UNIVERZITA KARLOVA

2. lékarska fakulta

Autoreferat disertacni prace

Vyuziti imunochemickych metod v diagnostice nadorovych
a degenerativnich onemocnéni

The use of immunochemical methods in the diagnostic of cancer
and degenerative disease

Lenka Hanouskova

Praha, 2021



Disertacni prace byla vypracovana v ramci kombinovaného studia doktorského studijniho
programu Biochemie a patobiochemie na Ustavu Iékafské chemie a klinické biochemie
2. LF a FNM Univerzita Karlova, 2. 1ékaiska fakulta.

Skolitel: doc. Ing. Karel Kotaska Ph.D. Ustav 1ékaiské chemie a klinické biochemie 2.
LF a FNM Univerzita Karlova, 2. 1ékafska fakulta.

S disertacni praci je moZno se seznamit na Oddéleni Ph.D. studia dekanatu 2. Iekatské
fakulty Univerzity Karlovy, V Uvalu 84, 150 06, Praha 5 (tel. 224 435 836).



Disertacni prace VyuZiti imunochemickych metod v diagnostice

nadorovych a degenerativnich onemocnéni

1
2

ol B A

OBSAH
UVOD 6
CILE PRACE 7

2.1 STANOVIT VYBRANE KANDIDATN{ BIOMARKERY KARCINOMU PROSTATY (ANNEXIN, SPINK-1,
TIMP-1, CHROMOGRANIN A, ENDOGLIN, MINDIN, THYMIDINKINAZA 1) A VYHODNOTIT JEJICH PRINOS A
VYUZITI PRO DIAGNOSTIKU KARCINOMU PROSTATY ...voeeuvieireeerieeteeeiteeeeseeeeseeeeseeeeseseeseeeesesseseeessesenseeenns 7
2.2 SLEDOVAT PERIOPERACNI DYNAMIKU FGF23 U PACIENTU S PRIMARNI HYPERPARATHYREOZOU .. 7
2.3 POSOUDIT MOZNOSTI VYUZITI KYSELINY HYALURONOVE V DIAGNOSTICE DEGENERATIVNICH

ONEMOCNEN] KLOUBU (GONARTROZA KOLENE) ......cuviitiiiuieitietiereeseesteeseesseesseesseesseassesssesssessesssesnsesssenns 7
MATERIAL A METODIKA 8
3.1 HLEDANINOVYCH BIOMARKERU KARCINOMU PROSTATY ...ceeiuviieieeeieeieneeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeesnenesenns 8

3.2  SLEDOVANi PERIOPERACNI DYNAMIKY FGF23 U PACIENTU S PRIMARNI HYPERPARATHYREOZOU 1 1
3.3 POSOUZENI MOZNOSTI VYUZITi KYSELINY HY ALURONOVE V DIAGNOSTICE DEGENERATIVNICH

ONEMOCNEN{ KLOUBU (GONARTROZA KOLENE) ....
3.4 STATISTICKE METODY ....ooiuvieeutieiuteeeteeeieeeeteeesteseetesessssessssessssessesessssensssessssesssssssssessssensssessssesssenns

VYSLEDKY 15

4.1 HLEDANINOVYCH BIOMARKERU KARCINOMU PROSTATY ..ceeeierouueriieeeeeieeeineeeeeeeseseiseeeeessseneinnees 15
4.2 SLEDOVANI PERIOPERACNI DYNAMIKY FGF23 U PACIENTU S PRIMARNI HYPERPARATYREOZOU. 21
4.3  POSOUZENI MOZNOSTI VYUZITI KYSELINY HY ALURONOVE V DIAGNOSTICE DEGENERATIVNICH

ONEMOCNEN] KLOUBU (GONARTROZA KOLENE) .....cueeitiiiieiierieeteeereesseeoseeseessesseesseesseeseeseessesssssssensens 24
DISKUZE 28
ZAVERY 35
SEZNAM PUBLIKACI AUTORA 36
SEZNAM POUZITE LITERATURY 38




Disertacni prace Vyuziti imunochemickych metod v diagnostice
nadorovych a degenerativnich onemocnéni

