)

je na povrch bunék pfipojen glykosylfosfatidylinositolovou kotvou
uplatiuje se pfi déleni bunék a signalni transdukci
prevazné vznika v prostaté

je zvyseny u vétsSiny CaP

je potencialnim cilem pfi terapii

stanovuje se:

sin situ hybridizaci

skvantitativni reverzni transkriptazovou PCR (RT-PCR)
schromatografii s hydrofobni interakci

vyskytuje se u 48 —94 % CaP

je intenzivné uvolhovan pfi metastazach

protilatky proti PSCA inhibuji rist nadoru a vznik metastaz

nedostatky PSCA:

>
>

malo zkuSenosti (chybi publikace)

potieba lepSich kvantitativnich metod
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5.7.6 Chromogranin A (GRN-A)

» prohormon nachéazejici se ve vétsiné endokrinnich a neuroendokrinnich
bunék

» koncentrace koreluje s rozvojem nadoru

> identifikuje CaP nezavisly na androgenech®

— pfedvida Spatnou prognézu

nedostatky GRN-A:
» CaP nemusi obsahovat endokrinni bufky
» GRN-A neni schopen prokazat ¢asné stadium CaP
> nevhodny pro rozliseni BHP a CaP*

5.7.7 Sledovani markerad CaP v moci

Sledovani markerti CaP v moéi se rovnéz vénuje znaéné usili*®, zejména
pfi navrhu screeningovych testl. Bylo testovano vice nez 20 rdaznych
markerti, ale rozsah studii je dosud maly a casto se jedna o obtizné
stanovitelné latky.

Markery pro stanoveni jsou nukleové kyseliny DNA, resp. RNA nebo
proteiny. V mo¢i mohou byt sledovany uz dfive uvadéné markery GSTP1,
resp. TERT. Z bilkovin byly vmodi pfi CaP prokazany MCM-5
(minichromosome maintenance complex component 5), fibronektin,
argininamidaza, transferin, fPSA a dalSi. Pfestoze uvadéna specifita je velmi
vysoka a nékdy dosahuje i 100 % (napf. pro GSTP1), je senzitivita tohoto
markeru nizka (36 %). Celkové nejlepSi vysledky byly zaznamenany pro MCM-5
protein, a to senzitivita 92 % a specifita 82 %. OvSem studie obsahovala pouze
12 pacientd s CaP. DalSi rozsSifeni analyz v moci predpoklada rozvoj

molekularné biologickych metod a detekci pomoci hmotnostni spektrometrie.
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5.7.7.1 Slibny marker — DD3 (differential display code 3) a studie v CR

Jednim z velice slibnych markera je DD3, coZ je pro prostatu specificka
nekodujici mRNA, ktera je ve vétSi mife exprimovan v nadorové tkani.

Ve FN Plzen probéhly prvni studie s timto markerem u nas:

Material, metodika:

Jako primarni biologicky material byla pouzita mo¢ (30-50 ml prvni porce
moci), ktera byla odebrana po 60sekundové masazi prostaty. Moc byla
stabilizovana detergentnim cCinidlem a zmrazena na 70°C pfed finalnim

zpracovanim. Mo¢ byla odebrana od dvou skupin pacientu:

» Prvni skupinu tvofili pacienti (n = 65) indikovani k biopsii prostaty z

dlvodu suspektniho per rectum nalezu &i patologické hodnoty PSA.

» Druhou kontrolni skupinu (n = 45) tvofili pacienti s minimalnim rizikem

CaP (normalni per rectum néalez, PSA < 1,5 ng/ml).

U pacientl indikovanych k biopsii prostaty byl odebran vzdy jeden vzorek
tkané na expresi DD3 pfimo v tkani zZlazy. DD3 a PSA mRNA byly izolovany z
mocCi a tkané a nasledné amplifikovany a kvantifikovany pomoci RT PCR
metodiky.

Pro kazdou skupinu byl vyhodnocen celkovy pocet kopii DD3 z moci a
DD3/PSA mRNA pomér. Analogicky bylo postupovano u zpracovani tkané
prostaty.

