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NAZEV

Vyznam biochemickych markerti karcinomu prostaty v diagnostice malignity

ANOTACE

Diplomova préace je zaméfena na vyznam biochemickych markert karcinomu prostaty a jejich
diagnostice pii stanoveni malignity. V teoretické cCasti, prace obsahuje popis prostaty
a karcinomu prostaty, jeho pfiCiny vzniku a klasifikaci. Zabyva se biochemickymi markery,
které jsou charakteristicky stanovovany u karcinomu prostaty. Praktickd c¢ast obsahuje
postupy stanoveni prostatického specifického antigenu, testosteronu a neuron specifickej
enoldzy. Na zdklad¢ stanoveni téchto markerii a dalSich parametrli, jako je volna frakce
prostatického specifického antigenu a index zdravé prostaty, poukazuje na moznost rozliSeni
nadorti na benigni a maligni, s vylou¢enim nutnosti provedeni biopsie. Zamétuje se také na

zjisténi spojitosti mezi karcinomem prostaty s vyskytem novych neuroendokrinnich markera.

KLICOVA SLOVA

biochemické markery, karcindm prostaty, neuron specificka enoldza, prostata , prostaticky

specificky antigen, testosteron



NAZOV

Vyznam biochemickych markerov karcindmu prostaty v diagnostike malignity

ANOTACIA

Diplomova praca je zamerana na vyznam biochemickych markerov karcinomu prostaty a ich
diagnostike pri stanoveni malignity. V teoretickej Casti, praca obsahuje popis prostaty
a karcinomu prostaty, jeho priCiny vzniku a klasifikdciu. Zaobera sa biochemickymi
markermi, ktoré su charakteristicky stanovované pri karcindme prostaty. Prakticka cCast
obsahuje postupy stanovenia prostatického Specifického antigénu, testosteronu a neurdn
Specifickej enolazy. Na zdklade stanoveni tychto markerov a d’alSich parametrov, ako je
volna frakcia prostatického S$pecifického antigénu a index zdravej prostaty, poukazuje na
moznost’ rozliSenia nadorov na benigne a maligne, S vyli¢enim nutnosti vykonania biopsie.
Zameriava sa aj na zistenie spojitosti medzi karcindbmom prostaty s vyskytom novych

neuroendokrinnych markerov.
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TITLE

The importance of biochemial markers of prostate cancer in the diagnosis of malignancy

ANNOTATION

The diploma thesis is focused on the importance of biochemical markers of prostate cancer
and their diagnosis in the determination of malignancy. The practical part contains
a description of the prostate and prostate cancer, its causes and classification. It deals with
biochemical markers that are determined in prostate cancer. The practical part contains
specific procedures for the determination of prostate specific antigen, testosterone and neuron
specific enolase. Based on the determination of these markers and other parameters, such as
free fraction of prostate specific antifgen and healthy prostate index, it points to the possibility
of distinguishing between benign and malignant tumors, eliminating the need for a biopsy. It
also focuses onthe association between prostate cancer and the occurrence of new

neuroendocrine markers.

KEYWORDS

biochemical markers, neuron specific enolase prostate, prostate cancer, prostate specific

antigen, testosterone
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UvVOD

Karcindm prostaty (CaP) je zhubné ochorenie predstojnej zl'azy (prostaty), ktoré je
povazované za jeden z hlavnych medicinskych problémov muzskej populacie. CaP tvori az
11 % vsetkych nadorovych ochoreni u muzov v Eurdpe. V 9 % sa CaP stava pri¢inou umrtia
muzov v Eurépskej Unii na zhubny nador.

CaP ovela castejsie postihuje muzov starSich ako 70 rokov. Ro¢ne sa na Slovensku
zisti 1600 az 1800 novych pripadov a 500-600 muzov za rok na toto ochorenie umiera.
Odhaduje sa, ze v sucasnosti zije na Slovensku 11 000 pacientov s CaP a priblizne 10 % je
V pokrocilom S§tadiu.

Medzi faktory ovplyviujuce karcinom prostaty zaradujeme vek, genetické
predispozicie, rasové faktory alebo hormonalne vplyvy. Nador postihuje najmé starSich
muzov a so zvysujucim vekom jeho incidencia stupa.

Zaklad diagnostiky CaP zahriuje digitalne rektalne vysetrenie (DRE), stanovenie
prostatického Specifického antigénu (PSA) v krvi pacienta a odber vzorky prostatického
tkaniva na histologické vySetrenie. Vyssiu hladinu PSA je mozné detegovat’ aj V pripade
benignej hyperplazie prostaty ¢i zapalovom procese, ¢o je limitujuce pri rozhodovacom
procese k indikacii biopsie. V sucasnej dobe je viac nez 75 % biopsii vykonanych zbyto¢ne.
Pre presné urCenie diagndzy sa vysetruju aj doplnkové markery ako je volna frakcia PSA
(fPSA) alebo index zdravej prostaty (PHI).

Cielom tejto prace bolo stanovit znahodne vybratych pacientov hodnoty PSA
a predikovat CaP. PSA ale nedava spolahliva citlivost, preto boli stanovené aj markery
odvodené¢ od PSA (fPSA, % fPSA, PHI). Na zaklade vyhodnotenia celkového profilu
pacientov, ktori podstapili biopsiu bolo zistované, ¢i boli vSetky vykonané biopsie nutné.
V praci bola porovnana diagnosticka ac¢innost’ testov, ktoré sa pouzivaju v klinickej praxi na
urenie diagnozy. V poslednej dobe je zmieniovany ako novy mozny marker pre stanovenie
CaP neurodn Specificka enolaza, preto sa tato praca zaoberala aj jej spojitostou pri Stanoveni
CaP.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Prostata

Prostata alebo predstojna Zl'aza 0 velkosti vlasského orechu aobjeme cca 20 ml,
obklopuje hornt ¢ast’ mocovej trubice. Vedie mocovu trubicu z moCového mechura do
penisu. Umiestnena je tesne pod hrdlom mocového mechura a svojou zadnou castou je
prilahnuta na stenu konec¢nika [1].

Ma dolezita ulohu v muzskom reprodukénom systéme, kde tvori prostaticky sekrét, ktory
je sucastou ejakulatu a ulahcuje oplodnenie, transport a prezitie spermii. V dobe orgazmu
a ejakulacie sa prostaticky sekrét a tekutina zo semennych vackov dostavaju do mocovej
trubice a tvoria semeno [2].

Normélny rast ale aj spravna funkcia, ¢i ochorenia prostaty zavisia od pritomnosti
testosteronu. ZvicSena prostata moze spOsobovat’ vo vysSom veku problémy S mocenim
a teda hyperplaziu prostaty. Medzi d’alSie Casté ochorenia patria zapaly prostaty a CaP [1, 2,
3].

1.1.1 Anatomia prostaty

Prostata je 4 cm Siroka a 3,5 cm vysokda s hmotnostou okolo 8 g. Deli sa na niekol'ko
anatomickych oblasti. RozliSujeme bazu, hrot, prednt plochu, zadnu plochu (obr. ¢.1). Baza
(basis prostatae) prilicha Kk mocovému mecharu. Hrot (apex prostatae) smeruje
ventrokaudalne s dosahom az k svalom panvového dna (diafragma urogenitale). Zadna
plocha (facies posterior) je oto¢ena k rektu, cez ktorého stenu je prostata hmatatel'na [1].

UloZend je pod mocovym mechirom. V prednej Casti sa nachadza Strbina medzi
moc¢ovym mechtirom a brusnou stenou a v zadnej Casti sa nachadza vézivové septum. Blizko
bazy prostaty, na hornom okraji sa nachadza prelia¢ina, do ktorej vstupuju vypudzovacie
kanaliky. Pomocou tychto kanalikov je prostata delend na kranialny usek tzv. stredny lalok
prostaty (lobus medius) a kaudalny usek. Cely povrch prostaty je pokryty tenkym vazivovym
puzdrom (capsula propria), na ktoré nadvézuju fibromuskularne septa [3].

Koncovy usek zadnej Casti prostaty je septom rozdeleny na dva laloky. Smerom
k vonkajsej casti vizivového puzdra sa nachadza zilovy pletenec. Prostata je zlozend z 20 az
30 drobnych tubuloalveolarnych Zliaz, ktoré st ¢lenené na zony. Periurethralna zona je tesne

okolo uretry aobsahuje slizni¢né zlazy. Vnutorna zéna lezi za periurethralnou zoénou
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a obsahuje submukoézne zl'azy. VonkajSia zona obsahuje hlavné Zl'azy a obomkyna vnitorni
zonu. Spojenie vyvodov Zliaz prostaty je v 12-20 zPazovom vyvode Gstiacim do uretry. Zl'azy

spolo¢ne tvoria sekrét, ktory neutralizuje kyslu reakciu sliznice posvy [4].
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Obrazok 1: Anatomické rozdelenie prostaty a okolitych Struktur [25]

(a, b) Axidlny a korondlny pohlad na prostatu a jej vzke anatomické vztahy, (C) Zondlny
model prostaty, (d) Fascidlne roviny okolo prostaty. A-tepna; AFS-prednd fibromuskularna
stroma; CZ-centralna zona; ED-ejakulacny vyvod; N-nerv, PZ-periférna zona,
TZ-prechodova zona; U-mocova trubica; V-zZila

1.1.2 Karciném prostaty

Vigsiu Cast’ malignych nadorov prostaty tvori karcindém (obr. ¢.2). Histopatologické
vySetrenie zisti v 95 % adenokarcinom, ktory vznika v periférnej Casti zl'azy a preto najma
Vv prvopociato¢nom Stadiu karcindm nemusi spdsobit’ subjektivne problémy [5].

Benigna prostaticka hyperplazia (BHP), nezhubné zvicsenie, vznika v prechodnej
zéne prostaty. Rast adenokarcinomu je ovplyvneny muzskymi pohlavnymi horménmi
(androgénmi). Doélezity je najméd testosteron, ktory je zédkladnym horménom pre replikaciu
prostatickych buniek. Testosteron sa premietia Sa-reduktdzou na dihydrotestosteron, ten
sa navizuje na Specifické androgénne receptory, ¢im sa iniciuje kaskadu dejov, pri ktorych

dochadza k replikacii prostatickej nadorovej bunky a progresiu ochorenia.
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Prostaticka inraepitelialna neoplazia je prekancerézou, pre ktoru je charakteristickym
diagnostickym prekurzorom produkcia prostatického Specifického antigénu, ktorého vyssie

plazmatické hodnoty predstavuji vyssi objem zl'azy ¢i pritomnost” adenokarcinomu [6, 7].

Mechur

Prostata

Nador

Mocova
trubica

ZvicSena prostata so
zhubnymi nadormi

Obrazok 2: Karcinom prostaty [94]

Pri¢iny vzniku karcin6mu prostaty

V sucasnosti nie je etiologia ochorenia karcindmu prostaty uplne jasna. Ochorenie je
vykonané, nedokazali odhalit’ Specificky onkogénny faktor. CaP ovplyviluje rodinna
anamnéza, kde bolo preukazané, Ze riziko vyskytu sa zvysuje u muzov, v ktorych rodinach sa
toto ochorenie nachadzalo. Pri pozitivnej rodinnej anamnéze je vyskyt karcinomu 2-3X vyssi
[8].

Dalsi faktor posobiaci nepriaznivo su rasové vplyvy. Bolo jednoznaéne identifikované,
Ze najvacsiu pocetnost’ vyskytu CaP na svete maji Afroameri¢ania. Riziko u tejto rasovej
skupiny sa zvySuje takmer 2x nez ubielych Americanov. Vyvoj CaP u Afroameri¢ana
je omnoho skor, je agresivnejsi s va¢$im mnozstvom metastaz. Taktiez pri tejto skupine
sa objavuje vysSia hladina PSA ako aj vysSia hladina denzity a vyssia hladina vekového
Specifického PSA. Tieto rozdiely st pravdepodobne spdsobené stravou, zivotnym Stylom,

prostredim a genetickymi faktormi. Taktiez bolo preukézané, Ze riziko vzniku CaP sa zvySuje
s vekom [8, 9].
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Klasifikacia karcinomu prostaty

Podl'a primarne biologického spravania rozdel'ujeme nadory na karcinomy, sarkomy,
mezoteliomy, nadory 2z0 =zarodo¢nych buniek anadory znezarodo¢nych buniek
s embryonalnou diferenciaciou.

V stcasnosti je medzinarodne vsetkymi vybormi platny a prijaty AJCC Cancer Staging
Manual v 7. vydani. Podkladom je popis rozsahu primarneho nadoru (T), postihnutie alebo
nepritomnost’  metastaz v regionalnych lymfatickych uzlindich (N) a popis vzdialenych
metastaz (M). Klasifikacia je ozna¢ena ako TNM alebo ¢ TNM asluzi k rozhodovaniu
sposobu liecby [10].

Na zaklade anatomického rozsahu ochorenia je v TNM systému rozsah nadoru urceny

tromi parametrami, ktoré su uvedené v tab. ¢. 1.

Tabulka 1: TNM klasifikacia systému [10]

T rozsah primarneho nadoru N regionalne postihnutie uzlin M vzdialené metastaizy
primarny nador regionalne uzliny vzdialené metastazy
X . NX . MX ]
nehodnotitel'ny nehodnotitelne nehodnotitel'ne
bez znamok primarneho bez vzdialenych
TO ) _ MO )
nadoru NO regionalne uzliny bez metastaz
postihnutia
) o vzdialené metastazy
TIS karciném in situ M1
pritomne

Pri vySetreni sentinelovej uzliny (najblizSia regionalna uzlina, ktord naznacuje, Ze aj
uzliny za fiou, mézu byt postihnuté nadorom) je oznacovana ako pPNX(sn)- nehodnotitel'na,
pN(sn)-bez nalezu, pN1-pozitivny nalez v sentinelovej uzline.

Rozsah postihnutia regionalnych uzlin popisuje oznacenie N1, N2, N3. Uzlinovou
metastazou sa rozumie priame Sirenie nadoru do uzliny, metastazy v inych ako regionalnych

uzlinach sa povazuju za vzdialené metastazy [11].
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Gleasonovo skore

Gleasonov systém na klasifikdciu rakoviny prostaty prideluje skore na zdklade
najrozsirenejSicho a druhého najrozsirenejsieho stupiia (obr. ¢.3). Hodnoti agresivitu nadoru
aurcuje prognoézu pacienta. Potrebné su bioptické preparaty tkaniva prostaty, ktoré
sa hodnotia ¢islom 1-5, podla stupiia ich vyzretosti. Cim st bunky nadoru diferencovanejsie
a podobné zdravému tkanivu, tym sG menej nebezpeéné a maju niz§ie ¢islo. Cim je nador
menej diferencovany, tym je agresivnejsi a aktivnejsie sa §iri do okolitého zdravého tkaniva,
ma vysSie Cislo. Zistenim dvoch typov najcastejSieho nadorového tkaniva z roznych miest
sa pridelené Cisla scitaju a vysledok je najcastejSie 6-10 bodov, kde 6 bodov ma karcindém
nizkeho stupna, 7 bodov karcindém stredného stupna, 8-10 bodov karciném vysokého stupnia.
Nizke Gleasonovo skore (< 6) sved¢i o indolentnej$ej malignancii s dobrou prognoézou, zatial
¢o vysoké Gleasonovo skore (>8) je spojené s agresivnym biologickym spravanim

a zvySenym rizikom okultného systémového ochorenia [11, 12].

Obrazok 3: Schematicky diagram Gleasonovho systému klasifikacie [12]
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Stadia karcinému prostaty

1)
2)

3)

4)

lokalizovany karcinom prostaty, rakovina je obmedzena na prostaticka zl'azu

lokalne pokrocily karcinom prostaty prekrocil hranice prostaty, ale nie su pritomné
metastazy

diseminovany (metastaticky) karcinom prostaty S metastizami najmi v lymfatickych
uzlinach, v kostiach ale aj v pe¢eni, pl'icach a mozgu

kastracne (hormondlne) rezistentny karcinom prostaty sa zhorSuje aj napriek
kastranym hladindm testosterénu, dosiahnutych hormonélnou lie¢bou pokrocilého

ochorenia

Vcasné Stadium CaP je bezpriznakové (asymptomatické). Pritomnost’ priznakov znamena

lokalne pokrocilé alebo metastatické Stadium.

Priznaky:

1)

2)

3)

1.1.3

Stadium (lokalizovany CaP): moze byt bez priznakov, popripade st pritomné poruchy
mocenia a zvySend hladina PSA

Stadium (lokdlne pokrocily CaP): mdze byt pritomny krvavy mo¢, poruchy mocenia,
bolest v podbrusku ana hradzi, poruchy potencie (erektilnd dysfunkcia),
nedobrovolny unik mocu, bolesti v oblasti obli¢iek, priznaky zlyhdvania obli¢iek
(slabost’, vracanie), pritomnost’ krvi v ejakulate, bolesti v oblasti kone¢nika

Stadium (metastaticky CaP): kostna bolest, priznaky pripominajice zapal sedacieho
nervu, ochrnutie, bolesti v bokoch, nemozno mogit, zvdésenie lymfatickych uzlin,
letargia, apatia, strata hmotnosti a celkové vycerpanie, krvacanie do koze alebo

zazivacieho traktu [13].

Skrining karcinOmu prostaty

CaP diagnostikovany klinicky na zaklade priznakov je uz lokalne pokrocily alebo

az metastazujici a vacsSinou sa nedd kurativne liecit. LieCba je paliativna a prognoza zla.

Na vyhl'adavanie pacientov s karcindmom prostaty v asymptomatickej (bezpriznakovej)

populacii odporucili American Cancer Society a American Urological Association v roku

1993 robit’ skrining karcinému prostaty nasledovne:
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e Muzi vo veku nad 50 rokov by sa mali kazdoro¢ne podrobit’ vySetreniam na dokaz
karcindbmu prostaty. Malo by sa urobit’ rektalne vySetrenie (DRE), vySetrenie
sérovych hladin prostatického Specifického antigénu a pri patologickych nalezoch
by sa mala urobit’ aj transrektalna ultrasonografia.

e Na Slovensku je moznost absolvovat kazdé tri roky preventivnu prehliadku

u svojho urologa.

CaP ma dlhu predklinicka fazu, ¢o umoznuje jeho diagnézu Vv skriningovom programe.
Podstatny prognosticky vyznam, v klinickej praxi ma vySetrenie hladiny tumor markerov,
najmd PSA. Primdrnym cielom skriningu je znizenie mortality na dané ochorenie, pri
udrzaniu plnohodnotnej kvality zivota, ako pred diagnostikovanim ochorenia. Sekundarnym
cielom je zachyt vdcsiecho mnozstva skorych a menSieho mnozstva poctu pokrocilych stadii

a zmapovanie vyskytu ochorenia jeho stadia v ur¢itom regione [1, 14].

1.2 Diagnostika karcindOmu prostaty

Diagnéza CaP sa stanovuje na zaklade vyhodnotenia anamnézy a:
e digitalneho rektidlneho vySetrenia (DRE) per rectum,
e stanovenia hodnoty prostatického Specifického antigénu (PSA), pripadne jeho vol'nej
frakcie (fPSA) v krvi pacienta,
e bioptického vySetrenia vzorku tkaniva prostaty (robi sa cez kone¢nik s vyuZzitim

ultrasonografie),

1.2.1 Digitalne rektilne vySetrenie

DRE patri medzi najéastejsie aplikované vySetrenia, kedy nador méze byt dosiahnutelny
pohmatom a prostata je zvacSena, asymetrickd, so stratou ohraniCenia a S loziskovou alebo
difiznou tuhou konzistenciou. Zdrava prostata je pri tomto type vySetrenia elasticka,
symetrickd, hladka, ohrani¢end abez zndmok zvicSenia. Toto vySetrenie je obmedzené
na dorzalnu cast’ prostaty, kde sa nachadza periférna zona prostaty v ktorej sa najcastejsie
nachadza CaP az 90% (obr. ¢.4).