Abstrakt

Uvod: Imunochemické metody jsou dtleZitym pomocnikem klinickych 1ékait
1 odbornikli v biomedicinském vyzkumu. Pfednosti imunochemickych metod je jejich
vysokd citlivost a pfesnost. Cilem prace bylo vyuzit imunochemickych metod ke
stanoveni biomarkerti nadorovych a degenerativnich onemocnéni. Byly provedeny
celkem ¢tyfi studie. Dvé studie se zabyvaly hledanim novych biomarkerti karcinomu
prostaty, tieti studie se zabyvala sledovanim FGF23 u pacientli s hyperparathyredzou
a Ctvrta studie se zabyvala stanovenim kyseliny hyaluronové u pacientii s gonartrozou
kolene.

Metody a pacienti: 1. studie: Koncentrace Chromograninu A, Endoglinu, TIMP-1
a thymidinkinazy 1 (TK1) v séru a Endoglinu, SPINK-1, Annexinu, TIMP-1 v mo¢i byly
méfeny u 58 pacientd (prumérny vék 68 let, rozmezi 45 -82 let) s klinicky
diagnostikovanym karcinomem prostaty a 30 zdravych jedinct (primérny veék 64 let,
rozmezi 55 — 78 let) bez relevantni urologické anamnézy a hodnoty PSA v normé. TK1
byla vybrana jako nejvhodnéjs$i marker a sérové koncentrace TK1 byly nasledné¢ méfeny
u 169 pacientli (prumérny veék 62 let, rozmezi 45 - 82 let) s karcinomem prostaty
a kontrolni skupiny 39 zdravych muzt (primérny veék 61 let, rozmezi 54 - 78 let).
Vysetteni TK1 bylo rozsifeno o stanoveni epitopu TK210. Sérové koncentrace TK210
byly méfeny u 126 pacientil (primérny vék 70 let, rozmezi 46 - 85 let) s rakovinou
prostaty a kontrolni skupiny 49 zdravych muzi (primérny veék 63 let, rozmezi 54 - 78 let)
s nezhoubnou etiologii onemocnéni véetné benigni hyperplazie prostaty.

2. studie: Koncentrace mindinu v séru byly méfeny u 56 pacientl (primérny vék 68 let,
rozmezi 45-82 let) s karcinomem prostaty a v kontrolni skupiné 29 zdravych muzi
(pramérny vek 64 let, rozmezi 55-78 let).

3. studie: Plazmatické koncentrace FGF23 byly vySetfovany u 38 dospélych pacienti (31
zen ve veku 24 — 77 let a 7 muzi ve veéku 38 — 75 let) s primarni hyperparatyredzou.
Hladiny PTH byly zkoumany tésné pied incizi a po excizi adenomu. cFGF23, iFGF23,
fosfat, eGFR a PINP byly vySetfovany intraoperacné a dal$i den po operaci.

4. studie: Kyselina hyaluronova byla vySetfovana v synovialni tekutiné 67 pacient
s prumérnym vékem 67 let (35 muzl, primérny vék 65 let a 32 Zen, primérny vek 68 let)
s klinicky diagnostikovanou osteoartritidou.

VSechny studované biomarkery byly stanoveny pomoci komeréné dostupnych

enzymovych imunochemickych metod.
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Vysledky: Vysledky jsou vyjadieny jako medidny. Koncentrace thymidinkinazy 1 v séru
jsou zvySené u pacientll s karcinomem prostaty ve srovnani se skupinou zdravych muzi
(0,196 pmol/L vs. 0,076 pmol/L, P <0,0001, AUC = 0,80). Koncentrace thymidinkinazy
jsou zvySené u pacientli se zavaznym priabé¢hem onemocnéni hodnocenym dle TNM
klasifikace a kritérii ISUP.

Sérové hladiny mindinu u pacienti s karcinomem prostaty byly vyznamné snizeny ve
srovnani s kontrolni skupinou (0,78 ng/mL vs. 2,12 ng/mL, P = 0,0007, AUC = 0,71).
Koncentrace mindinu jsou sniZzené u pacientli se zdvaznym prubéhem onemocnéni
hodnocenym dle TNM Kklasifikace.