Vysledky:

V ramci studie bylo dosaZzeno 72 % vytéznosti prostatickych bunék,
poskytujicich dostatek RNA pro RT PCR metodu z prvni porce moci po masazi
prostaty.

Jak celkovy pocet kopii DD3, tak pomér DD3/PSA mRNA byl signifikantné
odlisny u skupiny pacientt s prukazem karcinomu prostaty od skupiny pacientt
s negativni histologii (p < 0,05) a kontrolni skupinou pacienta (p < 0,001).

Exprese DD3 v tkani prostaty byla pfitomna u 98 % pacientt s CaP.
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Zaveér:

V souboru pacientl bylo dosazeno 65% senzitivity pro DD3 a DD3/PSA
MRNA pomér pfi 85% specifité. Patologicka exprese DD3 u pacientd s
negativni histologii muze byt napomocna k indikaci ¢asné rebiopsie.

Exprese DD3 v tkani karcinomu prostaty dosahuje prakticky 100 %.%’

5.7.8 Cirkulujici nadorové bunky

Rozsev bunék karcinomu prostaty do sekundarnich tkani je proces, ktery
predchazi vzniku metastaz a predpoklada cestovani nadorovych bunék zilnim
systémem. V pfipadé karcinomu prostaty dochazi po provedeni radikalni
prostatektomie k rekurenci nadoru ve formé metastaz ve 20 — 30 % pfipadu. Ke
zvySeni hladiny PSA, ktera jako prvni rekurenci signalizuje, muze v nékterych
pripadech dojit az deset nebo patnact let po operaci, a navic zde Casto jesté
dochazi ke zpozdéni vyskytu metastaz po zvySeni hladiny PSA. Podle
provedenych studii stoupa pravdépodobnost rekurence nadoru stale s dobou po
operaci. To vSe ukazuje na existenci spicich bunék karcinomu v perifernich
tkanich - v pfipadé karcinomu prostaty témér vzdy v kostech. Podle nékterych
udaji se tyto bunky do kosti dostavaji uz od ¢asnych stadii vzniku karcinomu.

Cirkulujici nadorové buriky by mohly mit velky vyznam pro diagnostiku i
lécbu karcinomu prostaty. ZpocCatku se vétSina védeckych a klinickych tymi
soustfedovala na detekci a kvantifikaci nadorovych bunék (v pfipadé karcinomu
prostaty epitelidlnich) v cirkulaci nebo v perifernich tkadnich. Podle nékterych
studii mé pocet cirkulujicich bunék vyznam pro progndzu pacienta a dnes
uz existuje nékolik uéinnych metod pro jejich stanoveni (napr. RT-PCR
detekce mRNA pro PSA).

Metoda RT-PCR

Olsson zaved! do Kklinické praxe RT-PCR (polymerazova fetézova reakce s
pouzitim reverzni transkriptazy) test pro stanoveni PSA pozitivhich bunék z

periferni krve. RT-PCR zvySuje pfesnost stagingu nadoru na 93 %.
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Pokud byla pfedoperacni hodnota séroveho PSA vyssi nez 10 ng/ml a RT-
PCR na PSA pozitivni bunku v periferni krvi negativni, pak 81 % téchto
pacientl, ktefi podstoupily radikalni prostatektomii meéli CaP skutené omezeny
pouze na samotnou zlazu. Naopak pokud bylo u pacientd PSA vy$Si nez 10
ng/ml a RT-PCR test pozitivni, pak 90 % nemocnych mélo pozitivni okraj nebo
invazi do semennych vacku popfipadé postizeni uzlin. Pokud bylo pfi biopsii
prostaty prokazano perineuralni Sifeni CaP a RT-PCR bylo pozitivni, pak autofi
pfi radikalni prostatektomii nalezli extraprostatické Sifeni CaP ve 100%