Vysetrenie pokracuje stanovenim sérovej hladiny prostatického Specifického antigénu
PSA a pri zvysenych hodnotach PSA sa dopliia aj stanovenie volnej frakcie fPSA a vypodcita
sa pomer fPSA/PSA [15].
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Okrem tychto metod sa pouzivaju d’alSie zobrazovacie postupy na stanovenie rozsahu
ochorenia. St to najmd transrektdlna ultrasonografia (TRUS), vypoctova tomografia,

magneticka rezonancia, radioizotopové vySetrenie a pozitronova emisna tomografia [15, 16].

konecnik

mocovy mechur
prostata

semennik

Obrazok 4: Digitalne rektdlne vysetrenie prostaty [93]

1.2.2 Bioptické vySetrenie tkaniva prostaty

Vcasna detekcia je rozhodujuca pre dobru liecbu pacientov s rakovinou
prostaty. Markery na detekciu, ako je PSA a biopsia prostaty, su rozhodujuce pre stanovenie
ucinnej diagndzy. Biopsia prostaty je zlatym Standardom diagnostickej techniky na detekciu
CaP. Vyber pacientov na biopsiu je zlozity a je ovplyvneny novym pouZzivanim
prebioptického zobrazovania [17].

Urolég moze nariadit’ biopsiu, ak je hladina PSA v krvi vyssia ako 4,0 ng/ml alebo
ak sa poc¢as DRE najde abnormalna hrcka. Niektori vyskumnici vSak obhajuju biopsiu
prostaty u muzov s hodnotou PSA v rozmedzi 2,5 az 4,0 ng/ml, v presvedeni, Ze pouzitie
tohto parametra vedie k odhaleniu visieho poétu pripadov lie¢itelného ochorenia. Dalou
moznostou pred biopsiou je ultrazvuk, kde namiesto prsta pri DRE vySetreni sa zavedie mala
sonda na fotenie prostaty [18].

Biopsia prostaty riadena magnetickou rezonanciou (MRI) sa moze pouzit u pacientov,
ktori maju stupajiicu hladinu PSA, ale negativnu biopsiu riadent ultrazvukom.

Akonahle sa lekar rozhodne urobit’ biopsiu prostaty, je to 10-minitovy postup. Zavedu
ithlu cez stenu konecnika az do prostaty, aby extrahovali bunky na testovanie. V niektorych

pripadoch robia biopsiu vlozenim ihly cez kozu medzi miesok a kone¢nik [19].
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1) Priama biopsia

Priama biopsia riadend MRI zahfna ziskanie pociatocnych udajov o lokalizacii
multiparametrickej MRI (mpMRI) na opis oblasti s vysokym podozrenim na nador. Tento
stibor tdajov sa potom mapuje na anatomicky sken, ziskany tesne pred biopsiou. Oblasti
podozrenia na nador st cielené na biopsiu pomocou nemagnetickej bioptickej ihly.
Po umiestneni ihly do prostaty sa ziskaju rychle snimky na urCenie presného podania.
Ukazalo sa, Ze tento pristup je ucinny pri detekcii klinicky vyznamnej rakoviny u pacientov
so stupajucim PSA a predchadzajicou negativnou TRUS biopsiou [19].

Quentin a kol. porovnal biopsiu z vpichu so Standardnou biopsiou TRUS a preukazal
vysSie percento postihnutia rakovinou na jadro s vyrazne mensim poctom pozadovanych
jadier [20]. Hoci vyhody tejto techniky s jasné, existuje niekol’ko dolezitych
nevyhod. Vnutorna biopsia si vyzaduje zna¢né pociatoéné investicie do zariadenia na biopsiu
kompatibilnii s MR. Okrem toho koordinacia medzi urolégiou, radiologiou a anestézioldgiou
pridava logistické komplikacie a tazkosti s planovanim, vd’aka ¢omu je tato technika biopsie

v modernej praxi o nie¢o menej bezna [21].

2) Fizna biopsia

Fuzna biopsia MRI-TRUS bola navrhnuté tak, aby umoziovala odber biopsii v ordindcii,
na rozdiel od priamej biopsie riadenej MRI. Zahtia pouzitie roznych softvérovych platforiem
na integraciu udajov MRI do ultrazvuku na presnejsSiu biopsiu. MRI-fuzne biopsie sa ukazali
ako ucinnejSie pri detekcii klinicky vyznamného CaP v porovnani so Standardnou
systematickou biopsiou [19].

Valerio a kol . urobili metaanalyzu na vyhodnotenie miery detekcie rakoviny (CDR)
fuzie MRI oproti standardnej sextantovej biopsii. Zistili 30 % CDR s flaznou biopsiou
na jadro oproti 7 % so $tandardnou biopsiou na jadro [22]. Nevyhody spojené s touto metédou
spocivaji v tom, ze vyzaduje Specializované Skolenie operdtora a vyZzaduje pouZitie

pridavného zariadenia [23].

Kognitivna fiizna biopsia

Kognitivna fizna biopsia je najjednoduchsia technika na zaclenenie tdajov mpMRI
do biopsie prostaty. Pacienti, ktori potrebuju vySetrenie rakoviny prostaty, podstupuju

mpMRI ako pri inych technikach riadenych MRI a identifikuji sa pozadované 1ézie. Operator
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manudlne zacieli tieto 1ézie pocas TRUS biopsie pomocou anatomickych orientaénych bodov
vidite'nych na ultrazvuku s odkazom na mpMRI sken [19].

Sciarraet al. studovali techniku kongitivnej fuznej biopsie, pre pacientov s trvalo
zvySenym PSA a negativnou TRUS biopsiou. Zistili signifikantne lepsiu CDR s kognitivnou
faznou biopsiou v porovnani so saturacnou biopsiou (45,5 oproti 24,4 %) [24].

Metoda faznej biopsie je jednoduchd, rychla, menej nakladna so zvySenou presnostou
V porovnani s konven¢nou systémovou biopsiou. Medzi nevyhody patri velkd zavislost

od technickych schopnosti operatora a predpokladanej znizenej presnosti pre malé 1ézie [19].

1.2.3 Transrektalne ultrasonografické vySetrenie

Transrektalne ultrasonografické vysetrenie (TRUS) je v sti¢asnej dobe dostupna, cenovo
nenarocna a presna zobrazovacia technika CaP. Vel'mi podrobné a komplexné hodnotenie
patologickych zmien vnutornych muzskych pohlavnych organov umoziluje vysoké rozliSenie
spolu so zobrazenim v dvoch rovinach s d’alsimi moznostami ako farebné Dopplerovské

mapovanie, sonoelastografia, histoscanning a iné (obr. ¢.5) [25, 26].

Obrazok 5: Rakovina prostaty (Sipky) na farebnom Dopplerovi [25]

Na vysetrenie sa zvycCajne pouzivaju sondy s vysokou frekvenciou okolo 7,5-12MHz
s oblym krystalom, ktory umoziuje vyseku 112-140°. Krystaly, zlozené z 128-196 elementov,
st umiestené na konci sondy s osou rovnobeznou so sondou alebo os krystalov zoviera uhol

30-45°. Sonda obsahuje kanal alebo je k nej pripevneny nadstavec pre biopsiu [26].
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1.3 Onkomarkery

Nadorové markery st laboratorne stanovitené latky, ktoré st pritomné v organizme
v dosledku vzniku a vyvoja maligneho procesu Nadorové markery zahtiaju Siroké spektrum
produktov patologicky zmenenych tkaniv. St dokazateI'né v krvi a inych telesnych tekutinach
(humoralne nadorové markery) alebo v tkanivach (tkanivové nadorové markery). Ich
pritomnost’ a koncentracia sa urCuje najcastejSie imunochemickymi metédami. Delime ich na
markery bunkovych adhézii, cytokeratinové markery, enzymové markery, hormondlne
markery a markery zdruzené s imunokompetentnymi a transportnymi procesmi. Nadorové
markery mozno v klinickej praxi vyuzit' na tieto ucely: skrining malignity, diagnostika
malignity, uréenie progndzy, sledovanie ucinnosti lieby, sledovanie pacientov v remisii.
V ideadlnom pripade by naddorové markery mali byt vysoko citlivé, Specifické a spolahlivé
s vysokou prognostickou hodnotou a organovou $pecifickost'ou [27].

V sutcasnosti pouzivané biomarkery su definované ako prognostické a prediktivne.
Prognostické markery maju za ciel' objektivne zhodnotit’ celkovy vysledok pacienta, ako
je pravdepodobnost’ recidivy rakoviny po Standardnej liecbe. Pritomnost’ alebo absencia
prognostického markera moze byt uzitond pri vybere pacientov na liecbu, ale priamo
nepredpoveda odpoved” na liecbu. Prediktivne markery sa zameriavaji na objektivne
vyhodnotenie pravdepodobnosti prinosu konkrétnej klinickej intervencie alebo na rozdielne

vysledky dvoch alebo viacerych intervencii vratane toxicity [28].

Existuju dva hlavné typy nadorovvch markerov:

1) cirkulujiice nadorové markery
2) markery nadorového tkaniva

Cirkulujice nadorové markery mozno najst’ v krvi, moci, stolici alebo inych telesnych
tekutinach pacientov s karcindmom. Medzi vyuzitie cirkulujiicich nddorovych markerov patri
odhadnutie prognodzy, urcenie Stadia karcindému, odhalenie reziduélneho ochorenia, posudenie
aplikovanej liecby [29, 30].

Hoci zvySena hladina cirkulujiceho nadorového markera mdze naznaCovat’ pritomnost’
malignity a dopomoct’ pri diagnostike karcindému, to samo o sebe na diagnostiku rakoviny
nestaci. Benigne stavy mozu taktieZ spdsobit’ zvySenie hladin urcitych nddorovych markerov,
preto sa merania cirkulujucich nadorovych markerov zvyc€ajne kombinuja s vysledkami inych

testov, ako je biopsia alebo zobrazovacie metody, pre lepsiu diagnostiku rakoviny. Znizenie
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hladiny cirkulujiceho nddorového markera mdze znacit’, Ze rakovina reaguje na liecbu, zatial’
¢o zvysena alebo nezmenena hladina méze naznacovat, ze rakovina nereaguje. Cirkulujuce
nadorové markery sa meraju pravidelne po ukonceni lieCby, aby sa skontrolovala recidiva
[31].

Markery nadorového tkaniva (alebo buniek) sa nachadzaju v samotnych skuto¢nych
nadoroch, typicky vo vzorke nddoru, ktora sa odstrani pocCas biopsie. Markery nadorového
tkaniva sa pouzivaju na diagnostiku Stadia alebo klasifikacie karcindému, odhadnutie
progndzy, zvolenie vhodnej lieby (napr. liecba cielenou terapiou).

Ked’ze niektoré nadory vylucuju bunky a geneticky material do krvi, niekedy je mozné
skimat’ biomarkery vo vzorkach krvi. Hoci sa tieto ,, tekuté biopsie eSte bezne nepouzivaju,
maju niekol’ko potencidlnych vyhod, pretoze nezahfiiaji operaciu, mézu sa robit’ CastejSie ako
Standardné biopsie. M6Zu sa vykonavat aj vtedy, ked’ chirurgické biopsie nie je mozné

vykonat’, napr. ked’ je tazké dosiahnut’ nadory alebo pacienti nechcu podstupit’ operaciu [30].

1.3.1 Prostaticky Specificky antigén

PSA je najvyznamnej$im nadorovym markerom v diagnostike CaP. Hoci nie je
idedlnym nadorovym markerom, ale jeho citlivost’ vyrazne prevysuje ostatné diagnostické
vySetrenia. Bol objaveny vroku 1969, izolovany vroku 1979 auz od 80-tych rokov
sa klinicky vyuziva. Patri do skupiny enzymovych onkomarkerov.

PSA je serinova proteaza zo skupiny tkanivovych kalikreinov, ktora je produkovana
epitelialnymi prostatickymi bunkami. Je to glykoprotein s molekulovou hmotnost'ou 34 kDa.
V krvi existuju 2 formy PSA volna forma a forma komplexne viazand na antiproteazy na
al-antichymotrypsin a a2-makroglobulin. Jeho hlavnou funkciou je hydrolyzovat
vysokomolekularne proteiny produkované semennymi vackami, ¢im umoziiuje uvolnenie
spermii z koagula [32].

Kalikreiny su skupinou serinovych proteaz, ktoré sa nachadzaji v r6znych tkanivach
a biologickej tekutine. Cudsky kalikreinovy lokus ma 15 génov (gény KLK) zoskupenych
v tandemovom poli v 300 kb oblasti okolo chromozomu 19913.3-q13.4. (obr. ¢.6).

Tento lokus je centromericky viazany génom testikularnej kyslej fosfatazy (ACPT) a

telomericky génom asociovany s rakovinou (CAG) [33, 34].
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Obrdazok 6: Charakteristika lokusu kalikreinu a KLK3 génu. [34]

a) Lokus KLK u ludi md 5' koniec je ohraniceny génom ACPT a na 3' génom CAG
a Siglec 9. Lokus pozostiva z 15 génov typu KLK usporiadanych v tandeme, Smer génovej
transkripcie je od teloméry po centroméru , okrem KLK2 a KLK3.

b) Gén KLK3, ktory kéduje protein PSA, ma dizku 5,8 kb a pozostava z 5 kédujiicich exénov
(s v zelenych ramcekoch a su uvedené s cislami) a 4 intervenujicich intrénov so zachovanym
vzorom intronovej fazy (I, II, I, 0). Prvy kodujuci exon ma kratku 5'"-netranslatovanu oblast
(oranzova), druhy exon obsahuje aminokyselinu histidin (H) katalytickej triddy smerom
ku koncu exonu, treti exén obsahuje kyselinu aspardagovii (D) katalytickad triada okolo stredu
a piaty exon nesuci serin (S) katalytickej triady na zaciatku exénu. Za stop kodonom, je 3'-
neprelozena oblast (Cervena).

3

Transkripcia génu PSA je pozitivne regulovana androgénnym receptorom (AR).
Androgény vykonavaju svoju funkciu prostrednictvom intraceluldarneho AR, ktory je ¢lenom
rodiny receptorov steroidnych hormoénov. AR je kIiGovy transkripény faktor, po védzbe
ligandu podlieha konformaénym zmenam a translokuje sa do jadra z cytosolu, kde interaguje
so $pecifickymi sekvenciami DNA a reguluje transkripénu aktivitu cielovych génov, vratane
PSA [35].

PSA, podobne ako zvySok kalikreinovych proteinov je vylu¢ovany ako jednoretazovy
preproenzym (preproPSA). Tento PreproPSA ma 24-aminokyselinovii veducu sekvenciu,
ktora tvori 17 zvySkov, Co je signalny peptid. Signalny peptid nasmeruje protein
na membranu endoplazmatického retikula, kde sa preproPSA Stiepi, aby sa vytvoril
a inaktivoval zymogénovy protein nazyvany proPSA (pPSA), ktory je transportovany
vo vezikulach do plazmatickej] membrany a je vyluCovany z bunky do lumina prostatickych

kanalikov [36]. Tento zymogén nebol najdeny v tkanive ani vo fyziologickej tekutine, zrejme

32


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/serine
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/ligand-binding
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/ligand-binding

kvoli jeho rychlej premene na aktivnu formu. Pocas jeho aktivacie sa amino koniec (ALA-
PRO-LEU-ILE-LEU-SER-ARG) uvolni Stiepenim na ARG-ILE peptidovej védzby. ProPSA
je aktivovany trypsinovym ludskym glandularnym kalikreinom 2 (KLK2) a inou proteazou
zo semennej plazmy. ProPSA sa proteolyzou premienia na aktivnu serinovl protedzu
analogicky k aktivacii mnohych proteaz pritomnych v krvi, pankrease a inych tkanivach.
Ziadna z tychto izoforiem proPSA nebola doteraz hlasena v inych neprostatickych tkanivéach,
ako su prsnik, hrubé ¢revo, pl'ica, pankreas, vaje¢nik, plodova voda a periuretralne Zl'azy [34,
37].

PSA je produkovany u muzov stipcovymi epitelidlnymi bunkami prostaty
periuretralnych zliaz. Ked sa PSA vytvori, vyluuje sa do tekutiny zl'azovych kanalikov.
Pri zdravej prostate a benignemu hyperplastickému tkanivu sa PSA dostava do obehu len
presakovanim do extracelularnej tekutiny a difaziou do obehu. Pri rakovine prostaty sa vsak
epitelidlne bunky spravaju aberantne, ¢o spoOsobuje stratu normdlnych sekrecnych ciest
do prostatickych kanalikov. To vedie k sekrécii PSA do extracelularneho priestoru a do
obehu. To vysvetl'uje vysoké hladiny PSA v sére u pacientov s rakovinou prostaty [38, 39].

Ked sa PSA dostane do obehu, enzymatické proteazy ho inaktivuji tvorbou PSA-
komplexu s inhibitormi proteazy Vv plazme. PSA je pritomny v l'udskej krvi ako komplexna
zmes niekol’kych druhov. PSA je schopny tvorit' kovalentne spojené komplexy s uréitymi
inhibitormi  serinovej  protedzy nachadzajucimi sa vsére (obr.¢.7). Hlavna
imunodetekovatelna forma PSA v plazme je v komplexe s inhibitorom serinovej proteazy
(serpin), al-antichymotrypsinom (ACT), kt ory je znamy ako PSA-ACT alebo
a2-makroglobulin (a2M).

Komeréné vyrdbané imunoreaktivne supravy na stanovenie PSA detegujii molekuly
PSA volIné aj viazané na ACT. V pripade vdzby na a2M sa molekula v tejto bielkovine

uzavrie a nie je mozné ju preukazat’ imunologickymi metédami [34, 40].
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PSA kompex so serpinmi: PSA-ACT a PSA- al-Pl

nekvantifikovana frakcia

PSA-MG

P=PSA S =Serpiny MG = a2-makroglobulin

Obrazok 7. Molekuldrne sérické formy PSA u muzov [34]

TPSA zodpoveda imunodetekovatelnym formam v sére, najmd fPSA a PSA-ACT. PSA-ACT,
PSA sa kovalentne viaze na inhibitor al-antichymotrypsinu, hlavnu imunodetegovatelnu
formu v sére. PSA-al-Pl, PSA sa kovalentne viaze aj na al-antitrypsin, stopovi zlozku
v sére. TPSA, méoze byt proteolyticky aktivny alebo neaktivny v semennej tekutine, neaktivny
iba v sére. PSA-MG , PSA je kovalentne spojené a zapuzdrené v alfa 2 -makroglobuline.

PSA velocita

PSA velocita ( PSAV) je udaj, ktory popisuje vyvin hladiny PSA v uréitom ¢asovom
rozmedzi. Je definovana ako vzostup PSA medzi dvoma odbermi, najcastejSie po uplynuti
jedného roku. PSAV vychadza zpredpokladu, Ze produkcia PSA sa zvySuje pri CaP
rychlejsie nez pri BHP. Pre kvalitné vysledky PSAV, je nutné vykonat meranie za dlh§ieho
casového obdobia, minimalne 3 merania pocas 2 rokov. Je moZné pozorovat exponencialne
zvySenie hladiny PSA v priemere 5 rokov pred zistenim CaP.

Pacienti pri prvom vysetreni s hladinou PSA < 2,5 ng/ml, maju riziko vyskytu CaP
Vv nasledujucich 4 rokov len 1-2 %. Ak bola pacientovi namerana hladina medzi 2,6-4,0 ng/ml,
ma riziko vyskytu CaP az okolo 13 %. Muzi vo veku < 70 rokov s poc¢iatocnou hladinou < 4,0
ng/ml je detegovany CaP v 47% pripadov. V 11% pripadov pri PSAV s hodnotou < 0,75
ng/ml bolo preukazané toto ochorenie. Senzitivita sa znizuje so zvySujucim vekom pacienta.
Najvdacsi vyznam ma stanovenie PSAV pri pacientoch s fyziologickou alebo postupne
stipajicou hladinou PSA, taktieZ je vhodné pri pacientoch s hladinou PSA > 4,0 ng/ml, pri
ktorych nebol stanoveny CaP TRUS biopsiou [41, 42].
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PSA doubling time

PSA doubling time (PSADT), charakterizuje ¢as, za ktory do6jde k znasobeniu
koncentracie PSA v séru na dvojnasobok. Bolo zistené, ze bunky CaP V recidive po radikalne;j
prostatektomii sa mnozia exponencialne. Z tohto zistenia vyplyva linearna zavislost
logaritmus hodndt PSA v zavislosti na ¢ase. Vdaka PSADT je mozné rozliSit' metastatické
postihnutie od lokalnej recidivy, taktiez dopomaha k ovplyvneniu liecby a spresnenie
predpovede priebehu ochorenia. Priemerna hodnota PSADT pri metastatickom postihnuti je
4,3 mesiaca, zatial' ¢o pri lokalnej recidive 11,7 mesiaca. Bola navrhnuta cut-off hodnota 10

mesiacov, pri ktorej sa najlepsie rozlisi lokalna recidiva od metastaz [42, 43].