pFipad(.®

Vétsi moznosti vsSak slibuje izolace jednotlivych cirkulujicich
nadorovych bunék a jejich podrobna analyza. Béhem izolace dochazi k
postupné koncentraci nadorovych bunék vzhledem k ostatnim bunkam
v krevnim obéhu. Tato koncentrace probiha v nékolika krocich, které obvykle
zahrnuji centrifugaci v gradientu a pozitivni €i negativni zachyt bunék na
magnetickych  mikroCasticich  pokrytych protilatkami  proti  povrchovym
bunéénym antigenm. V pfipadé karcinomu prostaty jsou pro pozitivni zachyt
vyuzivany obvykle protilatky proti cytokeratinim, protoze se jedna o epitelialni
buriky. Stejné markery mohou byt vyuzity i pro vizualizaci jednotlivych bunék.
Mikromanipulaénim pipetovacim systémem mohou pak byt vizualizované

nadorové buriky oddéleny od ostatnich a podrobné charakterizovany.*

5.7.9 Rudstové faktory

Rustové faktory jsou dulezité pro normalni vyvoj a rlist prostaty, ale
nevhodna exprese jednotlivych ¢&lend této rodiny vede k progresi CaP.
Dlouhodob& expozice IL-6 na buiikky CaP usnadiiuje rast nadoru.*
Receptor hepatocytového rustového faktoru (c-met) je protoonkogenni
bilkovina, ktera byla zjist€na u velkého poctu CaP, a bylo prokazano, Zze c-met

zvySuje invazni potencial bunék CaP.
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Cil experimentu

Zjistit rozdily v koncentracich PSA i fPSA vkrvi srazlivé (sérum) a
nesrazlivé (plazma). Oba druhy krve pfichazi do laboratofe ke zpracovani.
Plazma spiSe pro statimova (urgentni) vySetfeni a sérum pro ostatni.

Z pfibalového letaku k setu PSA: ,Pouziti zkumavek pro odbér krve od
riznych vyrobcl muze pfinaSet rozlicné hodnoty v zavislosti na materidlech a
pfisadach v€etné gelovych nebo fyzickych bariér, aktivatord srazenin a/nebo
antikoagula¢nich C¢inidel. Stanoveni PSA na analyzatoru IMMULITE 2000
nebylo testovano se vSemi moznymi varianty jednotlivych typt zkumavek.“

Z pfibalového letaku k setu fPSA: ,Pouziti zkumavek pro odbér krve od
riznych vyrobcl muze pfinaSet rozlicné hodnoty v zavislosti na materidlech a
pfisadach vcéetné gelovych nebo fyzickych bariér, aktivatori srazenin a/nebo
antikoagula¢nich ¢&inidel. K uréeni dopadu pouziti alternativnich typu vzorkd pro
toto stanoveni jsme odebrali krev 15 dobrovolnikim do obyc&ejnych,
heparinizovanych, EDTA a Becton Dickinson(SST ®) vacutainer zkumavek.
Vzorky jsme nasledné stanovili metodou fPSA na analyzatoru IMMULITE 2000.
Podle linearni regrese:

Heparin = korelaéni koeficient 0,997

EDTA = korelacni koeficient 0,998

SST (obyéejné zkumavky) = korelaéni koeficient 0,990*“°

6.2 Vlastni provedeni

Na naSem pracovisti — ,,0ddéleni klinické biochemie a diagnostiky —
Oblastni nemocnice Nachod a.s.” se provadi stanoveni hladin PSA a fPSA na
pFistroji IMMULITE 2000 firmy DPC (USA).
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Princip:

Stanoveni pomoci sekvenéni chemiluminiscenéni imunochemické

reakce v pevne fazi:

Pevna faze (kulicka) je potazena specifickou mysSi monoklonalni
protilatkou proti PSA (fPSA). Vzorek pacienta je inkubovan s kulickou v
prvnim cyklu, béhem této doby se PSA ze vzorku vaze na monoklonalni
protilatku na kulicce. Nenavazané sérum je odstranéno centrifugacnim
mytim. Reagencie obsahujici alkalickou fosfatazu (z teleciho stfeva)
navazanou na polyklonalni kozi protilatku anti-PSA specifickou pro PSA
je pfidana béhem druhého cyklu a vaze se na PSA na kuliCcce za tvorby
sendvicového komplexu s protilatkou. Nenavazany enzymovy konjugat je
odstranén centrifugaénim mytim. Nakonec je pfidan chemiluminiscenéni
substrat ke kuli€ce a generovany signal je umérny mnozZstvi navazaného

enzymu.

Podminky stanoveni:

Pro ndS experiment jsme zvolili skupinu 31 pacientd (bohuzel vétsi

skupinu pacientl nebylo mozné vySetfit, vzhledem kfinanéni narocnosti

stanoveni), u kterych jsme odebrali krev jak srazlivou, tak i nesrazlivou v ramci

jednoho odbéru (vpichu) do vakuovych primarnich zkumavek od firmy Becton —

Dickinson: sérum = zkumavka s délicim gelem

plazma = zkumavka s antikoagulanciem (Li-Heparin)

Nasledoval transport na nase oddéleni (potrubni posta). Po standardni

centrifugaci do$lo k oddéleni séra/plazmy od krevniho kolace. Sérum i plazmu
téhoz pacienta jsme viozili v jeden okamzik do analyzatoru.
Vysledky jsme vyhodnotili pomoci linearni regrese, korelaénich koeficientd

a Bland-Altmanova diferenéniho grafu.
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6.3 Vysledky experimentu

Tabulka ¢€.5: Hodnoty PSA a fPSA v séru a plazmé

PSA(ng/ml) fPSA(ng/ml) PSA(ng/ml) fPSA(ng/ml)
Cislo vys. sérum sérum plazma plazma
1. 0,56 0,14 0,52 0,14
2. 1,36 0,427 1,3 0,417
3. 1,9 0,549 1,65 0,592
4, 0,526 0,18 0,538 0,192
5. 2 0,252 1,92 0,252
6. 3,38 0,714 3,09 0,712
7. 11 0,321 1,04 0,311
8. 0,84 0,319 0,788 0,311
9. 3,53 0,378 3,35 0,356
10. 0,84 0,201 0,92 0,19
11. 1,45 0,508 1,35 0,489
12. 0,86 0,201 0,76 0,208
13. 1,07 0,144 0,99 0,148
14. 0,49 0,217 0,479 0,222
15. 0,7 0,087 0,712 0,082
16. 2,24 0,55 2,1 0,53
17. 1,39 0,402 14 0,39
18. 1,31 0,36 1,27 0,36
19. 1,39 0,18 1,29 0,18
20. 1,1 0,35 0,94 0,34
21. 1,33 0,07 1,16 0,07
22. 9,6 1,34 9,2 1,3
23. 0,04 0,05 0,04 0,05
24. 0,28 0,08 0,24 0,09
25. 1,02 0,18 1,04 0,16
26. 4,52 0,57 4,59 0,56
27. 0,57 0,34 0,57 0,33
28. 1,11 0,322 1,05 0,312
29. 2,02 0,254 1,94 0,254
30. 9,43 0,481 9,38 0,456
31. 13,1 1,73 11,5 1,57
prameér: 2,292129032 0,383774194 2,165064516 0,373354839
SD: 2,961385113 0,346809394 2,752903089 0,323565175
korelacni PSA: fPSA:
koeficient: 0,997611237 0,998203852
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Graf ¢.5: Linearni regrese PSA (sérum, plazma)

PSA plazma (ng/ml)

linearni regrese PSA (sérum,plazma)

4 6 8 10
PSA sérum (ng/ml)

Graf ¢.6: Linearni regrese fPSA (sérum, plazma)

fPSA plazma (ng/ml)

linearniregrese fPSA (sérum, plazma)

2 3 4 5 6
fPSA sérum (ng/ml)
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Podle linearni regrese a korelaénich koeficientu (r):

I (PSA sérum, plazma) = 0,99761

I (fPSA sérum, plazma )= 0,99820

— vykazuji hodnoty sérum vs. plazma témér linearni zavislost (viz. tab. ¢.5
a grafy €.5 a 6):