PSA denzita

PSA denzita (PSAD) je definovana ako pomer celkovej hodnoty PSA
a objemu / vel’kosti prostaty. Predpoklada sa, ze zvySené hladiny PSA koreluju s objemom
prostaty. Tento predpoklad pre vypocet niektori autori potvrdzuji a vymedzuju hrani¢né
hodnoty PSAD pre BHP od 0,10-0,15 ng/ml na gram prostatického tkaniva. Tento pomer pri
pacientoch s CaP sa zvySuje. V poslednej dobe sa v snahe zleps$it' Specifitu diagnosticke;j
metody upriamila pozornost’ na vypoéet PSAD len tranzitornej zony [43].

BHP vznika v tranzitornej zéne. Objavila sa nova idea, delit hladinu PSA len
objemom tranzitérnej zony (objemom adendmu prostaty). Doporucuje sa pouzivat’ hrani¢nu
hladinu 0,3 ng/ml, v tomto pripade by sa zabranilo 51 % biopsiam, s tym Ze sa nezachyti
12% pacientov s CaP. Pokial’ by sa hodnota PSAT znizila na 0,17 ng/ml vysledky by boli
rovnaké ako u prostej PSAD [44].

Vekovo $pecificky PSA

Hladina PSA s vekom rastie bez ohl'adu na to, ¢i je pritomny CaP alebo nie. Celkové
PSA ma vyznam stanovit’ naymé u mladsich pacientov medzi 50-60 rokom Zivota, kedy PSA
funguje aj ako marker prognézy ochorenia. Vzhl'adom na vek pacienta sa posudzuju
referencné hodnoty tPSA (tab. ¢.2). Pri vcasnej diagnostike CaP sa zahajenim Gcinnej liecby,

moze dojst’ k predlzeniu zivota pacientov s tymto ochorenim [42].
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Tabulka 2: Hodnoty PSA umerné veku [43]

Vekové rozhranie Hodnoty PSA [ng/ml]
40-49 0-2,5
50-59 0-3,5
60-69 0-4,5
70-79 0-6,5

Podiel frakcie celkového / vo’'ného PSA

So zvysujicim sa podielom volnej frakcie PSA Kk celkovej hodnote PSA stipa
pravdepodobnost’ vzniku CaP. Pomer vo'ného PSA (fPSA) Kk celkovému je 1 :4. Pomer je
zavisly na moznych patologickych zmenach prostaty a méze sa teda liSit. Meranie volnej
frakcie sluzi na rozoznanie medzi BPH a CaP. Poskytuje odliSenie pred eventualnym
opakovanim biopsie u pacientov s negativnym nalezom po prvej biopsii, ktori maji zvyseny
celkovy PSA (tPSA) [43].

Doposial’ bolo zistené, ze volny PSA je niz§i u pacientov s CaP, ako u pacientov
s BHP. VysSie hladiny sa nachadzajii u starSich muZov alebo umuZov S0 zvédcSenou
prostatou. Specifickost’ celkového PSA zlepsuje stanovenie volnej frakcie PSA pri hodnote
celkového PSA vrozmedzi od 2,5-10,0 ng/ml. Akceptovanie percenta % fPSA v rozmedzi
medzi 14-26 %, zabrani 20-40 % biopsii pri strate 5-10 % pacientov s CaP. Vyuzitie pomeru
vol'ného / celkového PSA je podriadené objemu prostaty. Pri¢ina k vykonaniu vySetrenia
vol'ného PSA je vysledok celkového PSA, ktory je hodnotich od 4-16 ng/ml. Riziko
malignity so stapajucim % fPSA je uvedené v tab. ¢. 3 [42, 43, 45].

Pomer je uréovany podl’a vzorca:

% fPSA = (fPSA/tPSA) x 100
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Tabulka 3: Pravdepodobnost malignity na zdklade % fPSA [20]

% fPSA Pravdepodobnost’ malignity
23 Nizka
23-16 Hrani¢na
16 Vysoka

Index zdravej prostaty

Prostate Health Index (PHI) je definovany ako multivariaény index, sltziaci
K stanoveniu rizika pritomnosti CaP a rozliseniu CaP od benignych prostatickych stavov.
Nepatri k univerzadlnym indexom, pretoze je nutna koncentracia PSA, fPSA a p2PSA, ktoré st

ziskané analyzou z rovnakého vzorku, na rovnakom systému, za pouzitia rovnakej kalibracie.

PHI je uréovany podl'a rovnice:

PHI = (p2PSA/fPSA) »VPSA

Index vysoko koreluje s CaP. Vypocet sa aplikuje u pacientov s tPSA v hodnote
0-30ng/ml. Cim nizsie hladiny PHI, tym riziko CaP je mensie. Ak hodnota PHI je
negativna, biopsia prostaty nemusi byt’ absolvovana. PHI mézZe vylucit zbytocne prevedent
biopsiu prostaty pacienta, pri¢om rizika falo$ne negativneho vysledku je nizka [45, 46].

P2PSA je proenzymova forma PSA, ktord je frakciou v plazme cirkulujiceho fPSA.
CaP produkuje okrem inych, aj tuto latku p2PSA. Ta sa dostava do krvného obehu a podla jej
mnozstva sa da posudit’ ako pritomnost’ nadoru alebo pripadné riziko vzniku nadoru. Ked'ze
diagnostika na zaklade vySetrenia PSA nie je jednozna¢na, p2PSA teda vyrazne zvysuje
klinicky vyznam stanovenia, pretoze jeho Specificita dosahuje az 33 % V porovnani s fPSA
(17 %) a PSA (13 %). PHI sa pouziva ako pomdcka pri rozliseni karcindmu prostaty od BHP
u muzov vo veku nad 40 rokov s celkovym PSA >20 az < 10 ng/ml, lebo zvySena produkcia

PSA existuje aj u nemaligneho ochorenia prostaty, predovsetkym benignych hyperplézii [47].
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1.3.2 Prostaticka kysla fosfataza

LCudska prostaticka Specificka kysla fosfataza (PAP) je sekrenovany glykoprotein
s molekulovou hmotnostou 100 kDa, syntetizovany v lyzozoémoch buniek epitelu prostaty.
Existuji dve formy PAP ato bunkova forma-cPAP, vysoko exprimovana v bunkach prostaty
a sekre¢na forma-sPAP, exprimovana iba v prostate a vacSinou sa uvolnuje do semennej
tekutiny. PAP bola pozorovana vo vysSich hladinach v obehu pacientov s CaP, zatial’ ¢o jeho
expresia v prostate je znizena [48].

Bunkova forma PAP ma ucinok na potlacenie rastu karcindmu a je to sposobené jeho
aktivitou bunkovej protein tyrozin fosfatdzy a hladiny PAP mRNA aj proteinu su znizené,
pripadne chybajuce v tkanive CaP. cPAP je v tkanive CaP malo regulovany a toto znizenie
vedie k signalnej drahe extracelularnej signdlom regulovanej kindzy (ERK) a mitogénom
aktivovanej proteinkinazy (MAPK), ¢o vedie k strate ich androgénovej citlivosti a zvySenie
rychlosti rastu a tumorgenicity. Dalej sa uvadza, ze PAP blokuje drdhu PI3K-AKT-AR, &o
zvySuje mieru prezitia buniek. Okrem toho méa cPAP tendenciu regulovat’ rast kostnych
metastaz prostrednictvom zmeny systému RANKL/OPG (obr.8) [49].

U Tudi je PAP jednym z hlavnych proteinov vylu€ovanych sekrecnymi bunkami
stipcového epitelu prostaty po puberte . Protein PAP bol stanoveny ako priblizne 0,5 mg/g
vihkej hmotnosti tkaniva prostaty a priblizne 1 mg/ml v semennej tekutine. Expresia PAP je
spojend s testosteronom, ktory urcuje sekundarne sexualne charakteristiky [50]. PAP sa mdze
nachadzat’ vo zvySenych mnoZzstvach u muZzov, ktori maju CaP. Robustné expresia PAP bola
skuto¢ne detegovana pri CaP s vysokym Gleasonovym skore. Expresia je vSak obohatena aj
v zdravych bunkach prostaty, ako aj v tkanive CaP, ako bolo uré¢ené¢ pomocou qPCR.
V porovnani s inym tkanivom je hladina PAP mRNA 50-5 000-krat vyssia v zdravom tkanive
prostaty a 110-6000-krat vyssia v tkanive CaP. PAP moZno detegovat’ aj v rdznych tkanivach
inych ako je prostata, ako je mozog, oblicky, pecen, pl'ica, placenta, slinna zl'aza, slezina,
Stitna Zl'aza a bunky tymusu . PAP chyba v tkanive karcindému prsnika na rozdiel od zdravého

tkaniva prsnika, kde je mozné detegovat’ PAP [51, 52, 53].
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Obrazok 8: Schematické zndzornenie signalizacie ErbB-2 a androgénovej citlivosti

regulovanej cPAcP v bunkdch karcinomu prostaty[49]

(@) Plna cervena sipka oznacuje klasicku ligandovo zavislu aktivaciu drahy AR. Neviazany
AR sa nachadza v cytosole v spojeni s proteinmi tepelného soku (hsp). Androgén (DHT)
vstupuje do cytoplazmy a viaze sa na AR vytesnenim asociovanych hsp, co umoznuje AR
vstupit' do jadra, kde sa dimerizuje, ziskava koregulacné proteiny a viaze sa na prvok
odpovede na androgén (ARE), co vedie k regulacii transkripcie cielového génu.

(b) PIné cierne Sipky oznacuju cPAcP-regulovanu drdahu v bunkdch rakoviny prostaty
S klinickym vyznamom. Progresia buniek CaP citlivych na androgén smerom k nezavislosti od
androgénu je sprevadzana skorym poklesom/stratou expresie cPAcP v bunkach CaP, co vedie
k hyperfosforylacii HER-2 na tyrozinovych zvySkoch (1221/2 a/alebo 1248), co vedie
k nezavislosti androgénu od bunkovej proliferdcie. Aktivovany HER-2 méze prendsat svoje
signaly cez p52Shc (blokovany dominantne negativnou HER-2 cDNA transfekciou alebo
HER-2 inhibitorom, AG879), aby aktivoval downstream ERK/MAPK drahu (blokovanu
p52She Y317F mutantnou cDNA transfekciou alebo inhibitorom MEK, PD 98059 a U0126)
prostrednictvom sprostredkovania Ras/Raf. Tieto udalosti moézu tiez viest k fosforylacii
aaktivacii AR, co vedie k zvySemiu  bunkovej  proliferacie  nezavislej od
androgénov. Aktivovany HER-2 prostrednictvom Akt méze tiez fosforylovat’ AR. Alternativne
vedie strata expresie cPAcP k akumulacii PI3P.
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1.3.3 PCAS3 marker

Tento gén produkuje zostrihnutd, dlhu, nekdédujucu RNA, ktora je nadmerne
exprimovand vo vicsine typov buniek CaP. Tento gén je ulozeny v intronovej oblasti génu
prune2 na opa¢nom vlakne DNA. Transkript reguluje hladiny prune2 prostrednictvom tvorby
dvojvlaknovej RNA, ktora podliecha adenozindeaminaze. V bunkach odvodenych od CaP
nadmerna expresia PCA indukovala znizenti regulaciu prune2, ¢o viedlo k znizenej
proliferacii buniek. Regulacia tohto génu je citliva na aktivaciu AR (obr. ¢.9) [54].

Expresia PCA3 je 60 az 100-krat vysSia v malignych ako v benignych tkanivach
prostaty a tym dava génu rakovinovu Specifickost’, ktord chyba pri PSA. Na bunkovej trovni
moze stanovenie PCA3 oddelit’ benigne a maligne bunky prostaty s presnostou bliziacou sa
100%. Okrem toho sa nezistili ziadne transkripty PCA3 v Sirokom spektre ludskych
extraprostatickych benignych a rakovinovych tkaniv, atym je PCA3 je najSpecifickejsi
doteraz identifikovany gén CaP.Nadmerna expresia PCA3 malignymi bunkami umoziuje
diagnostické pouzitie hladin génov v tkanivach alebo tekutindch obsahujucich bunkovy
material prostaty [55]. V doterajSich klinickych Stadiach st hladiny PCA3 v moci
konzistentne lep$ie ako hladiny PSA v sére pri diagnostike CaP [56].

Diagnostika PCA3 ma vyznam pre vhodny vyber pacientov na absolvovanie biopsie,
najmé v pripade hodndt PSA 2,5-10 ng/ml, €o je tzv. Seda zona, a pri podozreni na CaP aj ked’

bol prvy vysledok biopsie negativny [57].

PSA protein

" ‘PCAZ
L Ef'l‘ .« bunky prostaty
& PSA protein

v bunky rakoviny
PSA MRNA &_/

£ PCA3 MRNA

Obrazok 9: Vylucovanie PCA3 (dolnd Sipka) vs. PSA (horna Sipka) [56]
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1.3.4 Testosteron

Testosteron je pleiotropny hormén zodpovedny za regulaciu pohlavnej diferenciacie.
Ovplyviiuje produkciu muzskych pohlavnych charakteristik, spermatogenézu a plodnost.
Fetalne Leydigove bunky vo vyvijajicich sa povrazcoch semennikov vylucuju androgény
potrebné na vyvoj muzského reprodukéného traktu. Tieto Specializované bunky maji pdvod
vV mezonefrose a ich prekurzorové bunky zasobuju semenniky aj koru nadobli¢iek pocas
skorej embryogenézy [58].

Viacsina testosteronu sa produkuje v semennikoch zo substratov cholesterolu
a acetatu. Zona reticularis kory nadobli¢iek prispieva minimélne k zasobe prekurzorov
testosteronu vylu¢ovanim dehydroepiandrosteronu (DHEA) a DHEA-sulfatu (DHEA-S).
Sekréciu testosteronu reguluje hypotalamo-hypofyzo-gonadalna os. Hormén uvoltujuci
luteiniza¢ny hormén (LHRH) stimuluje predny lalok hypofyzy, aby uvolnil luteinizacny
hormon (LH), ktory stimuluje Leydigove bunky testes a tie vylucuju testosteron.
V prostatickej epitelovej bunke sa testosteron konvertuje enzymom 5-alfa-reduktiza na
priblizne 10-nasobne G¢innejsi 5-alfa-dihydrotestosteron (DHT). Ak prostaticka bunka nema
dostatok androgénov, podstipi apoptéozu. Volny testosteron alebo DHT sa potom viazu na
intracelularny androgénny receptor, co umoziuje komplexu viazat’ oblasti DNA a prejavovat
androgénne ucinky [59].

Testosteron moZze byt tiez premeneny na estrogén prostrednictvom aromatazy,
v cielovych oblastiach vratane nervového tkaniva, tukového tkaniva, pecene a kosti. U muZov

je estrogén z tejto reakcie dolezity pre dozrievanie spermii a udrzanie libida [58].

2%

38%

60%

u volny teststerdn ———
testosteron viazany na albumin

testosteron viazany na globulin viazuci pohlavné hormonu

Graf 1: Distribucia testosteronu v plazme zdravého muza [58]

41



Nedostatok androgénu alebo hypogonadizmus (LOH) je spojeny s réznymi
symptomami vratane zniZzenej energie, znizen¢ho libida a erektilnej dysfunkcie, medzi
inymi. Hladiny muzskych androgénov s vekom neustdle klesaju a v podskupine
symptomatickych starSich muzov mozu viest k hypogonadizmu s neskorym nastupom
LOH. Za posledné desatrocie viedlo zvySené povedomie o hypogonadizme medzi pacientmi
a poskytovatelmi k vyznamnému ndrastu pouzivania testosteronovej substituénej terapie
(TRT) pri hypogonadizme, a najmd pri LOH. Narast TRT sprevadzaji obavy z moznych
nepriaznivych uc¢inkov vratane kardiovaskuldrnych rizik a podpory CaP.TRT zahfia
podavanie exogénneho testosterénu a inych cinidiel zameranych na zvySenie hladin
androgénov u hypogonadalnych muzov [60, 61].

Vplyv testosteronu na CaP potvrdzuji zistenia, ze u eunuchov, muzov po Kkastracii
Vv predpubertalnom obdobi aumuzov s kongenitilnymi abnormalitami androgénového

metabolizmu nevznikaju malignity prostaty [61].

1.3.5 Neuroén Specificka enolaza

Neurén Specifickd enoldza (NSE), zndma aj ako gama (y) enolaza alebo
enoldza-2 (Eno2), je formou izoenzymu glykolytickej enoldzy a povazuje sa za multifunkény
protein. NSE sa exprimuje hlavne v cytoplazme neurénov a neuroendokrinnych buniek,
najmd v tych, ktoré patria do linie vychytavania a dekarboxylacie aminovych prekurzorov
(APUD), ako je hypofyza, stitna Zl'aza, pankreas, ¢revo a plica. Okrem jeho dobre zavedenej
funkcie glykolyzy v cytoplazme su zmeny v bunkovej lokalizacii a diferencidlnej expresii
NSE tiez spojené s niekol'kymi patologiami, ako je infekcia, zapal, autoimunitné ochorenia
a rakovina [62, 63].

Néadory prostaty siahaju od pomaly rastlcich 1€zii az po agresivne nadory, ktoré rychlo
metastazuja. Subtyp s neuroendokrinnymi (NE) znakmi predstavuje vysoko agresivny variant
CaP, ktory je Coraz viac klinicky uznavany. Hoci ide o vzicnu primarnu diagndzu,
neuroendokrinny fenotyp sa casto objavuje pocas progresie ochorenia, najmid v Stadiu
rezistentnom na kastraciu [64]. NE bunky st prirodzene pritomné v prostatickej zl'aze. Ich
funkéné tlohy su nejasné, ale pravdepodobne sa podielaji na regulacii, sekrécii
a diferenciacii prostaty. V zdravej prostate si NE bunky vzacne a rozptylené po celom epiteli
a poskytuju trofické signaly okolitym bunkam prostaty [65]. Povod rakovinovych NE buniek
v CaP je kontroverzny. Bolo navrhnuté, ze mozu pochadzat’ z kmenovych buniek ako zdravé

NE bunky. Narastajuce mnozstvo dokazov vSak naznacuje, ze bunky adenokarcindmu mézu
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prejst procesom transdiferencidcie a ziskat' NE znaky. Tato forma plasticity je spojena
s nizSou signalizaciou AR [64, 66]. Nadorové bunky NE v skuto¢nosti neexprimujii AR: rasta
v prostredi bez androgénu a moézu stimulovat’ proliferaciu buniek CaP prostrednictvom
roznych signalizatnych modalit, vratane dialkovych, endokrinnych mechanizmov
a kratkodobo  sprostredkovanej signalizacie, parakrinného alebo priamého kontaktu
bunka-bunka. Tiez zvySuju agresivitu CaP prostrednictvom inhibicie apoptézy a podpory

neovaskularizacie [62, 67].

1.4 Metédy stanovenia onkomarkerov

1.4.1 Imunoanalytické metody

Imunoanalyza v bioanalytike umoziuje stanovit' nizke koncentracie antigénov alebo
protilatok, ktoré su tazko stanovitel'ne klasickymi sérologickymi metdédami. Vyuzivaju sa aj
na stanovenie nddorovych markerov, horménov, cytokinov a iné.

Zakladom tychto metdd je reakcia antigénu a protilatky, pri ktorych je jedna zo zloziek
oznacena, aby doslo k naslednej identifikacii volnej a viazanej frakcie. Imunoglobuliny
vykazuju $pecifickt vizobnu aktivitu k antigénu, proti ktorému boli pripravené.

Imunoanalytické metddy rozdel'ujeme na heterogénne a homogénne, podl'a toho ¢i pred
meranim oddel'ujeme viazanli a vol'nu frakciu antigénu (heterogénne), alebo imunokomplex
nemusime separovat’ a reakcia prebehne v tzv. jednej skimavke (homogénne). Dalsie delenie
metdd je na kompetitivne, kde dochadzka k sitazeniu o protilatku alebo antigén
a nekompetitivne, ktoré maju protilatku alebo antigén v nadbytku vécSinou naviazany na

vhodny nosic [68].

1) Kompetitivne metody

Kompetitivne metddy su typické tym, Ze je Specificka protilatka proti stanovovanému
antigénu v reakcii v obmedzenom mnoZstve. O vdzobné miesta, ktoré sa nachadzaju na
protilatke sut'azi znaceny a neznaceny antigén. Oba tieto antigénu st rovnako schopné sa
naviazat' na protilatku a naviazu sa na nu v pomere svojich koncentracii. Reakciou vznika
znaCeny aneznaceny komplex aVreakénej zmesi ostava podiel volnych znacenych aj
neznacenych antigénov. Kvantifikdcia je nésledne umoznend meranim koncentracie

oznacené¢ho imunokomplexu, ktory vznikol vrovnovahe medzi znaenym a neznaCenym
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antigénom. Cim vysiia je koncentracia neznaéeného antigénu, tym niz$i bude merany signél
v zna¢enom imunokomplexe (obr. ¢.10).
Vyuzitie kompetitivnych metéd je najmd v stanoveni malych molekal s jednou

antigénnou determinantou, ako su napr. hormony a lieky [68, 69, 70].

2) Nekompetitivne metody

Pri nekompetitivnych metdodach je v nadbytku pritomnd Specifickd protilatka
k stanovovanému antigénu, kde sa UuCastni reakcie len stanovovany antigén. V prvej
imunochemickej reakcii je naviazanie vSetkych molekul antigénu na protilatku, ktora sa
nachadza v prebytku. Nasledne je v nadbytku pridana druha protilatka oznacena indikatorom.
Tato protilatka je namierend proti inej antigénnej determinante stanovovaného antigénu.
Vysledkom je sendvicovy komplex, ktory je zlozeny z protilatky naviazanej na antigéne
a protilatky oznacenej indikatorom. Analyzou meriame mnozstvo vzniknutého znaceného
imunokomplexu, priamo timerného mnozstvu stanovovanému antigénu (obr. ¢.10).

Vyuzitie nekompetitivnhych metdéd je vhodné pre stanovenie velkych antigénov
s niekol’kymi antigénnymi determinantmi pre protildtku, ako st napr. hormény alebo

bielkoviny [68, 69, 70].

Kompetitivna metoda Nekompetitivna metoda

signal (A) signal (A)

L J
L J

koncentrdcia antigénu koncentrdcia antigénu

Obrazok 10: Kalibracné zavislosti u kompetitivnych a nekompetitivnych metod [95]

1.4.2 Rozdelenie imunoanalytickych metody

Imunoanalytické metddy mozno rozdel'ovat’ podla pouzitého indikatoru (tab. ¢.4). Za

indikator povaZujeme protildtku alebo antigén, ktoré su vhodne oznacené, ¢im sa sleduje
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priebeh imunoanalytickej reakcie. Znacené latky produkuju priamo signal, alebo je
inicializacia produkcie vyvoland. Prvotne boli pouzivané latky oznacené radionuklidom.
V stcasnosti sa namiesto radionuklidu pouzivaji luminofory, enzymy alebo enzymy
dopomahajuce vzniku latok s luminiscenciou. Kazdy zo zdrojov, generuju signal, ktory je

detegovany rézne a sposob detekcie bude prebraty v nasledovnych kapitolach [68, 69, 70].

Tabul’ka 4. Rozdelenie imunoanalytickych metod [69]

Enzymovo - fotometrické imunoanalytické metody

EIA Enzymova imunoanalyza (kompetitivna)
ELISA Heterogénna enzymova imunoanalyza (nekompetitivna)
MEIA Enzymova imunoanalyza na mikro¢asticiach (heterogénna)
EMIT, IEMA Homogénna enzymova imunoanalyza
Luminiscen¢né imunoanalytické metody
LIA Luminiscen¢ni imunoanalyza
ILMA Imunoluminometricka analyza (nekompetitivna)
CMIA, CLIA Chemiluminiscen¢na imunoanalyza na ¢asticiach
LOCI Chemiluminiscen¢na imunoanalyza (homogénna)
ECLIA Elektrochemiluminiscen¢nd imunoanalyza
Radiometrické imunoanalytické metédy
RIA Radiometricka imunoanalyza (kompetitivna heterogénna)
IRMA Imunoradiometricka analyza (nekompetitivna heterogénna)
REA Radioenzymaticka analyza
RRA Radioreceptorova analyza
Fluorescen¢né imunoanalytické metody
FIA Fluorescen¢na imunoanalyza
FPIA Fluorescenéna polarizacna imunoanalyza (homogénna)
DELFIA Zosilnena predizena fluorescenéni imunoanalyza (heterogénna)
TRACE Casovo rozligena zosilnena fluorescenéni imunoanalyza (homogénna)

1. Enzymova imunoanalyza

Enzymovy imunotest (EIA) aenzyme - linked imunosorbent assay (ELISA) su
kvantitativne analytické metody, ktoré deteguju stanovovanu latku reakciou antigén-protilatka
prostrednictvom zmeny farby ziskanej pouzitim konjugdtu viazaného na enzym

a enzymového substratu, sliziace na identifikdciu pritomnosti a koncentracie molekul
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Vv biologickych tekutinach. Vysoku uroven S$pecifickosti voci protilatkam alebo pre nich
vyvinuté antigény vykazuji molekuly s velmi nizkou koncentraciou, ako st peptidy,
hormony, vitaminy a lie¢iva [71].

Metody EIA rozdelujeme na homogénne a heterogénne enzymatické metody. Pri
homogénnych imunoanalytickych metdédach su enzymy inaktivované, v momente ked’ sa
naviazu na protilatku. V tomto type reakcie neexistuje premyvanie, kde by sa antigén oddelil
od média. Metdda sa vyuziva najmé na meranie latok malych mnozstiev, medzi ktoré patria
napr. terapeutické lieCivd. Vyhodou je jednoduchost’ pouzitia, avSak s nizkou citlivost'ou
a cenovo drahsia. Castej§ie sa v praxi vyuZivaju heterogénne imunoanalytické metody a ich
podtypy. Aby sa prediSlo interferencii akejkol'vek molekuly nachédzajicej sa v médiu po
naviazani antigénu a protildtky, naviaze sa komplex antigén - protilatka na steny
experimentalnych skimaviek a zvySok sa odstrani z média cez premyvaci krok. Heterogénna
metdda je oproti homogénnej citlivejsia a je Castejsie pouzivana [71, 72].

ELISA patri medzi heterogénne imunoanalytické metody, ktord sa pouzivand na
detegovanie Specifickych protilatok a rozpustnych antigénov. Antigén pouzivany v ELISE sa
viaze na pevnu fazu, pouzivaju sa skimavky mikroplatni¢ky vyrobeného z tuhého polyvinylu,
polystyrénu, polypropylénu. Tieto mikroplatnicky vhodne adsorbuji antigén a protilatku,
ale nesmu adsorbovat’ zlozky v inych fazach. Vyuzivaji sa enzymy, ako su galaktozidaza,
glukozooxidaza, peroxidaza (POD) aalkalicka fosfataza.  Alkalicka  fosfataza
a P- nitrofenylfosfat sa pouzivaji ako substraty, si dostupné v bezpecnych tabletovych
formach a pri pozitivnych reakcidch vytvaraja zIta farbu. Pre peroxidazovy konjugat sa ako
substraty pouzivaji 5-aminokyselina salicylovd a peroxid vodiku s ortofenyléndiaminom.
Vznik hnedého sfarbenia sa povazuje za pozitivnu reakciu. Ak sa pouzije beta galaktozidaza,
vzorka sa od¢ita na fluorometri [68, 71].

Katabolické uc€inky enzymov urcuju tak zrychlenie, ako aj Specifickost’ imunologickej
reakcie pocCas reakcie enzym-substrat. Reakcia enzym-substrat je zvyc€ajne ukoncena
v priebehu 30-60 minat. Reakciu je mozné zastavit pomocou hydroxidu sodného (NaOH),
kyseliny chlorovodikovej (HCI) alebo kyseliny sirovej (H2SOas). Vysledky sa od¢itaju na
spektrofotometri a pri 400-600 nm v zavislosti od charakteristik pouzitého konjugatu [71, 72].

a) Priama ELISA

Toto je najjednoduchsia z technik ELISA (obr. ¢.11). Vzorka sa najskor prida do

jamky mikroplatnicky a inkubuje sa. Vzorka bude obsahovat’ pozadovany antigén, ktory sa
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adsorbuje na povrch jamky.Jamky sa potom dokladne premyji, priCom zostane len
absorbovany antigén. Zvysné vézbové miesta na jamke st potom blokované. Protilatka,
komplementarna k pozadovanému antigénu, sa potom pridd do jamiek, kde sa naviaze na
antigén. Jamky platnic¢ky sa opat’ premyji. Na povrchu jamky tak zostane naviazany komplex
antigén - protilatka. Naviazana protilatka sa oznaci enzymom. Prida sa substrat, ktory sa
enzymom premeni na detekovateny produkt. Detekcia moéze byt zalozena na farbe,

fluorescencii alebo luminiscencii [71, 73].

inkuba'cja inkubdc-ia inkubd-cia inkubdcjia inkubdcia VYSLEDOK
@premyﬂe premytie premytie premytie
¥ protilatka v protilatka % antigén a antigén blokovanie enzym
konjungat (biotin-oznacend protildtka) produkt = substrat o Stopér

Obrdazok 11: Princip metody - priama ELISA [71]

b) Nepriama ELISA

Vzorka obsahujlica pozadovany antigén sa adsorbuje na jamky mikroplatnicky, po
¢om nasleduje blokovanie zostavajiicich miest na jamke. PO pridani protilatky (primarna
protilatka) sa naviaze na antigén a vytvori komplex. Tato metdda sa 1iSi od priamej metody
V tom, Ze protilatka viaZuca sa na antigén nema k nemu pripojeny enzym alebo int latku
generujucu signal. Namiesto toho je ucelom tejto protilatky pdsobit’ ako mostik medzi
antigénom a sekundarnou (s enzymom viazanou) protildtkou. Tato sekundarna protilatka bola
vypestovana vo zvierati odliSnom od zvierat'a, z ktorého pochadza primarna protilatka a bude
sa zameriavat’ na Fc oblast’ primarnej protilatky (obr. ¢.12) [73].

Sekundarna protilatka je ¢asto polyklonalna (pochadza z ré6znych B lymfocytov) a ako
takd bude reagovat na rdzne epitopy na primarnej protilatke, ¢o umoziiuje viacerym
sekunddrnym protilatkam naviazat’ sa na rovnaka primérnu protilatku, ¢im sa zosilni signal

a zvysi sa citlivost’ testu [73, 74].
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inkubacia inkubdcia  inkubdcia inkubdcia  inkubdcia ... VYSLEDOK
premytle premytie premytie premytie premytie

¥ protilatka y protilatka * antigén 1 antigén blokovanie enzym
konjungdt (biotin-oznacena protilatka) produkt = substrat o Stopér

Obrdzok 12: Princip metody- nepriama ELISA [71]

c) Sendvi¢ova ELISA

Pri tomto druhu metédy sG jamky potiahnuté zachytavacou protilatkou
a blokované. Vzorka sa prida do jamiek mikrodosticky potiahnutych protilatkou, prebehne
inkubacia a premytie, pri ktorom sa odstrania nenaviazané antigény. Ked’ sa najde antigén
Specificky pre naviazani protilatku, tieto antigény sa nedaju odstranit’. Po premyvacom kroku
sa pridaju protilatky, ktoré su oznadené enzymom Specifickym pre antigén anechaju sa
inkubovat’ (obr. ¢.13).

Po pridani enzymového substrdtu do média vzniké zafarbenie, ktorého intenzita je
priamo umernd aktivite enzymu a tym aj koncentracii antigénu vo vzorke. Naopak slabé
zafarbenie indikuje nedostatok enzymov alebo negativny vysledok. Ked’ze prislusny protein
je zaseknuty medzi dvoma molekulami protilatky, tito metdéda sa nazyva sendvicova
ELISA. Uvadza sa, Ze sendvicové testy ELISA st 2-5x citlivejSie ako vSetky ostatné ELISA
testy [71].

) L

mkubacza inkubdcia inkubadcia inkubdc_'ia inkubdcia  inkubdcia  jupubdcia VYSLEDOK
START remytle premytie premytie premytie  premytie  premytie
¥ protilatka v protilatka * antigén 1 antigén blokovanie enzym
konjungdt (biotin-oznacena protildtka) produkt = substradt o Stopér

Obrdazok 13: Princip metddy - sendvicova ELISA [71]
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d) Kompetitivna ELISA

Tento spdsob stanovenia je charakterizovany tym, ze dva ligandy navzdjom sutazia
0 obmedzeny pocet protilatkovych miest. Jeden ligand je stanovovany antigén a jeden je
podobna molekula, ktord je schopna viazat’ sa na protilatku, ale ma varidciu, ktora umoziuje
d’al$ej molekule viazat’ sa vyluéne na nu. To sa dosahuje pridanim biotinu k stanovovanému
antigénu. Antigén a biotinylovany antigén buda sutazit’ o rovnaké miesto na protilatke
(obr. ¢.14). Signal generovany tymto testom je nepriamo Umerny mnozstvu antigénu vo
vzorke. Cim je mnoZstvo analyzovaného antigénu alebo protilatky v sére nizsie, tym sa ziska
vysoka absorbancia, zatial’ co va¢§ie mnozstva sposobuji nizku absorbanciu [71].

Ako bolo uvedené, biotin sa ¢asto pridava ku konkurenénému antigénu. Je to uzitocna
molekula, pretoze je malad a teda vyrazne neznizuje afinitu antigénu k protilatke. Cahko
a Specificky sa tiez viaze na streptavidin. Streptavidin je protein, ktory sa 'ahko konjuguje
S rdznymi molekulami, ¢o umoziiuje generovanie signalu z roznych zdrojov, ako st farebné
zmeny, chemiluminiscencia (imunoluminometricky test) a fluorescencia
(imunofluorometricky test). Komplex biotin-streptavidin mozno pouzit' aj ako zosilfiovac

signalu [71, 73, 74].

¥ '|'.i,
L]
¥yt
inkubdc.ia inkubd.cia inkubdc_ia inkubdq'a inkubd?ia inkubdcia VYSLEDOK
START T premytie  premytie premytie  premytie  premytie
Y protilatka y protilatka * antigén 1 antigén blokovanie enzym
konjungat (biotin-oznacend protildtka) produkt = substrat o Stopér

Obrdazok 14: Princip metody- kompetitivna ELISA [71]

2. Luminiscen¢na imunoanalyza

Luminiscenéna imunoanalyza je metéda na stanovenie koncentracii mnohych
organickych zlucenin v komplexnych telesnych tekutinach. Jeho vyhody oproti konvenénym
testom st extrémna citlivost’, Siroky rozsah linearnej odozvy, rychlost’ analyzy a stabilita
¢inidiel [75].

Ako indikatory imunochemickej reakcie sa pouzivaji luminiskujuce latky, ktoré
obsahuju luminofory. Luminofory su Struktury v molekule, schopné absorbovat’ Ziarenie vo

viditel'nej alebo ultrafialovej oblasti spektra. Takéto vlastnosti majii najmé organické latky
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aromatického  charakteru. = Medzi  najpouzivanej$i  luminofér  patri  luminol
(3-aminoftalhydrazid), ktory sa vyuZziva pre stanovenie peroxidu vodika za katalyzy POD
(obr. ¢.15). Intenzita ziarenia ma maximum pri 425 nm, je nasledne imerna Sstanovovanej
koncentracii peroxidu vodika. AvSak Iluminol nie je velmi vhodny pre znacenie
vV imunoanalyze preto sa v praxi nahradzuje derivatmi ako napr. N-alkylderivaty isoluminolu,

kvoli lepSiemu kvantovému vytazku [76].

NH, O NH, O . B
NH  POD p “whds
e 0 > o 4 N, + CORhuY
NH o- ~ 2 AN
H2O2 O Iv‘\/\ej\\‘

(0] o 5
luminol LUMINISCENCIA

Obrazok 15: Reakcia luminolu s peroxidom vodika za katalyzy POD [76]

Kompetitivne metody st oznaované ako luminoimunoanalyzy (LIA), nekompetitivne
ako imunoluminometrické analyzy (ILMA). Medzi tieto metddy radime aj
chemiluminiscen¢nt imunoanalyzu (CLIA), homogénna chemiluminscen¢na imunoanalyza
(LOCI) a elektrochemilumiscenéna imunoanalyza (ECLIA) [68].

Luminiscencia nastdva po absorpci zZiarenia, energie z chemickej reakcie alebo iného
druhu energie molekulou obsahujici luminofor, pri emisii tejto energie vo forme fotonov.
Molekuly po absorbcii ziarenia excituju do vysSSieho energetického stavu, prejavi sa to
prechodom valen¢nych elektronov do vysSich energetickych hladin a vibracnou excitaciou
viizieb v molekule. Struktiry absorbujuce elekromagnetické Ziarenie za nasledného vyziarenia
svetla, luminiscencie, nazyvame luminofory. TaktieZ lumiscenciu charakterizujeme ako
prebytok Ziarenia nad tepelnym vyZarovanim telesa, toto zZiarenie ma kone¢nu dobu trvania.

Imunoanalytické metody s detekciou luminiscenéného Ziarenia rozdel'ujeme na dve
skupiny, prva skupina metdéd vyuZiva ako indikator priamo luminofér na antigéne alebo
protilatke, druhd skupina metéd vyuZiva luminofér ako substrat, reagujuci za katalyzy

enzymu, ktory produkuje luminiscenéné ziarenie [68, 76, 77].

a) Chemiluminiscencia

Chemiluminiscencia je emisia elektromagnetického Ziarenia v priebehu chemickych
reakcii. Luminiscencia vznikd nepriamou premenou chemickej energie na svetelnu energiu

cez excitovany stav. Energia, ktora sa uvolni z chemickej reakcie prevedie molekuly do
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excitovaného stavu a ndsledne prechddzaju tieto molekuly do zakladného stavu, pri ktorom sa
vyziaria fotony. Vlnova dizka vyziarenych foténov je imerna rozdielu energie excitovaného
a zakladného stavu molekuly. Excitovand molekula nestraca svoju energiu len vyziarenim
fotonu ale tiez neziarivymi procesmi, ako je napr. kolizna deaktivacia, vnutorna konverzia,
alebo moze dochadzat’ k inym chemickym reakciam. Pri reakcidch nevznikéd takmer Ziadne
teplo, preto toto svetlo, ktoré vznika pri chemickych reakciach nazyvame studené svetlo.

Chemiluminiscentné reakcie su na baze redoxného charakteru [78, 79].

Homogénna chemilumiscencia

Homogénna chemiluminiscencia zaloZzena na prenosu kyslika (LOCI) je emisia
elektromagnetického ziarenia pocas chemickej reakcie. Pouziva sa hlavne na stanovenie
markerov je malignity najma v sendvicovom usporiadani (obr. ¢.16) [80].

Pri pouziti tejto metdody sa pouzivaji dve latexové gulicky, kde prva nazyvana
chemibeads je potiahnutd monoklonalnou S$pecifickou protilatkou proti stanovovanému
antigénu, obsahujica chemiluminiscen¢né farbivo. Druhd latexovd gulicka, nazyvana
sensibeads, pokryta streptavidinom a obsahuje fotosenzibilizatné farbivo, generujuce
singletovy kyslik. Neskor do reakcie vstupuje biotinylova protilatka, ktora je Specificka proti
stanovovanému antigénu. Analyt je inkubovany s touto protilatkou a chemibeads, pri ¢om
dojde k vytvoreniu sendvicového komplexu. Tento komplex je zlozeny z monokolonalnej
protilatky naviazanej na latexovej gulicke, analytu a biotinilovej protilatky. Pridd sa
sesnsibeads so streptavidinom a naviaze sa na biotin, ¢im sa vytvori imunokoplex s oboma
latexovymi gulickami [81].