Analyticky néastroj Korelace se pouZzivid k testovani jednotlivych dvojic
méfenych proménnych a zjisténi zavislosti dvou méfenych proménnych.
Hodnota korela¢niho koeficientu se pohybuje od -1 do +1. Zavislost znamena,
Ze vysoké hodnoty jedné proménné odpovidaji vysokym hodnotdm druhé
proménné (kladna korelace) nebo ze nizké hodnoty jedné proménné odpovidaji
vysokym hodnotam druhé proménné (zaporna korelace). Pokud jsou hodnoty

obou proménnych nezavislé je korelace blizka nule.

Pro statistické zpracovani jsme vytvofili Bland-Altmanovy diferenéni

grafy:
Urcili jsme si, Ze hodnoty v séru (S) budou leZet na ose x a vztahneme na

né hodnoty v plazmé (P). Osa x tedy obsahuje primér metod (S+P)/2 a osa y
rozdil hodnot P-S. Pokud budou hodnoty porovnavané metody (plazma) vyssi
nez referenéni metoda (sérum), tak se budou body nachazet nad osou x a
naopak (graf €. 7 a 8).

Pro lepSi pfehlednost a korektnost (vzhledem k tomu, Zze se nam béhem
probihajiciho experimentu nepodafilo nasbirat vétSi pocCet hodnot ve vysSich
hladinach) jsme tento graf upravili. Vypustili jsme vy8Si hodnoty a zaméfili se
pouze na hodnoty v nizSich hladinach, kde mame nejvétsi procento hodnot. Pak

jsme graf proloZili spojnici trendu (graf €.9 a 10).
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Graf €.7: Bland-Altmantv diferenéni graf pro PSA

Bland-Altmandyv diferenéni graf pro PSA
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P.....plazma

Graf ¢€.8: Bland-Altmanuv diferenéni graf pro fPSA

Bland-Altmantv diferenéni graf pro fPSA
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Graf ¢€.9: Bland-Altmantv diferenéni graf pro PSA (se spojnici trendu)

Bland-Altmanuv diferencni graf pro PSA (se spojnici trendu)
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Graf €.10: Bland-Altmanuv diferenéni graf pro fPSA (se spojnici trendu)

Bland-Altmanv diferenéni graf pro fPSA (se spojnici trendu)
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6.4 Diskuse

Cilem experimentalni Casti této bakalarské prace bylo pfedevSim
porovnani hodnot PSA a fPSA v rizném biologickém materialu: sérum = krev
srazlivad (zkumavka s délicim gelem) a plazma = krev nesrazliva (zkumavka
s antikoagulanciem: Li-Heparin).

Vyhody plazmy z klinického hlediska jsou:

1./ uspora €asu je mozno ihned centrifugovat (sérum: 30min srazeni)
2./ blizsi systému ,in vivo"

3./ neobjevuje se pocentrifugacni koagulace

4./ menSi nebezpeci hemolyzy

5./ cca 0 15- 20% vyS$Si vytéZnost

6./ Siroky sortiment odbérovych zkumavek

Zfejmé tyto vyhody jsou pfi€inou pro€ napf.v USA, Kanadé ¢i Japonsku
provadi drtivou vétSinu stanoveni pravé v plazmé. Zatimco u nas je trend spise
opacny. V posledni dobé se vedou diskuze i o vlivu déliciho gelu,
antikoagulancii na rizna stanoveni — v€etné PSA a fPSA. Z pfibalovych letaku
k setim PSA, fPSA: ,Pouziti zkumavek pro odbér krve od rliznych vyrobcu
muZze pfinaset rozlicné hodnoty v zavislosti na materialech a pfisadach vcetné
gelovych nebo fyzickych bariér, aktivatord srazenin a/nebo antikoagulacnich
Cinidel. Stanoveni PSA na analyzatoru IMMULITE 2000 nebylo testovano se
vSemi moznymi varianty jednotlivych typld zkumavek.“ Pouze fPSA bylo
testovano na 15 dobrovolnicich, coz je pomérné mala skupina (Heparin =
korelaéni koeficient 0,997; EDTA = korela¢ni koeficient 0,998; SST-obycejné
zkumavky = korelaéni koeficient 0,990).%*

V naSem experimentu jsme rozsifili skupinu na 31 (bohuzel vétsi rozsah
nebyl mozny pro financni naroCnost) a provedli stanoveni PSA a fPSA
soucCasné v plazmeé i séru.