Komplex sa oziari svetlom o vIinovej 680 nm a z fotosenzibiliza¢ného farbiva na
latexovej gulicke sensibeads sa uvolni singletovy kyslik a ten reaguje
S chemiluminiscenénym farbivom, ktoré obsahuje latexova gulicka chemibeads za vzniku
chemiluminiscenénej reakcie. Pri vlnovej dizke 612 nm je merand luminisncencia priamo

umerne koncentracii nadorového markeru vo vzorku [81, 82, 83].

51



latexova gulicka so streptavidinom

a fotosenzibilizujucim farbivom

680 nm 680 nm
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2 ~ biotinylova protilatka
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X Q
615 nm o O\{ 615 nm > R
biotinylova protilatka
S naviazanym antigénom
latexova gulicka s protilatkou
a chemiluminiscencnym farbivom
VZNIK KOMPLEXU PREMYVACI PROCES LOCI

Obrdazok 16: Princip metody LOCI [81]

Elektrochemiluminiscencia

Elektrochemiluminiscen¢na reakcia (ECLIA) je modifikaciou chemiluminiscencie,
kedy je luminscenéné Ziarenie generované chemickymi reakciami, iniciovane
elektrochemicky. NajcastejSie sa ako elektrochemiluminoféry pouzivaju chelaty ruthénia,
pripadne rhodia ¢i osmia. Elektroluminofér je oxidovany na povrchu anédy, ktora je zo zlata
alebo platiny [84].

V dnesnej dobe patri medzi najvyznamne;jsi tris(2,2-bipyridyl)ruthenium [Ru(bpy)s] 2*
(obr. ¢.17), pouzivany ako luminiscenéna znacka. Komplex vykazuje vysoké kvantové
vytazky a je mozné ho l'ahko naviazat’ na mnoho bielkovin, nukleovych kyselin atd’. Taktiez

je vel’'mi dobre rozpustny vo vode a aj v inych roztokoch [85].

Obrdzok 17: Struktiira tris(2,2-bipyridyl)ruthenia [86]
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Reakcia prebicha na pevnej fazy, zloZenej z magnetickych cCastic, na ktorych je
naviazany streptavidin. Ked reakcia prebehne, magnetické cCastice sa prichytia na
permanentny magnet. Na elektrody je privadzany elektroimpulz anasledne je zahajena
elektrochemicka reakcia. Podas reakcie je oxidovany komplex Ru?* na Ru®*. Cyklickost

reakcie udrzuje triptomylamin, ktory je tiez oxidovana a nasledne redukovany (obr. ¢.18) [70,

86].
t Luminiscencia

Ru{Bpy) M s s e Tt s mnnni s

Ru(bpy),*~ — — — — — — Ru(bpy) S 27 | O TPA ™+ — — —
1

~— e- Elektréda —A

TPA= tripropylamin

Obrdazok 18: Princip reakcie ECLIA [96]

3. Radioimunoanalyza

Radioimunoanalyza (RIA) je technika, pouZivana na stanovenie koncentracie
peptidovych, nepeptidovych hormoénov, liekov, enzymov, virusov, bakteridlnych antigénov
ainych organickych biologickych latok v krvi. Patri medzi prvé metody, ktoré vyuzivala
znacenie imunoreaktantov, ktoré st kotvené na pevnej fazy. Zahriiuje radioizotopovi
mikroanalyzu, ktorej zakladom je reakcia antigénu so Specifickou protilatkou. Za RIA
oznaCujeme kompetitivne heterogénne metddy, ktoré prebiehaju v pritomnosti vhodného
radionuklidu. Povodne sa vyuzival radionuklid 311, av8ak mal kratky poléas rozpadu a bol
nahradeny stalejSou formou %°I, ¢im sa oznaGovali bielkoviny alebo thyroidné hormény.
Medzi d’alsie radioizopy vyuZivane v radioimunoanalyze patria *C, Se, 3H [69, 70].

Pri kompetitivnej reakcii analyt obsahuje pozadovany antigén, komplementarnu
protilatku a radioaktivne oznacenu verziu antigénu a prebieha in vitro. Vzorka antigénu
a protilatky sa inkubujl spolu, ¢o umozni antigénu vzorky naviazat’ sa na protilatku. Potom sa
pridd radioaktivne znaCeny antigén. Radioaktivne oznaceny antigén sut'azi s antigénom

vzorky a vytestiuje ho z protilatky. Cim viac antigénu vo vzorke je pritomné, tym menej je
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radioaktivne oznaCeny antigén schopny viazat' sa na protilatku. Ked’Ze roztok obsahujuci
komplex antigén-protilatka je hustej$i ako roztok obsahujuci volny antigén, centrifugacia
tejto zmesi umoznuje separaciu, vysledkom coho je peleta obsahujica naviazanu vzorku
antigén - radioaktivne znaCeny antigén. Meranim radioaktivity pelety je mozné urcit
mnozstvo radioaktivne znaceného antigénu, ktory sa naviazal na protilatku, a teda aj
koncentraciu antigénu vo vzorke (obr. ¢.19). Nekompetitivhu imunoradiometricki analyzu

oznacujeme IRMA [87].

g a) Vzorka peptidu sa inkubuje s primdrnou protilatkou.
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Obrdazok 19: Princip metody-RIA [87]

RIA sa vyznaCuje vysokou citlivostou v rozmedzi nanogramov az pikogramov
a presnost'ou, ¢o umozinuje pouzivat' len malé objemy analytu 10-100 pl. Nevyhody RIA sa
tykaju pouzitia radioaktivneho znadenia, zvy&ajne '?°I a teda kratkej skladovatelnosti. Tieto

testy nepouzivaji enzymy a tym sa znizuje riziko interferencie zo samotnej vzorky [88].

a) Imunoradiometricka analyza

Imunoradiometrickd analytickd metoda (IRMA) je podobna radioimunoanalyze, ale
vyuziva dvoch protilatok, jednej neznacenej protilatky a druhej znacenej protilatky
radioaktivnym izotopom !?°I. Analyt sa prida do skumavky, ktord obsahuje neoznadené
protilatky. Stanovovand latka sa imobilizuje naviazanim na protilatky, nachadzajliicej sa na
stene skimavky. Vznikd komplex stanovovana latka a protiladtka, neskor sa po odsati
zvyskového roztoku prida roztok so znacenymi protilatkami, reagujucimi s SO vzniknutym
komplexom. Na kazdy vzniknuty komplex je naviazand prave jedna zna¢na protilatka, ¢im je

mozné pomocou radioaktivity uréit’ koncentraciu stanovovanej latky [88].
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b) Fluorescenéna imunoanalyza

Fluorescenéna imunoanalyza (FIA) patri do metdéd vyuzivajucich ako indikatory
reakcie fluoreskujice latky, ktoré obsahuji fluorofory. Imunoanalyzu je mozné rozdelit
medzi kompetitivne a nekompetitivne usporiadania. Medzi kompetitivne metody patri
fluorescen¢na polarizatna imunoanalyza (FPIA), ktora vyuziva meranie vertikalne
polarizovaného fluorescencného Ziarenia. Modifikacia FIA je napr. aj zosilnena homogénna
fluorescenénd imunoanalyza (TRACE) &i zosilnena prediZzena fluorescenéna heterogénna
imunoanalyza (DELFIA) [89].

Homogénna fluorescenénd imunoanalyza sa vyuZziva na analyzu malych molekl.
Heterogénna fluorescen¢na imunoanalyza oddeluje nepotrebné sérové analyty z reakcie pred
meranim intenzity fluorescencie. Metoda sa aplikuje aj v kompetitivnej aj nekompetitivne;j
podobe. Polyakrylaminové guli¢ky s kovalentnou viazanou protilatkou alebo antigénom sa
pouzivaji ako pevna faza. Najskor sa zmieSa stanovované sérum S oznacenym antigénom
fluoresceinom a nasledne sa zmes oboch antigénov prida ku guli¢ke S naviazanou protilatkou.
Po prebehnuti reakcie sa vol'na frakcia oddeli a meria sa fluorescencia [90].

Fotoluminiscencia je dej, ktory vznikd po absorbcii energie vo forme excitacného
ziarenia molekulou, ktora obsahuje fluorofor s naslednym vyziareni fotonov s dlhSou vinovou
dizkou. Rozdeluja sa na fluorescenciu, oneskoreni fluorescenciu a fosforescenciu.
Deexcitacia molekuly vznika Ziarivymi prechodmi ako je fotoluminiscencia alebo neziarivymi
prechodmi, kam zarad’'ujeme vnitorni konverziu, vibraénu relaxaciu a medzi systémové
prechody [91].

Aby latka mala schopnost’ fotoluminscencie je potrebné aby Struktura absorbovala
ultrafialové alebo viditelné ziarenie. Latky absorbujice elektromagnetické Ziarenie vo
viditelnej a ultrafialovej oblasti nazyvame fluroféry alebo fosforofory. Cim viac ma latka
schopnost’ absorpcie ziarenia, tym vécsia bude nasledna intenzita fotoluminiscencie [69, 91]

Medzi najpouzivanejSiu fluoreskujucu latku patri fluorescein ajeho derivaty ako je
napr.  fluorescein-5-isothiokyanat  (FITC) a  tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat,
tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat (TRITC) [69].

FITC ma vinovi diZku excitaéného Ziarenia 492 nm a emisné maximum 520 nm. Pri
tychto vinovych dizkach interferujti niektoré analyty, ¢o sa pri analyze krvného séra prejavi
zhasenim. V bioanalyze krvného séra sa vyskytuje fluorescencia aj z inych prirodzenych
zdrojov v sére, ¢o vedie pri podobnych vlnovych dizkach maxim k hor$iemu rozoznaniu

znacenych fluoroforov [92].
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2 CIEL PRACE

1) Spracovanie pacientskych vzorkov.

2) Analyza vybranych markerov ako ukazovatelov rozlisenia CaP a BHP.

3) Rozlisenie maligneho a benigneho ochorenia prostaty na zdklade PSA, fPSA a PHI
ako indikatorov v diagnostickom procese pri vykonu biopsie.

4) Poukazanie na moznu suvislost NSE ako prognostického markera karcinému
prostaty.

5) Statistické spracovanie nameranych dat.

Hypotézy

1) Rast hodnot PSA s vekom, bez ohladu pritomnosti CaP.
2) Koreldcia rastu hodnot NSE a PSA, kedZe neuroendokrinné bunky neexprimuju

androgéne receptory, ¢cim dochadza k stimulacii proliferacii buniek CaP.

56



3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Pristroje a vybavenie

e Analyzator Advia Centaur XPT (Siemens, Japonsko)

e Analyzator Acces 2 Immunoassay system (Beckman Coulter, Kalifornia)

e Analyzator Cobas e 411 (Roche, Svajéiarsko)

e Centrifiga Eppendorf 5720 (Nemecko)

e Centrifiiga Ohaus frontier 5714 (USA)

e Bezné vybavenie laboratoria (uzavery na skamavky, reak¢né skumavky, skumavky,

pipety, kadicky, odmerné valce, Spicky)

3.1.1 Advia Centaur XPT

Analyzator ~ (obr.¢.20) pracuje na  principe  heterogénnej  imunoanalyzy
s chemiluminiscenénou detekciou (znaCkovacia latka - Acridinium ester), urCeny na
diagnostiku v oblasti tumorovych markerov - PSA, cPSA, CEA, AFP, BR (27.29), CA 15-3,
CA 19-9, CA 125 Il, HER-2/neu, kongenitalnej diagnostiky, reprodukénej endokrinologie,
thyreoiddlnej diagnostiky, kardiomarkerov, anémii, hepatitid a HIV, diabetologie,
Specifickych IgE a na monitorovanie hladin lie¢iv v telovych tekutinach. Vhodné typy vzoriek
pre systém su sérum, plazma a moc¢ v zavislosti od druhu testu. Analyzator je vhodny pre
kazdy typ skumavky. Kontrola integrity reagencie zahriiuje identifikdciu cez c¢iarovy kod,
kontrolu a hlasenie dostupnosti reagencie a stability na boarde, kontrolu zostavajiceho poctu

testov, sledovanie a nasledne hlasenie kalibra¢ného intervalu, hlasenie doby exspiracie [97].

Obrazok 20: Analyzator Advia Centaur XPT [97]
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Legenda:

Nddoba s vodou
Odpadova nadoba
Priehradka na primarne reagencie
Nakladac spiciek
Viditellné stavové svetlo
Kyvetovy nakladac
Vystupny front
Statisticky zdznam

. Vstupny front

10. Cistiaci roztok

11. Systemové kvapaliny

©oOoN>O~ WD

Obrazok 21: Schéma analyzatoru Advia Centaur XPT [96]

3.1.2 Kalibracia Advia Centaur XPT

Analyza ADVIA Centaur PSA a fPSA si vyzaduje kalibraciu teoretickej krivky pri
pouziti nového Cisla Sarze reagencie a pevne fazy. Pred podanim nového setu reagencii do
pristroja sa od¢itava QR kod testu, na ktorom su spisané vSetky informécie o teste, Sarzi,
trvanlivosti a je tam uvedena teoreticka krivka (Master courve definition). Kalibra¢ny set
musi byt kompatibilny s danym reagenénym testom. Tento set ma v prilohe ¢iarovy kod,
ktory sa nacita pred kalibraciou a su na nom zaznacené koncentracie kalibratora. Kalibra¢né
séra pred kalibraciou vytemperujeme na teplotu 20 °C a s stabilné do datumu exspiracie.

Stanovenie kalibracie sa vykonava pomocou dvoch kalibratorov nizkym (low) a vysokym

(high). Kalibracia sa potvrdi teoretickou krivkou.

1) Kalibracia PSA

Kalibra¢na krivka pre chemiluminiscenéni metédu je devitbodova nelinedrna funkcia
zobrazena na grafe ¢.2. Zavislost’ signalu relativnej jednotky svetla (RLU) na koncentracii

PSA je v tabulke ¢.5.
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Tabulka 5: Kalibracné hodnoty stanovenia PSA

Koncentracia
0,0 | 1,030 | 1,280 | 2,950 8,800 22,10 49,90 75,70 104,0
[ng/ml]

RLU 3056 | 29910 | 55023 | 105060 | 244282 | 569581 | 100288 | 1326764 | 1605679
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Graf 2: Kalibracna krivka PSA

e Kontrola kvality

Na monitorovanie vykonu systému je potrebné analyzovat’ dve koncentracie materialu
na kontrolu kvality kazdy deii. Spolo¢nost’ Siemens Healthcare Diagnostic odporac¢a pouzivat
komer¢né dostupné materialy s nizkou a vysokou koncentraciou. Na tato kalibraciu PSA sa
vyuzil kalibrator ADVIA Centaur Calibrator Q (tab. ¢.6). Uspokojujiica Grovent vykonu sa
dosiahne vtedy, ked’ ziskané hodnoty analytu su v ramci prijatel'ného kontrolného rozsahu
[98].
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Tabul’ka 6: Hodnoty kalibratorov pre stanovenie PSA

Kalibratory
HIGH LOW
Koncentracia [ng/ml] 63,10 0,00
CV [%] 3,391 6,775
Akceptované CV [%] 7 10,8
Hodnota kalibracie 111,777 1,298
Definované rozmedzie
5,539 — 1102,261 0,330 - 4,070
hodnoty kalibracie
Kalibra¢na odchylka 0,384 -0,177
Definované rozmedzie
-1,170 - 0,570 -1,170 - 0,570
kalibracnej odchylky

2) Kalibracia fPSA

Krivka kalibracie je zobrazena na grafe ¢.3 pomocou siedmych bodov. Zavislost
koncentracie fPSA a RLU je v tabul’ke ¢.7.

Tabul’ka 7: Kalibracné hodnoty pre stanovenie fPSA

Koncentracia

0,0 0,7130 1,31 2,790 6,710 16,30 33,80

[ng/mi]

RLU 4808 | 137040 | 256027 | 535458 | 1337986 | 2991745 | 5922009
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0 0,713 1,31 2,79 6,71 16,3 33,8

Koncentrécia [ng/ml]
Graf 3: Kalibracna krivka fPSA
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e Kontrola kvality

Tak ako aj pri PSA tak aj pri fPSA sa na monitorovanie vykonu systému vyuzivaju
dve koncentracie. Na tato kalibraciu fPSA sa vyuzil kalibrator ADVIA Centaur Calibrator
fPSA (tab. ¢.8), pri ktorom sa dostato¢na Groven vykonu sa dosiahne vtedy, ked’ ziskané

hodnoty analytu s v rdmci vyhovujuceho kontrolného rozsahu.

Tabul’ka 8: Kalibratory pre stanovenie fPSA

Kalibratory
HIGH LOW
Koncentracia [ng/ml] 14,6 0,0
CV [%] 0,090 0,545
Akceptované CV [%] 3,4 12
Hodnota kalibracie 743,905 1,191
Definované rozmedzie
408,695 — 1926,705 0,330 - 4,070
hodnoty kalibracie
Kalibra¢na odchylka -0,123 -0,350
Definované rozmedzie
-1,170 - 0,570 -1,170 - 0,570
kalibra¢nej odchylky

3.1.3 Analyza prostatického vol’ného antigénu a jeho vol’nej frakcie

1) Stanovenie PSA

Tabul’ka 9: Analytické parametre stanvenia PSA [98]

Typ vzorky Sérum

Analyticky rozsah merania 0,01-100 ng/ml (ng/l)

Stabilita reagencie 28 dni

Interferencia vykazujica < 5% zmenu vo Hemolyzované 500 mg/dl hemoglobinu

vysledkov do Lipemické 1000 mg/dl triglyceridov
Tkterické 40 mg/dl bilirubinu
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e Reagencie

Tabul’ka 10: Reagencie analyzy PSA [98]

Reagencia Objem Opis Skladovanie
ADVIA Centaur 10 ml/balenie Polyklonéalna kozia protilatka 2-8 °C
PSA ReadyPack, | reagencii proti PSA (77ng/ml) oznacena
reagencia Lite esterom akridinu v pufrovanom
fyziologickom roztoku
Primérme s konzerva¢nymi latkami
_ | ADVIA Centaur | 25 ml/ balenie | Monoklonalna mysia protilatka 2-8°C
reagencie PSA ReadyPack, | reagencii proti PSA (25ug/ml) kovalentné
reagencia pevnej Spojena s paramagnetickymi
fazy Casticami v pufrovanom
fyziologickom roztoku
s konzervacnymi latkami
ADVIA Centaur 10 ml/balenie Kozie sérum s azidom sodnym 2-8°C
ReadyPack, reagencii (<0,1%) a konzervaénymi
viacucelovy latkami
Multi-Diulent 2,
Pridavné | viacucelovy
reagencie | riediaci roztok 2
ADVIA Centaur 50 ml/fTasticka | Kozie sérum s azidom sodnym 2-8 °C

Multi-Diulent 2,
viacucelovy

riediaci roztok 2

(< 0,1%) a konzervaénymi

latkami

e Princip stanovenia

Analyza ADVIA Centaur PSA je dvojmiestna sendvi€ovd imunoanalyza s pouZitim

chemiluminometrickej technologie, ktora vyuziva konStantné mnozstva dvoch protilatok. Prva

protilatka, ktord sa nachadza v reagencii Lite, je polyklondlna kozia protilatka proti PSA

oznacena esterom akridinu. Druha protilatka nachddzajlica sa v pevnej fazy je monoklondlna

mysia protilatka proti PSA kovalentne spojena s paramagnetickymi casticami [98].

62




e Priprava vzoriek

Analyza vyzaduje na jedno stanovenie 35 ul vzorky. Pred vlozenim do systému je
nutné sa presvedCit ¢i vzorka neobsahuje fibrin aani iné castice, ktoré sa odstrania
centrifugaciou pri 1000 g pocas 15-20 minat. Vzorky, ktoré sa skladovali pri laboratdrne;
teplote dlhSie ako 8 hodin by sa nemali pouzivat. Pri nedokonéenej analyze v priebehu
8 hodin, sa vzorky pevne uzatvoria a vlozia do chladni¢ky s teplotou 2-8 °C. Neanalyzovana

vzorka v priebehu 48 hod., sa musi uchovavat’ pri teplote -20 °C [98].

e Riedenie

Objem vzorky potrebny na vykonanie riedenia V pristroji sa li§i od objemu vzorky
potrebného na vykonanie jedného stanovenia. Riedia sa najmd vzorky séra s hladinou
celkového PSA vysSou ako 100 ng/ml (100 pg/l) a opdtovne analyzuju. Na riedenie vzoriek
pacientov sa vyuziva Multi-Diulent 2 [98].

Tabul’ka 11: Riedenie pri analyze PSA [98]

Riedenie Objem vzorky (ul)
1:2 75
1:5 30
1:10,1:50,1:100 40

2) Stanovenie fPSA

Tabul’ka 12: Analytické parametre stanovenia fPSA [99]

Typ vzorky Sérum
Analyticky rozsah merania 0,01-25 g/l
Stabilita reagencie 28 dni
Interferencia vykazujica < 5% zmenu vo Hemolyzované 1000 mg/dl hemoglobinu
vysledkov do Lipemické 1000 mg/dl triglyceridov
25 mg/dl konjugovaného
Teterické bilirubinu
25 mg/dl nekonjugovaného
bilirubinu
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e Reagencie

Tabul’ka 13: Reagencie analyzy fPSA [99]

Reagencie Objem Opis Skladovanie

ADVIA Centaur | 58 ml/ balenie Monoklonalna mysacia protilatka | 2-8 °C

fPSA reagencii anti-PSA (200 ng/ml) oznacena

ReadyPack, akridinium esterom

reagencia Lite v pufrovanom fyziologickom
Primarne roztoku s konzervaénymi latkami

reagencie | ADVIA Centaur | 11,4 ml/ balenie | Monoklonalna mysacia protilatka | 2-8 °C

fPSA reagencii anti-fPSA (2,5 ug/ml) naviazant
ReadyPack, na paramagnetické Castice
reagencia pevnej v pufrovanom fyziologickom
fazy roztoku s konzerva¢nymi latkami
. . | ADVIA Centaur | 10 ml/ balenie Kozie sérum s azidom sodnym 2-8°C
Pridavné
| ReadyPack, reagencii (<0,1%) a konzervaénymi
reagencie L. .
Multi-Diulent 2 latkami

e Princip stanovenia

Analyza ADVIA Centaur fPSA je analyza kvantitativneho merania in vitro fPSA
v l'udskom sére. Na principe dvojmiestnej sendvi¢ovej imunoanalyzy s pouZzitim priamej
chmiluminometrickej  technolégie, ktord pouziva konStantné mnoZstvo dvoch
monoklonalnych mysacich protilatok. Prva protilatka v reagencii Lite, je protilatka anti-PSA
znacend akridinium esterom. Druhd protilatka sa nachadza v pevnej faze, ktord je proti
vol'nému PSA oznacena biotinom anaviazana na streptavidinové paramagnetické cCastice

[99].

e Priprava vzoriek

Na jedno stanovenie si analyza vyzaduje 30 pl. Vhodnym materidlom pre analyzu je
sérum, stanovenie V plazme sa nedoporucuje. Vzorky st stabilné 8 hodin pri laboratornej
teplote a 2 dni pri teplote 2-8 °C. Pri pripadnom dlh§om skladovani je nutné vzorky zamrazit’
na teplotu -20 °C. Vysledky s hodnotami vyssimi ako 25 pg/l je potrebné nariedit’ rucne

a zopakovat analyzu [99].
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3.1.4 Access 2 Immunoassay system

Access 2 Immunoassy system (obr. ¢.22) je automatizovany analyzator, ktory vyuziva
chemiluminiscenciu na analyzu telesnych tekutin. Stanovenie prebieha kvantitativne aj
kvalitativne in vitro testmi. Luminometer zabudovany v systéme meria vysledne relativne

svetelné jednotky (RLU) a systém to prevedie na vysledok [100].

=
—~ SEWBOWD)
anun, .

Obrazok 22: Analyzator Access 2 Immunoassay system [101]

3.1.5 Kalibracia Acces 2 Immunoassay system

Kalibra¢na krivka stpravy Acces testosterone calibrators je nelinearna Sestbodova
zavislost signalu RLU na koncentracii (ng/ml) (tab. ¢.14, graf ¢.4). Pouzita kalibra¢na
siprava musi byt pred analyzou vytemperovand na 20-25 °C. Pri stanoveni Access

testosterone a vyzaduje kalibraciu kazdych 14 dni.
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Tabulka 14: Kalibracna tabulka pre stanovenie testosteronu

Stanovena Vypocitana
koncentracia RLU SD CV % koncentracia
[nmol/l] [nmol/l]
SO 0,0 1296080 -
SO 0,0 1250150 0,13
Priemer 1273115,00 32477,41 2,55 0,13
S1 1,63 851367 1,53
S1 1,63 794565 1,77
Priemer 822966,00 40165,08 4,88 1,65
S2 5,20 360949 5,09
S2 5,20 369601 4,97
Priemer 365275,00 6117,89 1,67 5,03
S3 13,18 123081 13,61
S3 13,18 118155 14,09
Priemer 120618,00 3483,21 2,89 13,85
S4 27,39 53267 27,82
S4 27,39 52997 27,95
Priemer 53131,50 190,92 0,36 27,88
S5 55,48 25895 54,48
S5 55,48 25513 55,32
Priemer 25703,95 270,33 1,05 54,90
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Graf 4: Kalibracny graf testosteronu

e Kontrola kvality

Materialy kontroly kvality stimuluju charakteristické vlastnosti pacientskych vzorkov
a su potrebné pre sledovanie funk¢énych charakteristik imunochemickych stanoveni. Vzorky
mozu byt spracované skor v rezime ,, random accesss™ nez v rezime po metddach ,,batch®,
preto sa zarad’uji kontroly kvality kazdych 24 hodin. PouZivaji komeréné materialy kontroly
[102].

Nepresnost’

Stanovenie vykazuje celkova nepresnost <20 % pri koncentracii testosteronu

0,5 ng/ml a < 10 % pri koncentracii 2-10 ng/ml (tab. ¢.15) [102].

67



Tabul’ka 15: Nepresnost stanvenia Access immunoassay [102]

Celkovy priemer | V ramcistanovenia | Medze stanovenia
- Celkova
Vzorka N=40 (Within Run) (Between run)
nepresnost’
[ng/ml] CV % CV%
1 0,35 3,93 7,08 8,10
2 0,83 2,98 4,51 5,36
3 2,25 1,67 4,78 5,07
4 5,38 1,99 4,22 4,67
5 8,31 2,14 4,91 5,36
6 12,88 2,71 5,65 6,26
3.1.6 Analyza testosteronu
1) Stanovenie testosterénu
Tabul’ka 16: Analytické parametre stanovenia testosteronu [102]
Typ vzorky Sérum
Analyticky rozsah merania 0,1-16 ng/ml
Stabilita reagencie 28 dni
Interferencia vykazujica < 5% zmenu vo Hemolyzované 1000 mg/dl hemoglobinu
vysledkov do Lipemické 1800 mg/dl triglyceridov
10 mg/dl konjugovaného
bilirubinu
Ikterickée
10 mg/dl nekonjugovaného
bilirubinu
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e Reagencie

Tabul’ka 17: Reagencie analyzy testosteréonu [102]

Reagencie | Opis Skladovanie

Rla Paramagnetické Castice potiahnuté kozou protilatkou proti mysSiemu | 2-10 °C
IgG, konjugat testosteronu s alkalickou fosfatazou, hovidzi sérovy

albumin (BSA), azid sodny < 0,1% a ProClin** 300 0,1%.

R1b Roztok Sample Treatment Solution, azid sodny < 0,1%. 2-10 °C

Ric Monoklonalna mysia protilatka proti testosterénu, protein (BSA, mysi, | 2-10 °C
kozi), azid sodny < 0,1%, ProClin 300 0,1%.

e Princip stanovenia

Access Testosteron je kompetitivne vdzobné imunoenzymatické stanovenie. Vzorok sa
prida do reak¢nej kyvety spolu s roztokom Sample Treatment Solution, konjugatom, mysou
monoklonalnou protilatkou proti testosterénu s alkalickou fosfatdzou a paramagnetickymi
Casticami potiahnutymi kozou polyklondlnou protildtkou proti mysiemu I1gG. Uginkom
roztoku sa viazany testosteron VO Vzorku uvoltiuje z vdzobnych proteinov a shtazi
s konjugatom testosteréonu s alkalickou fosfatazou o vézobna miesta na obmedzenom
mnozstve Specifickej monoklonalnej protilatky proti testosterénu. Vysledny komplex antigén-
protilatka sa naviaze na zachytnt protilatku na pevnej faze. Po inkubacii v reak¢nej kyvete sa
latky nenaviazané na pevnu fazu odstrania separaciou v magnetickom poli a premytim. Do
reakénej kyvety sa prida chemiluminiscen¢ny substrat Lumi-Phos* 530 a svetlo generované
pri reakcii sa meria luminometrom. Produkcia svetla je nepriamo tmerna koncentracii
testosteronu vo vzorku. Mnozstvo analytu vo vzorku sa stanovi z ulozenej viacbodovej
kalibra¢nej krivky [102].

e Priprava vzoriek

Doporucenymi typmi vzorkov su sérum a plazma (heparin). Hladiny testosterénu
pocas dna kolisu, preto je odporacané urobit’ 3 odbery za hodinu v intervale od 8-10 hodiny.
Vzorky séra sa po odstredeni nechavaju zrazit' a do 2 hodin po odstredeni sa prenesie 500 pl
vzorky do zasobnej skiimavky. Pri odstredeni musia byt odstranené zvysky fibrinu a bunkové

Castice. Pri nedokoncenej analyze Vv priebehu 8 hodin, sa vzorky pevne uzatvoria a vlozia do
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chladnicky s teplotou 2-8 °C. Neanalyzovana vzorka v priebehu 48 hodin je zamrazena na

teploti -20 °C. Vzorku sa mdze 2x rozmrazit’ a zmrazit' [102].

3.1.7 Cobase 411

Cobase 411 (obr. ¢.23) je plne automatizovany analyzator, ktory vyuZiva
elektrochemiluminiscenénli technolégiu na imunoanalyzu. Slizi na kvantitativne aj
kvalitativne stanovenia in vitro testmi, vratane anémie, kostnych, srdcovych a nadorovych
markerov atd’. VyznacCuje sa vysokou citlivostou, spol'ahlivostou a reprodukovatel'nost'ou.

Pipetovanie vzoriek je bez prenosu, na zabranenie krizovej kontaminacii [103, 104].

Legenda:

Oblast vzorku

Prevadzkovy spinac

Oblast cinidla

Inkubacna oblast

Oblast pevného odpadu
Oblast spotrebného materialu
Nadoba na tekuty odpad
Oblast merania

Nadoba na vodu systé

©CoN>T WD

Obrazok 23: Analyzator Cobas e 411 [104]

3.1.8 Kalibracia Cobas e 411

Dvojbodova kalibracia (tab. ¢.18, graf ¢.5) sa vykonava vzdy pre nova Sarzu
reagencnej supravy. Vyuzity bol kalibrator CalSet NSE, ktory bol pred meranim
vytemperovany na teplotu 20-25 °C.

Rekalibrécia sa odportaca

e po 12 tyzdioch pri pouzivani rovnakej Sarze
e po 7 dnoch pri pouzivani rovnakej reagen¢nej supravy v analyzatore

e pri vysledkoch kontroly kvality mimo definovany rozsah
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Tabul’ka 18: Kalibracna tabulka pre stanovenie NSE Tabul’ka 19: Kalibrdtor pre stanovenie NSE

Kalibracia | Signal1l | Signal2 | Target value Kalibracia Signal
1 1906 81229 0,310 Minimum 1907
2 1909 83795 47,90 Maximum 82512
© EStd(min) @ :Std(max)
2254w 102378
2184 1 © 98148
.
2114 ] © 93918
20441 m 89688
1974 1 85458
1905 1 2 - 8122
5 10 15 20 25

Graf 5: Dvojbodova kalibracia NSE

e Kontrola kvality

Na kontrolu kvality vyrobca odporaca PreciControl Tumor Marker (tab. ¢.20).
Kontroly pre rozne koncentra¢né rozsahy by mali byt merané v signgletoch aspon raz za
24 hodin, pri stalom pouzivani supravy, po zmene supravy a po kazdej kalibracii. Ziskane

hodnoty by sa mali pohybovat’ v definovanych rozmedziach [105].

Tabul’ka 20: Tabulka presnosti analyzdtora Cobas e 411 [105]

Analyzator Cobas e 411

Reprodukovatelnost’ Medzilahla presnost’

Vzorka Priemer [ng/ml] SD [ng/ml] CV % SD [ng/ml] CV %
Ludské séruml 2,58 0,08 3,1 0,11 4,4
Ludské sérum?2 9,32 0,20 2,1 0,36 3,9
Ludské sérum 3 88,0 2,0 2,3 3,87 4,4
PreciControl TM 1 8,42 0,18 2,1 0,25 3,0
PreciControl TM2 54,6 151 2,8 2,05 3,8
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3.1.9 Analyza neuron Specifickej enolazy

2) Stanovenie NSE

Tabul’ka 21: Analytické parametre stanovenia NSE [105]

Typ vzorky Sérum
Analyticky rozsah merania 0,050-370 ng/ml
Stabilita reagencie 12 tyzdiov
Interferencia vykazujica < 5% zmenu vo Interferencia - erytrocyt
Hemolyzované )
vysledkov do obsahuje NSE
Lipemické 2000 mg/dl triglyceridov
72 mg/dl konjugovaného
Tkterické
bilirubinu
e Reagencie

Tabul’ka 22: Reagencie analyzy NSE [105]

Reagencie Objem Opis Skladovanie
Streptavidinom 6,5 ml/fTasticka | streptavidinom potiahnuté mikrocastice, 2-8 °C
potiahnuté 0.72 mg/ml

mikrocastice

anti-NSE-ab~biotin | 10 ml/flasticka | biotinylované monoklonalne anti-NSE 2-8 °C

protilatky 18ES (mysacie) 1.0 mg/I,
fosfatovy timivy roztok 50 mmol/l, pH 7.2

anti-NSE- 10ml/flasticka monoklonalne anti-NSE protilatky 84B10 | 2-8 °C
ab~Ru(bpy) (mySacie) znacené

ruténiovym komplexom 1.0 mg/I;
fosfatovy timivy roztok 50 mmol/I,

pH 7.2

e Princip stanovenia

Analyza Cobas e 411 NSE je imunochemické in vitro kvantitativne stanovenie
v sendvi¢ovom usporiadani v 'udskom sére. Stanovenie NSE sa vyuziva na monitorovanie
terapie a progresie pacientov s nadorovymi ochoreniami, hlavne pri malobunkovom

bronchidlnom karcindbme a neuroblastome. Vyuziva sa protilatka, ktord je oznacena
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rutheniovym cheldtom, zodpovedajuci za svetelni emisiu. Chemiluminiscencia je spdsobend
tripropylaminom ktory prenasa elektrony na rutheniovy chelat. Prenos sa realizuje po vlozeni
napitia na elektrodu a oxidaciou tripropylaminu a rutheniového chelatu. Dochadza tym
k redukcii rutheniového chelatu na exitovanti formu a pri navrate do stabilného stavu sa
vyziaria fotony. Pomocou konvertoru sa kvantifikuju vyziarené fotony, ktoré su priamo

umerne koncentracii analytu vo vzorke [105].

e Priprava vzoriek

20 pl séra je odoberané do Standardnych odberovych skumaviek alebo do skimaviek
so separacnym gélom. Pri tejto analyze nie je vhodné pouzivat’ na vySetrenie plazmu. NSE,
ktora je uvol'nena z erytrocytov a trombocytov sposobuje, Ze st namerané zvysSené hodnoty
vV hemolyzovanych alebo nespravne Scentrifugovanych vzorkach. Vzorky, ktoré obsahuju
precipitdt st pred meranim scentrifugované. Nepouzivaji sa tepelne inaktivované vzorky

a vzorky s kontrolami stabilizované s azidom [105].

¢ Riedenie
Tabul’ka 23: Riedenie pri analyze NSE [105]
Riedenie Koncentracia analytu v zriedenej vzorke (ng/ml)
1:2 >50
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4 VYSLEDKY

4.1 Metodika prace

Tato praca prebiehala od oktobra 2021 do aprila 2022, v spolupraci s laboratoriom
klinickej biochémie v Kysuckej nemocnici s polikliniku v Cadci. Do $tadie boli zaradeni
nahodni pacienti z urologického a onkologického oddelenia nemocnice.

Pacientom bola odobratd krv pre Gcely stanovenia PSA. Na zaklade zvysenych hodn6t
PSA >4 ng/ml. Pacientom po biopsii boli vySetrované hodnoty derivatov PSA ako je fPSA
a p2PSA. % fPSA bol vypocitany pomocou vzorca % fPSA= (fPSA / tPSA) * 100.

PHI sa vypocital podla vzorca PHI= (p2PSA / fPSA) * v PSA. Pacient si vyetrenie
PHI musel hradit’ samostatne, pretoze poistovne v Slovenskej republike toto vySetrenie
nepreplacaju. Tieto markery boli zhodnotené vo vztahu k pritomnosti CaP. Pacientom bola
odobrata zilna krv v Kysuckej nemocnici s poliklinikou v Cadci, na zéklade odporu¢ania
urologa alebo pacientov, ktori st uz registrovani v onkologickej ambulancii v nemocnici.
Zilna krv bola nasledne centrifugovana. Sérum, ktoré sa takto ziskalo bolo prepipetované do
sekundarnych sktmaviek, ktoré sa vlozili do analyzatorov. Na analyzu PSA a fPSA boli
vzorky odobraté do kyvety analyzatora ADVIA. Navyse bolo potrebné pocitat’ aj s mitvym
objemom vzorky. Centaur XPT pracuje na principe heterogénne imunoanalyzy
s chemiluminiscenénou detekciu. Acridimium ester sa vyuzival ako znackovacia latka pre
PSA.

Pacientske vzorky na spracovanie testosteronu sa vySetrovali na analyzatore Access
2 Immunoassay system pracuje na principe chemiluminiscencie. Analyza sa vykonavala zo
vzorky séra alebo heparinizovanej plazmy, pri ¢om sa musel pripo€itat’ aj mitvy objem
vzorky.

Sérum na analyzu NSE, nesmela byt hemolyzovand, pretoze by sposobovalo zvySenie
hodnot. Odoberalo sa sérum, ktoré bolo inkubované s biotinylovou monoklonalnou
protilatkou a s monoklondlnou protildtkou oznafenou rutheniovym komplexom, za vzniku
sendvi¢ového komplexu. Vzorka bola analyzovany na analyzatore Cobas e 411, ktory pracuje
na principe elektrochemiluminiscenénej imunoanalyze

Na zhodnotenie vysledkov Studovaného suboru (prilohy 1-3) bola pouzita zakladna
Statistika (aritmeticky priemer, medidn, minimum, maximum, smerodajna odchylka
a variaény koeficient. Pre lepSiu orientaciu vo vysledkoch je praca doplnena o grafy. Popisna

Statistika bola spracovand v aplikacii Microsoft Excel s vyuzitim funkcii pre zakladnt
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Statistiku, v tomto programe boli spracované aj grafy analyzy PSA a % fPSA. Pre vytvorenie
grafov NSE bola pouzita Statisticka analyza v programe MedCalc verzia 20.104. V tomto
programe bola spracovana aj ROC analyza hodnét tPSA, % fPSA a PHI. Analyza spocivala
V spracovani senzitivity a Specificity testu, vyhodnotenia plochy pod krivkou (AUC),
intervalu spolahlivosti a smerodajnej odchylky. Hodnoty boli spracované samostatne
a nasledne porovnané navzajom s pouzitim metody Del.onga et al. a vysledky boli zhrnuté do
tabuliek a grafov. Diagnosticka metdda je tym prospesnejSia pre stanovenie v klinickej praxi,
¢im je jeho senzitivita a Specificita vysSia. Najkvalitnejs$i diagnosticky test na ROC grafe sa

charakterizuje najvac¢sou AUC.