Podle linearni regrese a korelacnich koeficientl (r):

I (PSA sérum, plazma) = 0,99761
I (fPSA sérum, plazma )= 0,99820

Prokazali jsme linearni zavislost mezi vySetfenimi v plazmé a séru jak u

PSA tak i u fPSA (graf €.5 a 6).
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Po zhotoveni Bland-Altmanovych diferen¢nich graft (graf €.7 a 8) bylo uz
na prvni pohled ziejmé, Ze statisticky jsou hodnoty v plazmé (jednotlivé body
grafu) nizsi nez v séru (lezi na ose x).

Pro lepsi pfehlednost a korektnost (vzhledem k tomu, Ze se nam béhem
probihajiciho experimentu nepodafilo nasbirat vétSi pocCet hodnot ve vysSich
hladinach) jsme tento graf upravili. Vypustili jsme vySSi hodnoty a zaméfili se
pouze na hodnoty v nizSich hladinach, kde mame nejvétsi procento stanoveni.
Pak jsme graf proloZzili spojnici trendu (graf €.9 a 10).

Jak je z téchto grafl patrné metoda PSA vykazuje statisticky vyznamny
rozdil mezi hodnotami v séru a plazmé: hodnoty v plazmé jsou nizsi nez
v séru. Tuto skutecnost potvrzuje i primér hodnot v tabulce &.5:

primeér esa piazma) = 2,1650

Prameéresa serum) = 2,2921

Metoda fPSA (dle Bland-Altmanovych diferen¢nich grafll) nevykazuje
statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami v séru a plazmé. Tuto
skutecnost potvrzuje i prumér hodnot v tabulce ¢&.5:

Pramer psa plazma) = 0,3733

prﬂmér(fPSA sérum) — 0,38377

Znovu zde ale musime zopakovat, Ze pro plnohodnotnou studii je tfeba
mnohem vétSiho souboru vySetfeni v riznych koncentracich. Pro nas je toto
nemozné jak z technickych, tak i z finan¢nich dtvodu.

Jiz v dobé trvani tohoto experimentu probihaly a stale probihaji jednani
mezi firmou DPC (USA) a jejich zastoupenim v CR ve véci vybé&ru vhodného
typu zkumavek. Mély by byt provedeny rozsahlejSi studie a cela zaleZitost by
méla byt synchronizovana v ramci EU ale i celosvétové. ProtoZe se ale sérum
vyuziva pro vétSinu analytd a stanoveni vplazmé muze vykazovat urdita
specifika vzhledem k obsahu antikoagulaéniho &inidla, tak se vramci CR
v drtivé vétsiné vySetfuje PSA i fPSA v séru.

Za velkou chybu bych povazovala stfidani odbérd sérum/plazma, zejména
pfi monitorovani lécby v Case. Zde by mohlo dojit k vykyvim hladin,

zpusobenych Spatnou volbou biolog. materialu.
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6.5 Zaver z vlastniho méreni

Prokazali jsme linearni zavislost mezi vySetfenimi v plazmé a séru jak u
PSA tak i u fPSA (graf €.5 a 6).

Metoda PSA (dle Bland-Altmanovych diferencnich graf() vykazuje
statisticky vyznamny rozdil mezi koncentracemi v séru a plazmé: hodnoty
v plazmé jsou nizSi nez v séru. Tuto skuteCnost potvrzuje i primér hodnot.

Metoda fPSA (dle Bland-Altmanovych diferen¢nich grafi) nevykazuje
statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami v séru a plazmé. Tuto skuteénost
potvrzuje i pramér hodnot.