4.2 Charakteristika suboru pacientov

Celkovej stadie sa zacastnilo 90 pacientov z oddeleni Kysuckej nemocnice
s poliklinikou v Cadci, z toho vzorky od 76 pacientov boli vyuzité na analyzu PSA. Hodnoty
z tychto vzoriek boli porovnané na zaklade veku. U tychto pacientov bola vykonana biopsia
prostaty pri hodnote PSA > 4 ng/ml 28 pacientom. Pri pacientoch s biopsiou boli analyzované
vzorky na zaklade PHI a fPSA s moznost'ou vyliigenia nutnosti biopsie. Dalsich 12 vzoriek od
pacientov boli vyuZité na zhodnotenie spojitosti PSA s NSE a moznost'ou predikcie CaP.

Dvaja pacienti boli monitorovani na zaklade hormonalnej liecby CaP (prilohy 4-5).

4.3 Stanovenie hodnét PSA na zaklade vekovych skupin pacientov

Vek pacienta patri pravdepodobne medzi hlavny rizikovy faktor CaP. Incidencia tohto
ochorenia sa zvySuje s pribudajicim vekom pacienta. Klinicky konsenzus prijal hodnoty
celkového PSA v sére od < 2,5-3 ng/ml za fyziologickt hranicu pri pacientoch vo veku

mladsich ako 55 rokov do 60-tého roka muza. Hodnoty PSA rast priamo umerne s vekom.
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Tabulka 24 Vek nahodne vybratych pacientov

Vek musov Pocet Relativna pocetnost’ %
N=76 N=100
>70 38 0
60-69 23 30,263
50-59 11 14,474
40-49 4 5.263
Priemerny vek muzov 70 )
Minimalny vek 46 i
Maximalny vek 90 i
Medidn 60,5 -
SD 11,0334 ;

Tabulka 25: Hodnoty PSA nahodne vybratych pacientov

PSA [ng/ml]

0-25 2,635 36-45 4665 >66 Priemer Median
Vek SD  CV[%]
N=38 N=8 N=7 N=13 N=10 tPSA  tPSA

>70 14 8 3 10 3 3,69 2,805 2,63 71,27

60-69 13 0 3 2 5 3,44 1,89 2,849 82,8

50-59 8 0 1 1 1 2,271 1,06 2,085 91,8

40-49 3 0 0 0 1 2,184 0,845 2,893 132,5
Relativne

50% 1053% 921% 17,10% 13,16% 3,36 2,62 2,70 80,36

zastupenie

* hrubSia ¢iara znazoriiuje vekovo Specifické hodnoty PSA
* gervené hodnoty oznacuju moznost’ neoplazie, vykonanie biopsie pri hodnotach nad 4 ng/ml

* hrubo oznacené hodnoty zobrazuju celkové hodnoty priemeru, medianu, smerodajnej
odchylky a varia¢ného koeficientu hodnét PSA

Subor prieskumu nahodne vybratych pacientov (tab. ¢.24) bol zastipeny v pocte 76
pacientov. Najviac zastipenou vekovou skupinou pacientov bola vekova kategoria > 70 rokov
v pocte 38 pacientov. Druhou pocetnejSou skupinou bola vekova skupina v rozhrani 60-69
rokov zastipenych 23 pacientmi. Vekova skupina 50-59 rokov bola zastipena v poéte 11
pacientov aV neposlednom rade bola najmenej zastipena vekova skupina 40-49 rokov

V pocte 4 pacientov.
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Pri poskodeni prostatickej bunky sa uvolfiuje PSA vo zvidcSenej miere. Hladina vSak
byva zvysend aj pri nemalignych ochoreniach ako su zapaly prostaty alebo BHP. Za este
fyziologickt hladinu PSA sa povazuje hodnota do 3,0 ng/ml, avSak treba aj zohladnit
zvySovanie hladiny PSA s rastiicim vekom. Pri pacientoch > 70 rokov je za fyziologicku
hladinu povazovana hodnota 6,5 ng/ml, kdezto u pacientov vo vekovom rozhrani 40-49 rokov
je fyziologicka hladina definovana len do 2,5 ng/ml. Vo vSeobecnosti hodnoty nad 4 ng/ml
poukazujii na moznl patologiu a teda moznost’ vyskytu neoplézie. Na zistenie konkrétneho
rozliSenia CaP a BHP je navrhnuté vykonat biopsiu pri hodnotach nad 4 ng/ml.

Na zéklade tabul’ky ¢.25 je viditel'né, Ze s pribudajicim vekom pacienta rasti priamo
umerne aj hodnoty PSA. Hodnoty tPSA sa pohybovali v rozmedzi od 0,28-13,32 ng/ml.
Pacienti vo vekovej kategorii > 70 rokov mali priemernu hodnotu PSA 3,69+2,63 ng/ml,
pricom celkovy priemer vekovych skupin bol 3,36+2,70 ng/ml PSA. Najmensie hodnoty PSA
boli analyzované vo vekovej skupine muzov od 49-40 rokov, kde hodnoty dosahovali
2,18442,893 ng/ml. Variacny koeficient (CV) zobrazuje, Ze najvacsi rozptyl hodnot PSA bol
vo vekovej skupine od 40-49 rokov. Celkovy rozptyl medzi hodnotami bol 80,36 %

4.4 Vylicenie nutnosti biopsie

Takmer 75 % vykonanych biopsii prostaty sa vykonava zbyto¢ne. PHI test s vysokou
$pecificitou dopomaha k lepsej diagnostike CaP pred vykonom biopsie. Cim vyssie hodnoty
PSA, tym véacsie je riziko CaP u pacienta. PHI sa vyuziva najmé pri pacientoch vo veku nad
40 rokov s celkovym PSA > 2,0 az <10 ng/ml. PHI Koreluje s hodnotou fPSA, pri nizsich
hodnotach fPSA sa PHI zvysuje.

30
25
20

15 13

Pocet pacientov

BHP CaP Celkom

Graf 6: Rozdelenie pacientov podla ochorenia na zdaklade biopsie
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Pacientom s hladinou PSA nad 4 ng/ml bola navrhnuta a vykonana biopsia. Na zaklade
vysledkov z biopsie 13 pacientom bola diagnostikovana BHP a 15 pacientom CaP, na ¢o

poukazuje graf ¢.6.

Tabulka 26: Namerané hodnoty markerov na zaklade diagnozy

CaP BHP Celkom
N=15 N=13 N=28
Priemerny vek 73,5 70,23 12
Median 7,45 4,95 5,31
tPSA Priemer = SD 7,279 +£ 2,315 5,143 + 0,898 5,726 + 1,359
Rozmedzie 4,59 - 13,32 4,11-6,77 4,11 -8,92
Median 1,28 1,23 1,255
fPSA Priemer = SD 1,4397 + 0,865 1,998 + 2,407 1,6988 + 1,78
Rozmedzie 0,68 —-4,2 0,48 -10,13 0,48 -10,13
Median 17,2 29,9 23,89
% fPSA Priemer = SD 18,093 + 7,078 30,585 + 12,526 22,6 +11,768
Rozmedzie 9,3-32,1 8,8-50,4 8,8 -50,4
Median 58,54 18,51 35,17
PHI Priemer + SD 70,86 £ 41,74 18,15+8,71 46,39 + 40,74
Rozmedzie 27,53 - 178,62 7,44 — 38,13 7,44 — 178,62

Tabulka ¢.26 demonstruje, Ze diagndza, ktord pozostava len z vysledkov hodndt tPSA
a fPSA, nemdze byt brand do tivahy, pretoze % fPSA by problém s rozliSenim pacientov na
»chorych® a ,,zdravych® nevyriesil. Pri % fPSA s cut off hodnotou 23 %, kedy boli pacienti
s nizSou hodnotou ako 23 % povazovanych za trpiacich s CaP, sa nachadzali aj pacienti
v rozmedzi od 8,8 % fPSA, tato skutoCnost’ zobrazuje aj graf ¢.7. Z tohto dovodu nejde
presne rozlisit BHP a CaP, na zaklade toho bol vypocitany PHI, ktory sa pohyboval
vintervale od 7,44-178,62, kedy pacienti s hodnotou > 40 st povaZovani ako pacienti

S vysokym rizikom pritomnosti CaP.
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Graf 7: Distribiicia ochoreni po vykonanej biopsii na zdklade PHI

Bodovy graf ¢.7 zobrazuje v kartérzkych stradniciach rozmiestnenie hodnét PHI
a % fPSA jednotlivych pacientov. Data st zndzornené¢ ako mnozina bodov, kde na vodorovnej
osy je udana hodnota PHI a na zvislej hodnota % fPSA. Teoreticky by sa pod hodnotou 23 %
fPSA aPHI nad 40, mali nachadzat’ len pacienti s CaP anaopak pacienti s BHP. Avsak
v skutocnosti sa takmer polovica pacientoch nachadzalo v hrani¢nej zéone hodnét % fPSA od
16-23 %. Poukazuje aj na korelaciu hodn6t PHI a % fPSA, ¢im nizsie hladiny % fPSA tym
viacsie PHI a moZnost’ vzniku CaP.

Z klinického hladiska na uréenie diagnézy boli zostrojené krabicové grafy ¢. 8, 9, 10,
vhodné pre vyjadrenie variability nameranych dat. V tomto grafe dolna hrana zobrazuje
spodny kvartal a hornd hrana horny kvartal. Rozdiel medzi kvartalmi je interkvartalové
rozhranie, ktoré je definované ¢iarami vychadzajice z grafu ako jeho 1,5x nasobok. Na konci
¢iar sa nachadza maximum a minimum hodn6t. Body mimo c¢iaru oznacujii extrémne
intervaly mimo dosah ¢&iar. Ciara, ktora je zobrazena v krabicovom grafe znazoriiuje hodnotu

medianu.
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Graf 8: Krabicovy graf pre tPSA

Zgrafu ¢.8 vyjadrujiici hodnoty PSA nevyplyvaji markantné rozdiely medzi
pacientmi s ochorenim BHP a CaP, kedZe median u BHP bol 4,95 ng/ml au CaP 7,45
ng/ml.Rozdiely boli pozorovatel'né u hodnét medianu % fPSA a PHI, CaP vykazoval hodnotu
medianu % fPSA 17,2 % pricom u BHP 29,9 %. Median hodn6t PHI u CaP dosahoval 58,54 ,
kdezto pri BHP len 18,51.
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200 60
180 °
160 20
140 ° 20
120 &
—_ ~
T 100 < 30
80 &
50 20
40 10
20 ;
0 0
Graf 9: Krabicovy graf pre PHI Graf 10: Krabicovy graf pre % fPSA
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4.5 Receiver operating charakteristic

Receiver operating charakteristic (ROC) statistickd analyza vyhodnocuje signaly
spravnej a falo$nej pozitivity, spravnej a falosnej negativity. ROC krivka zndzornuje zavislost’
medzi Specificitou a senzitivitou (spravnou a falo$nou pozitivitou). Plocha pod krivkou AUC
charakterizuje ucinnost’ testu. S rastacim AUC rastie aj diagnosticka u¢innost’ testu. Efektivita

jednotlivych parametrov pri diagnostike CaP st zobrazené v grafoch ¢. 11, 12, 13.

PHI
100
80}
= ! Sensitivity: 70,6
> 60 | T ISpecificity: 90,9
= -|  [Criterion: 37,84
& 40|
n i
20H AUC = 0,861
i P < 0,001
0 [1 | [ I ! I

0 20 40 60 80 100
100-Specificity

Graf 11: ROC analyza PHI

Analyza ROC potvrdila, Ze ako najlepsi marker s najvySSou Specifitou pre diagnostiku
CaP sa javi PHI, ktory mal 70,6 % senzitivitu a s vysokou $pecifitou az 90,9 % pri Statisticky
stanovenej hodnote cut off PHI > 37,84. AUC pod krivkou je 0,861, ¢im mdzem konstatovat,
ze ideZe ide o Uc¢inny test.

Za PHI testom sa umiestnil testy tPSA (senzitivita 66,7 %, Specificita 92,3 % pri cutt of
hodnote > 6,26) a % fPSA (senztivita 64,3 %, Specificita 84,6 % pri cut off hodnote < 19,1).
AUC pod krivkou tPSA dosahovalo hodnotu 0,818 au % fPSA 0,775, ktoré st podla
diagnostickej efektivity testov ROC analyz dobrymi ukézate'mi ochorenia. Za dobré testy sa

povazujui hodnoty AUC v rozmedzi 0,75-0,92 (tab. ¢.27).
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Graf 12: ROC analyza PSA Graf 13: ROC analyza % fPSA
Tabul’ka 27: Suhrn ROC analyz
95 % Hladina Deliace
AUC SD interval  vjznamnosti | - - Senzitivita  Specificita
spoPlahlivosti P riterium
tPSA 0,818 0,0806 0,627 — 0,937 0,001 6,26 66,7 92,3
% fPSA | 0,775 0,0943 0,574-0,912 0,005 19,1 64,29 84,6
PHI 0,861 0,0686 0,678 —0,962 0,0001 37,84 70,59 90,91
100 -
801 B
S 60
= [
& 40|
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Graf 14: Porovnanie ROC analyz PHI, PSA a % fPSA
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Graf ¢.14 zobrazuje porovnanie AUC hodnét PHI, tPSA a % fPSA. PHI test mal
najlepsSiu diagnostickt predikciu CaP, ¢im moZze znizit’ pocet zbyto¢ne vykonanych biopsii,
tzv. overdiagnosis. Ako ucinny indikator sa ukdzala aj hodnota PSA. Pri rozhodovani, ¢i
pacient podstupi biopsiu sa hodnoty testov PSA spolu s PHI sa vyznacuju ako prinosné oproti

len samotnému PSA.

Tabulka 28: Distribucia vysledkov podla PHI a %fPSA pacientov s vykonanou biopsiu

spravna pozitivita spravna negativita falo$na pozitivita falo$na negativita Celkom

tPSA 10 11 2 5 28
% fPSA 10 11 2 5 28
PHI 13 12 1 2 28

* Cervenou je oznaceny pocet zbyto€ne vykonanych biopsii

Z dat v kontingen¢nej tabul’ke ¢.28 je zrejmé, ze pri vysledkoch PHI v porovnani
S ostatnymi parametrami sa znizil pocet falo$ne pozitivnych jedincov (zdravi jedinci
S pozitivnym vysledkom testu) a faloSnych negativit (chori pacienti s negativnhym vysledkom
testu). Celkovo pri parametre PHI boli zobrazené 2 pripady falo$nej negativity a 1 pripad
falo$nej pozitivity. V pripade pouzitia tohto deliaceho kritéria by sa pri 28 vykonanych biopsii

by sa nemuselo vykonat’ 12 biopsii.

4.6 Stanovenie suvislosti medzi karcinomom prostaty a NSE

Priblizne 50 % vSetkych malignych nddorov prostaty obsahuje neuroendokrinné bunky, ktoré
nie je mozné pripisat’ malobunkovym nadorom ale vysoko agresivnym subtypom néadorov,
a ktoré predstavuju 1-2 % z celkovych malignit prostaty. V sucasnosti je len obmedzené
mnozstvo udajov, ktoré stanovuju hladiny neuroendokrinnych markerov v suvislosti s CaP,

preto som sa zamerala aj na vysledky NSE pri pacientoch s CaP.
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Tabulka 29: Namerané hodnoty NSE a PSA v jednotlivych skupindch

CaP bez metastiz CaP s metastizami Zdrava prostata Celkom
PSA NSE PSA NSE PSA NSE PSA NSE
Median 7,93 9,4 20,925 15,665 1,47 18,5 4,17 13,29
Priemer 3234,83 10,42 38,31 16,785 1,49 20,12 758,98 15,45
SD 4564,495 1,73 40,82 3,78 1,095 5,65 2578,31 4,68
Minimum 6,59 9 4,17 12,87 0,16 11,97 0,16 9
Maximum 9690 12,86 107,21 22,94 2,36 21,7 9690 21,7

* hodnoty PSA a NSE st uvedené v [ng/ml]
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Graf 15: Zadvislost PSA na NSE
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Graf 16: Distribucia hodnot NSE v zavislosti od ochorenia

Z grafu ¢.16, ktory pozostava z hodnot 12 pacientov, je viditeIné, ze pacienti bez CaP
mali vySSie hodnoty NSE v sére ako pacienti s CaP. Pacienti s metastazujacim CaP mali
vyrazne vy$$iu hladinu NSE ako pacienti bez metastaz (tab. ¢.29). U pacientov s CaP sérové
hladiny NSE nekorelovali so sérovymi hladinami PSA, na ¢o poukazuje graf ¢.15, to moze
byt spOsobené pritomnostou neepitelidlne transformovanych néadorovych Struktar, ktoré
znizuju alebo normalizuju sérové hladiny PSA. Hodnotenie vysSie spominanych parametrov,
najma ak su spojené so zvySenymi plazmatickymi koncentraciami NSE, mdéze dopomdct’ pri
rozliSeni pokrocilého adenokarcindému s prvkami malignych neuroendokrinnych Struktur

a bez nich.

4.7 Monitorovanie pacientov na hormonalnej liecbe

Liecba pokrocilého metastatického CaP spociva hlavne v hormonalnej lie¢be. Zakladom
je, Zze bunky CaP pre rast a diferencidciu potrebuju testosteron. Zastavenie jeho tvorby mozno
dosiahnut’ chirurgickym odstranenim semennikov alebo farmakologickou kastraciou. Na
farmakologickl kastrdciu sa vyuzivaju antiandrogény, ktoré na bunkach CaP zablokuju

receptory pre testosteron, ¢im zabrania jeho ucinku [107].
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Graf 17: Rozvoj CaP u pacienta XY

Z grafu ¢.17 je mozné pozorovat’ ze, pacientovi XY bol v roku 2019 indikovany CaP,
ktory sa nasledne zacal lie¢it. Testosteron je priamo zavisly na raste malignych buniek
prostaty. Pri zniZeni hodndt testosterénu pod tzv. kastracnil hodnotu testosterénu, Sa rast
nadoru spomaluje, pripadne moze dojst’ k jeho zastaveniu. Hodnoty testosteronu su priamo

umerne s hodnotami PSA.
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Graf 18: Rozvoj CaP u pacienta XZ
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Z grafu ¢.18 pozorujeme, indikaciu CaP pacientovi XZ vroku 2013, kedy bola
stanovena hodnota PSA 46,8 ng/ml. Pacientovi bola podana hormonalna liecba, ktora sa
spociatku zdala ako tGspe$na ked’ze hladina testosterénu dosahovala nizke hodnoty a doslo
k remisii. LieCba prestala u¢inkovat’ od roku 2018 kedy sa hodnoty PSA aj testosterénu zacali
zvySovat' a CaP sa d’alej zvicsoval, preto pacientovi bola navrhnutd ind lieCebna moznost’

(chirurgické odstranenie semennikov).
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5 DISKUSIA

Karcindm prostaty, oznacovany ako dg. C61 patri medzi najCastejSie maligne ochorenia,
ktorymi trpia najméd muzi vo vekovej skupine 60-90 rokov. Podnetom, nad uvahou o CaP sa
najcastejSie stdva zvysSena hladina PSA, ktora byva skreslend inymi faktormi ako napr.
vekom, infekciami prostaty alebo BHP. PSA patri do skupiny organovo Specifickych
markerov, vyssie hladiny PSA st predikcia k vysSiemu riziku CaP. Hodnoty PSA vzrastaju so
stupajucim vekom fyziologicky. Vyuzitie samotného PSA pri predpovedi CaP neponuka
spolahliva citlivost’ pri stanoveni skorych formach, vyssiu citlivost PSA vykazuje len pri
pokrocilych typoch CaP. Zvysené hladiny aj v inych pripadoch ako pri CaP vyrazne limitujua
vyuzitie testu vrozhodovacom procese indikdcie biopsie pre definitivne potvrdenie
pritomnosti malignity. Pacienti v Sedej zone hodnot PSA od 4-10 ng/ml su monitorovani
lekarom. Pomocou spravne zvolenych vykonavanych biochemickych testov ako je PSA,
% fPSA a p2PSA je mozné tymto pacientom predikovat’ CaP. K lepsej diagnostike dopomaha
aj test PHI vypocitany z p2PSA, ktory ma najvyssiu diagnosticku presnost’ pri hodnotach PSA
v rozmedzi od 2-10 ng/ml. PHI disponuje vysokou Specificitou a spravnou kombinaciou
biochemickych testov by sa CaP mohol indikovat’ ovela skor. Laboratorne vysledky st len
cennou pomdckou Vv diagnostike pre oSetrujiiceho lekdra ale o d’alSich postupoch rozhoduje
samotny pacient s oSetrujucim lekarom

Thompson akol. uvadzaju, ze vyssia hladina sérového PSA je spojovana s vysSim
rizikom vzniku CaP, pri hodnotach PSA 4 ng/ml je riziko 25 %, pri¢om pri hladine PSA > 10
ng/ml az 50 % [106]. Naopak Vukotic a kol. uvadza vo svojom vyskume pritomnosti CaP pri
hodnote PSA 4-10 ng/ml s rizikom 20 % a pri hodnote 10-20 ng/ml s rizikom vyskytu 33 %.
V mojom skumanom subore malo hodnotu PSA od 4-10 ng/ml 34 % muzov, ¢o koreluje so
spominanymi faktami. Pacientom s hladinou nad 4 ng/ml bola navrhnuta biopsia, pri ktorej
bolo zistené zcelkovych 28 pacientov bol diagnostikovany CaP az 15 muZov, co
predstavovalo viac nez polovicu [108].