V nasi laboratofi nadale vySetfujeme PSA i fPSA jak v séru tak i v plazmé
(stanoveni v séru zcela pfevazuji) a ¢ekdme na zavéry jednani amerického

vyrobce se zastupuijici firmou v CR.
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7 ZAVER

Karcinom prostaty je nejCastéjSim malignim nadorem urogenitalniho
systému a tvofi asi 15% vSech malignich nadord u muzid nad 50 Ilet.
V laboratorni diagnostice ma zatim nezastupitelnou roli vySetfeni prostatického
specifického antigenu (PSA) a volného prostatického specifického antigenu (f
PSA) a parametrd z nich odvozenych. | kdyz se vedou velké diskuze o jejich
VyuZiti v screeningu karcinomu prostaty, stanoveni téchto nadorovych marker(
se zatim nejvice pfiblizuje svou vypovidaci hodnotou screeningovému vySetieni
ze vSech obecné provadénych tumor markeru.

PSA je tkanové specificky, ale jeho hodnotu koncentrace zvySuji néktera
jind onemocnéni prostaty (napf. benigni hyperplazie), z tohoto ddvodu bylo
zavedeno vySetfeni fPSA a dalSi parametry z nich odvozené. Pro stanoveni
diagnézy musi byt vzdy provedena dalSi vySetfeni (biopsie, vySetfeni per
rectum,...)

Velice dulezita je také standardizace analytickych a klinickych postupu.
Vliv typu biologického materidlu (sérum — plazma) na vySetfeni PSA a fPSA je
tématem experimentalni ¢asti této bakalarské prace. Prokazali jsme linearni
zavislost mezi vySetfenimi v plazmé a séru jak u PSA tak i u fPSA (graf €.5 a 6).
Metoda PSA (dle Bland-Altmanovych diferenCnich grafli) v3ak vykazuje
statisticky vyznamny rozdil mezi koncentracemi v séru a plazmé: hodnoty
v plazmé jsou niz8i nez v séru. Tuto skuteCnost potvrzuje i primér hodnot.
Metoda fPSA (dle Bland-Altmanovych diferenénich graf(l) nevykazuje statisticky
vyznamny rozdil mezi hodnotami v séru a plazmé. Tuto skute€nost potvrzuje i
primér hodnot. AvSak pro plnohodnotnou studii je tfeba mnohem vétSiho
souboru vySetfeni vruznych koncentracich! Pro nas je toto nemozné jak
z technickych, tak i z finanénich davodl. ProtoZze se ale sérum vyuZziva pro
vétSinu analyt a stanoveni v plazmé mulze vykazovat urcita specifika vzhledem
k obsahu antikoagulagniho &inidla, tak se v ramci CR v drtivé vétsiné vysetfuje
PSA i fPSA v séru.

Aplikace mikroanalytickych technologii DNA a proteomiky otevirA moZnosti

rozliSit pomalu rostouci a agresivni nadory pomoci molekularnich ,otisk(“.
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8 SEZNAM ZKRATEK

AKP
BHP
CaP
COPA
DD3
DRE
fPSA
GRN-A
hK
HPC1
IGF-1
IGFBP-3
MADb
MCM-5
PSA (tPSA)
PSA-DT
PSA-V
PSCA
PSMA
RT-PCR

TERT
TMPRSS2

adenokarcinom prostaty

benigni hyperplazie prostaty

karcinom prostaty

Cancer Outlier Profile Analysis

differential display code 3

digitalni rektalni vysetreni

volny prostaticky specificky antigen
chromogranin A

human kallikrein

hereditary prostate cancer 1

insulin-like growth factor

insuline-like growth factor binding protein 3
monoklonalni protilatky

minichromosome maintenance complex component 5
prostaticky specificky antigen

PSA doubling time

PSA velocita

prostaticky antigen kmenovych bunék
prostata specificky membranovy antigen
polymerazova fetézova reakce s pouzitim reverzni
transkriptazy

telomerazova reverzni transkriptaza

trans membrane serine 2 protease
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