Narodny onkologicky register Slovenskej republiky podl'a analyz avizoval vzostup
zachytu CaP od roku 2012, ktory je najmé pripisovany screeningu populacie muzov nad 50
rokov a zavedeniu rutinného vySetrovania PSA a novych diagnostickych testov do klinickej
praxe. V roku 2012 sa zachytilo 16% pacientov v I. §tadiu, 49,5 % v II. Stadiu, 15 % v 111
Stadiu, 17 % v IV. §tadiu a 2,4 % v neznamom $tadiu CaP [109].

V analyzovanom stbore boli hodnotené parametre PSA, % fPSA aPHI. Statisticky
vyznamné rozdiely boli najdené u parametrov PSA (p <0,001) a PHI (p <0,001). Pri teste
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% fPSA bola pomocou ROC analyzy stanovena AUC hodnota 0,775 (95 % IS: 0,574 - 0,912;
p = 0,005). Za najlepsie deliace kritérium so $pecificitou 84,6 % a senzitivitou 64,29 % bola
stanovena hodnota 19,1 %. K podobnym vysledok sa dopracovali analyzou aj ini autori.
Hussein a kol. studovali skupinu 84 pacientov s CaP, pri ktorych hodnoty % fPSA boli nizsie
ako 11,1 % [110]. Tijani a kol. publikovali analyzu 169 pacientov s tPSA od 4-10 ng/ml
s nesuspektnymi nélezmi pri DRE vySetreni. Zistilo sa, ze zniZzenie % fPSA bolo spojené
s vyS8Sou mierou detekcie CaP. PriGom prevalencia CaP pacientov s % fPSA < 10 % bola
62 %, zatial' co nad 20 % bola nulova. Na hranici 20 % bola Specificita 45 % a senzitivita
100 %. ROC analyzou bola uréena plocha AUC: 0,76. Cutt off hodnota % fPSA pri 15 %
mala najvyssiu schopnost’ rozliSovat’ medzi benignymi a malignymi nadormi [111]. Roddam
akol. analyzovali vyuzitie testu % fPSA. Konstatovali, ze % fPSA zlepsilo diagnosticky
vykon u muzov s hodnotami tPSA 2-4 alebo 4-10 ng/ml v porovnani len so samotnym tPSA.
Vykonnost' testu % fPSA bola signifikantne vyssia pri pacientoch s rozsahom tPSA 4-10
ng/ml nez pri pacientoch s rozsahom 2-4 ng/ml. Pri senzitivite 95 % bola v rozmedzi 2-4
ng/ml $pecificita 6% a pri rozmedzi od 4-10 ng/ml 18 % [112].

V studovanom stibore sa ROC analyzou hodnota PSA javila lepsia ako vypocet % fPSA.
Plocha AUC bola 0,818 (95% 1IS: 0,627-0,937; p<0,001) so senzitivitou 66,7 %
a Specificitou 92,3 %. Jansen a kol. analyzovali 405 vzoriek z Eurdopskej randominizovanej
Stadie screeningu CaP a 351 vzoriek zurologického oddelenia Lekarskej univerzity
v Innsbrucku. Dospeli k zaveru, Zze najvyssiu prediktivnu hodnotu CaP v oboch pripadoch
(pacienti s BHP a CaP) dosiahol parameter PHI s AUC: 0,750, ¢o je oproti tPSA AUC: 0,585
vyznamny narast. AUC pri % fPSA malo hodnotu 0,675. Pri senzitivite 90% dosahovala
Specificita pri PHI 31 % Vv porovnani so $pecificitou 8 % tPSA. Hodnota tPSA v porovnani
S ostatnymi parametrami vykazuje najmensiu diagnosticka presnost’ pri predikcii CaP [113].

Najvyssiu diagnostickt presnost’ vykazoval test PHI. Analyzou ROC plocha pod krivkou
AUC dosahovala 0,861 (95 % IS: 0,678-0,962; p < 0,001) pri senzitivite 70,59 % a Specificite
90,91 %, pri hodnote deliaceho kritéria 37,84 %. AUC plocha pod krivkou pri parametre PHI
Vv analyzovanom suibore mala najvacsiu hodnotu, ¢o potvrdzuje, Ze PHI ma v tomto pripade
najlepsi diagnosticky efekt. Pri pouziti deliaceho kritéria pri hodnote 37,84 % by sa 12 muzov
(42,86 %) vyhlo vykonaniu biopsie prostaty. V doposial’ analyzovanych derivatov PSA a ich
hodnotenim vyznamu pre predikciu CaP, test PHI s jeho plochou AUC prevySuje ostatné.
Lazzeri a kol. studovali 1026 pacientov, s pri ktorych hodnoty PHI (p < 0,001) vyrazne vyssie
a hodnoty % fPSA vyznamne nizsie u pacientov s CaP ako u pacientov, ktori nemali CaP.

Analyza s jednoznacnou presnostou ukdzala, ze PHI test s AUC 0,733 st najpresnejSimi
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prediktormi CaP pri biopsii prostaty. AUC PHI vyznamne prevysuje tPSA AUC: 0,549,
% fPSA AUC: 0,600. Zistilo sa, ze prah PHI na hodnote 40 ma najlepSiu rovnovahu medzi
senzitivitou (64,8 %) a Specificitou (71,3 %). Pri 90 % senzitivite bola prahova hodnota PHI
25,5 so Specificitou 25,5 %. Pri tejto prahovej hodnote sa dalo vyhnut' 17,2 % biopsiam. PHI
test vyrazne zvysil presnost’ s viacerymi indikatormi vratane PSA [114].

V stcasnosti sa ¢im d’alej viac, spomina s CaP novy neuroendokrinny marker, konkrétne
NSE. V stubore zdravych pacientov a trpiacich s CaP bolo dokazané, Ze zdravi jedinci mali
vys$$ie hladiny NSE ako pacienti s CaP. Pacienti, ktori mali metastazujaci CaP mali vyssie
hladiny NSE ako pacienti bez metastaz. Hodnoty PSA nekorelovali s hodnotami NSE. Pilotné
testovanie tychto 12 pacientov zobrazuje neisté vysledky v dosledku malého poctu
vySetrenych pacientov. AvSak podobne vysledky dosahovali aj Kamiya a kol. v analyze so
104 pacientmi s histologickym potvrdenim CaP a s 59 pacientmi, ktorym nebol zisteny CaP
[115]. Sakuma a kol. studovali pripad malobunkového karcindmu a adenokarcindému prostaty.
V studii bolo 76 rotnému muzovi biopsiou prostaty zisteny malobunkovy karcinom aj
adenokarcinom. Hodnoty PSA dosahovala 1760 ng/ml a NSE 88 ng/ml. lba v Casti
malobunkového karcindému boli exprimované neuroendokrinné markery. Androgéna blokada
viedla k znizeniu PSA na 5,13 ng/ml, ale k zvySeniu NSE na 810 ng/ml [116].

Hladina testosteronu dosiahnutd pomocou androgén - deprivacnej terapie suvisi
S prezitim pacientov s CaP. Do Studovaného stboru boli zahrnuti aj dvaja pacienti, ktori
podstupuju hormondlnu lie€bu. Pacientovi XY bola pred nastupom lieCby zmerané najvyssia
hodnota PSA 23,79 ng/ml po nastupe lieCby hladina klesla na 0,05 ng/ml PSA. Boli sledované
XZ mal najvyssiu hodnotu PSA 46,8 ng/ml, pri lie¢be sa hladina testosterénu znizila pod 0,69
ng/ml. Po Case liecba prestala u¢inkovat’ a so stupajucou hladinou PSA rastol aj testosteron.
Perachino a kol. zhodnotili 129 pacientov s histologickou diagndzou metastatického kostného
CaP, ktori predtym neboli lieCeny androgén - deprivacnou terapiou. Merali hladiny
testosteronu a PSA kazdé 3 mesiace pocas trvania sledovania. Zaznamenali nasledujuce
premenné: vek, Stddium, Gleasonovo skore, bazilna hladina PSA, bazilna hladina
6 mesiacoch, najniz§ia hodnota testosterénu a &as do najnizsej hodnoty testosteronu. Udaje sa
analyzovali pomocou Coxovych modelov proporciondlnych rizik, pricom primarnym
koncovym bodom bolo prezitie Specifické pre rakovinu. Priemerna bazéalna hladina PSA bola
185,8 ng/ml a priemerna najnizsia hladina PSA 2,7 ng/ml. Priemerné hladiny testosteréonu na

zaCiatku, po 6 mesiacoch a najnizSej hodnote boli 440, 40 a 21 ng/dl. Pri priemernom
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sledovani 47,5 mesiacov bolo v Case analyzy 71 pacientov mftvych (55 %) a 78 nazive
(45 %). Statisticka analyza pomocou Coxovho modelu ukézala, Ze u tychto pacientov riziko
umrtia priamo korelovalo nielen s Gleasonovym skoére (p < 0,01) a 6-mesa¢nou hladinou PSA

(p< 0,01), ale aj so 6-mesatnym sérovym testosteronom (pomer nebezpecnosti 1,32;
p < 0,05) [117].
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ZAVER

Cielom diplomovej prace bola analyza vybranych markerov prostaty pri rozliSeni
karcindbmu prostaty a benignej hyperplazie prostaty, rozliSenie diagnézy na zaklade PSA,
fPSA aPHI ako indikatorov v diagnostickom procese vykonu biopsie. Ticto ciele boli
splnené. V Studovanom stbore 76 nahodne vybratych muzov boli laboratéorne stanovené
hodnoty PSA. Pacientom s hodnotami nad 4 ng/ml PSA bola navrhnutd biopsia. Tymto
pacientom boli nasledne dovysetrované hodnoty % fPSA a PHI. Karcindm prostaty bol
histologicky potvrdeny u 15 muzov (53,57 % zo suboru). Medzi skimanymi hodnotami PSA,
% fPSA aPHI boli Statisticky patrné rozdiely medzi skupinou pacientov s karcinomom
prostaty a pacientov s benignou hyperplaziou prostaty. Tieto testy boli analyzované pomocou
ROC krivky, kde najlepsia diagnostickd presnost’ pre predikciu karcindmu prostaty vysla
v teste PHI, ktory mal najvécsiu plochu pod krivkou (AUC) v porovnani s ostatnymi. Po teste
PHI nasledoval test PSA a posledny skoncil % fPSA, aj ked” ich hodnoty pod krivkou boli
Vv kritériu dobrych testov. Pri vyuziti deliaceho kritéria PHI > 37,84 bola senzitivita 70,59 %
a Specificita testu 90,91 %, bolo uSetrenych 12 pacientov (42,86 % zo suboru), ¢o je takmer
polovica uSetrenych biopsii. PHI vySetrenie si pacient hradi sam, ak by poistovne preplacali
PHI test ako rutinné vySetrenia, CaP by pacientom mohol byt’ indikovany ovel'a skor. VSetky
laboratérne vysetrenia si pre lekara a pacienta cennym doplnkom diagndzy ale o d’alSom
osude rozhoduje sam pacient s oSetrujicim lekarom.

Dvom pacientom na hormonalnej lie¢be boli monitorované hodnoty PSA. Pred nastupom
liecby dosahovali vysoké hodnoty PSA, po zniZeni testosteronu na kastracntl hranicu sa rast
nadoru ustélil len ujedného pacienta. Druhému pacientovi hormondlna liecba zabrénila
spomalenie rastu nadoru len na uréita dobu. Liecba prestala Gi¢inkovat’ a pacientovi bola
navrhnuté chirurgické odstranenie semennikov.

Diplomova praca sa zamerala aj na moznu suvislost’ neurdén $pecifickej enolazy ako
prognostického markera karcindbmu prostaty. V analyzovanom subore 12 pacientov, boli
pacienti s diagnostikovanym karcinomom prostaty bez metastaz, s metastizami a zdravi
jedinci. Statisticky spracované hodnoty poukézali na rozdiely medzi hodnotami NSE medzi
pacientmi s karcinomom a zdravymi pacientmi. Zdravi pacienti vykazovali vyssie hodnoty
NSE oproti pacientom s karcindmom. V subore pacientov s karcindbmom mali zvysené
hodnoty pacienti s metastazujicim karcinbmom. Porovnané hodnoty PSA a NSE medzi
sebou nevykazovali suvis. Pilotné testovanie v Studovanom subore neposkytovalo 100 %

vysledky z dovodu malého poctu analyzovanych pacientov. Pri podstatne vi¢Som mnoZzstve
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pacientov by hodnoty ukazovali jasnejsiu spojitost s CaP. Stadium NSE hladin by mohlo
v buducnosti pomoct’ pri rozliSeni pokrocilého adenokarcindému s prvkami malignych

neuroendokrinnych Struktar a bez nich.
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PRILOHY

Priloha 1 Vek a hodnoty PSA nahodne vybratych pacientov
Pacient ¢. | Vek | PSA [ng/ml] | Vykon biopsie | Pacient ¢. | Vek | PSA [ng/ml] | Vykon biopsie
1 90 51 + 39 69 8,67 +
2 90 3,46 - 40 69 7,64 +
3 88 2,76 - 41 69 0,83 -
4 86 1,91 - 42 69 1,3 -
5 85 1,84 - 43 69 0,82 -
6 84 2,71 - 44 68 1,36 -
7 83 6,14 + 45 68 1,88 -
8 83 10,33 + 46 67 4,95 +
9 83 13,32 + 47 66 6,74 +
10 83 2,85 - 48 66 1,04 -
11 83 6,08 + 49 66 4,11 +
12 82 6,32 + 50 66 4,48 +
13 82 15 - 51 65 0,8 -
14 82 0,93 - 52 65 0,4 -
15 82 4,62 + 53 65 6,26 +
16 81 1,76 - 54 64 0,77 -
17 81 2,72 - 55 64 0,97 -
18 81 4,62 + 56 64 3,76 -
19 80 3,53 - 57 64 7,74 +
20 80 4,59 + 58 63 1,9 -
21 80 7,45 + 59 62 5,43 +
22 79 5,44 + 60 62 0,4 -
23 78 5,06 + 61 61 1,77 -
24 7 1,48 - 62 60 8,92 +
25 7 2,21 - 63 59 1,16 -
26 7 0,49 - 64 59 0,83 -
27 7 0,52 - 65 59 0,51 -
28 76 1,25 - 66 58 6,77 +
29 75 4,29 + 67 57 2,49 -
30 74 3,63 - 68 57 0,9 -
31 73 411 + 69 55 4,18 +
32 72 2,49 - 70 51 0,28 -
33 72 2,21 - 71 51 4,63 +
34 71 2,56 - 72 50 0,96 -
35 71 2,68 - 73 49 0,77 -
36 71 5,19 + 74 47 0,85 -
37 70 151 - 75 47 0,84 -
38 70 0,38 - 76 46 7,5 +
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Priloha 2 Hodnoty pacientov s vykonanou biopsiou
Pacient & | Vek | PSA [ng/ml] [;Z?QI] p[i';ﬁf fPSA [%] | PHI [%] | Diagnéza
1 90 51 2,54 70,19 12,9 62,4 CaP
7 83 6,14 2,23 2,23 36,3 12,3 BHP
8 83 10,33 0,95 58,8 9,3 178,62 CaP
9 83 13,32 4,2 13,59 32,1 43,16 CaP
11 83 6,08 10,13 0,41 42,8 10,13 BHP
12 82 6,32 1,1 18,55 17,4 51,29 CaP
15 82 4,62 1,33 15,81 28,8 45,18 CaP
18 81 4,62 2,16 8,21 46,8 38,13 BHP
20 80 4,59 0,79 39,08 17,2 66,15 CaP
21 80 7,45 0,97 22,25 13,0 58,91 CaP
22 79 5,44 1,69 4,70 31,1 18,51 BHP
23 78 5,06 1,33 12,65 26,3 37,84 CaP
29 75 4,29 1,9 6,80 44,3 26,75 BHP
31 73 4,11 1,23 3,43 29,9 8,56 BHP
36 71 5,19 1,28 20,08 24,7 58,54 CaP
39 69 8,67 1,04 18,70 12 57,25 CaP
40 69 7,64 1,71 5,82 22,4 27,53 CaP
46 67 4,95 1,2 7,61 24,2 20,32 BHP
47 66 6,74 0,68 65,86 10,1 116,27 CaP
49 66 4,11 0,87 4,22 21,2 7,44 BHP
50 66 4,48 0,55 21,19 12,3 24,67 BHP
53 65 6,26 1,43 2,62 22,8 9,39 BHP
57 64 7,74 1,48 19,95 19,1 82,16 CaP
59 62 5,43 0,48 21,01 8,8 23,5 BHP
62 60 8,92 1,49 7,30 16,7 32,5 CaP
66 58 6,77 0,98 9,17 50,4 23,38 BHP
71 55 4,18 1,12 2,91 26,7 12,82 BHP
76 46 7,5 0,705 151,4 9,4 145,12 CaP

* pacienti zhodni s prilohou ¢. 1
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Priloha 3 Namerané hodnoty PSA a NSE pacientov
Pacient PSA [ng/ml] NSE [ng/ml] Diagnoza
1 6,56 9,4 CaP bez metastaz
2 9690 9 CaP bez metastaz
3 7,93 12,86 CaP bez metastaz
4 107,21 22,94 CaP s metastazami
5 4,17 14,83 CaP s metastazami
6 29,56 12,87 CaP s metastazami
7 12,29 16,5 CaP s metastazami
8 0,16 27,7 Zdrava prostata
9 0,4 18,5 Zdrava prostata
10 1,47 17,29 Zdrava prostata
11 2,36 11,97 Zdrava prostata
12 3 25,15 Zdrava prostata
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Priloha 4

Monitorovanie pacienta XY

Rok Mesiac PSA [ng/ml] Testosterén [ng/ml]
2008 6,76

2009 6,53

2011 6,91

2014 13,9

2016 19,11

2019 16,77

2020 3. 23,79 0,79
2020 9. 0,05 0,25
2021 3. 0,05 0,1
2021 9. 01 0,36
2021 12. 0,8 0,57
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Priloha 5 Monitorovanie pacienta XZ

Rok Mesiac PSA [ng/ml] Testosterén [ng/ml]
2007 5,25

2008 4,03

2010 6,64

2011 14,6

2012 6. 20,7

2012 12. 29,1

2013 3. 46,8

2013 7. 3,17 <0,69
2013 10. 6,29 <0,69
2014 1. 2,85 <0,69
2014 4, 2,88 <0,69
2014 10. 2,61 <0,69
2015 1. 2,57 <0,69
2015 4. 2,25 <0,69
2015 10. 2,01 <0,69
2016 7. 1,29 <0,69
2017 1. 14 0,86
2017 4, 14 1,04
2017 1. 151 1,64
2017 10. 1,66 0,92
2018 1. 1,66 0,92
2018 4. 1,72 0,84
2018 10. 4,5 1,01
2019 2. 16,9 4,58
2019 5. 5,96 0,41
2019 8. 51 1,64
2019 11. 7,13 1,44
2020 2. 6,37 1,59
2020 5. 7,76 1,99
2020 8. 9,13 1,36
2020 11. 13,43 1,67
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