Plazmatické koncentrace cFGF23 a iFGF23 vyznamné poklesly jeden den po
paratyreoidektomii, (cFGF23: 89,17 vs. 22,23 RU/mL, P <0,0001, iFGF23: 56,87 vs.
<1,5 pg/mL, P <0,0001). Plazmatické koncentrace iFGF23 a cFGF23 koreluji s fosfaty
(cFGF23: Spearmaniv r = -0,253, P = 0,0065; iFGF23: Spearmantiv r = -0,245,
P = 0,0085), predoperacni koncentrace iFGF23 a cFGF23 koreluji s eGFR (cFGF23:
Spearmantv r =-0,499, P = 0,0014; iFGF23: Spearmantav r =-0,491, P = 0,0017).
Koncentrace kyseliny hyaluronové u pacientd s osteoartritidou, ktefi podstoupili
artroskopii, jsou vyznamn¢ zvyseny ve srovnani se skupinou pacientd s iplnou ndhradou
kolene (2581 mg/L vs. 1763 mg/L, P = 0,01). Koncentrace kyseliny hyaluronové
v synovialni tekutiné koreluji se zvySenym osmotickym tlakem (Spearmaniv r = 0,29,
P=0,015)

Zavér: Mindin a TK1 jsou vhodnymi dopliikovymi markery pro diagnostiku karcinomu
prostaty. Koncentrace FGF23 v plazmé klesa jeden den po parathyroidektomii.
Koncentrace kyseliny hyaluronové jsou zvySené u pacientli po artroskopii, koreluji se
zvySenou osmolalitou synovidlni tekutiny a mohou proto byt dal§im indikatorem
zavaznosti onemocnéni.

Imunochemické metody jsou vhodné pro diagnostiku nadorovych a degenerativnich
onemocneni.

Kli¢ova slova: ELISA, rakovina prostaty, pHPT, HA, gonantréza, biomarker, TK1,

mindin
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Abstract

Introduction: Immunochemical methods have significant importance in biomedical
research. The benefit of immunochemical methods is their high sensitivity and accuracy.
The aim of the work was to use immunochemical methods in investigation of cancer
biomarkers and degenerative diseases. A total of four studies were performed. Two
studies were focused on the search for new biomarkers of prostate cancer, the third study
was focused on evaluation of FGF23 in patients with hyperparathyroidism, and the fourth
study looked at the assessment of hyaluronic acid in synovial fluid of patients with knee
gonarthrosis.

Methods and patients: Study 1: Concentrations of Chromogranin A, Endoglin, TIMP-1
and thymidine kinase 1 (TK1) in serum and Endoglin, SPINK-1, Annexin, TIMP-1 in
urine were measured in 58 patients with the (mean age 68 years, range 45 — 82 years) with
clinically diagnosed prostate cancer and in 30 healthy individuals with the (mean age 64
years, range: 55 — 78 years) without clinically relevant urological history and PSA values
in the reference range. Subsequently, serum TK1 levels were measured in 169 patients
(mean age 62 years, range 45-82 years) with prostate cancer and in a control group of 39
healthy men (mean age 61 years, range 54-78 years). The TK1 assay was also used to
determine the TK210 epitope. Serum TK210 levels were measured in 126 patients (mean
age 70 years, range 46-85 years) with prostate cancer and in a control group of 49 healthy
men (mean age 63 years, range 54-78 years) with a benign etiology of the disease,
including benign prostatic hyperplasia.

Study 2: Serum mindin concentrations were measured in 56 patients (mean age 68 years,
range 45-82 years) with prostate cancer and in a control group of 29 healthy men (mean
age 64 years, range 55-78 years).

Study 3: Plasma cFGF23 and iFGF23 levels were investigated in patients (31 women
aged 24-77 years and 7 men aged 38-75 years) with primary parathyroidism included 38
adult patients with primary hyperparathyroidism due to adenoma. PTH levels were
examined just before the incision and after excision of the adenoma. cFGF23, iFGF23,
phosphate, eGFR and PINP were examined intraoperatively and the next day after
surgery.

Study 4: Hyaluronic acid was investigated in synovial fluid of of 67 patients with the

mean age of 67 years (35 men, mean age 65 years and 32 women, mean age 68 years)
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with clinically diagnosed osteoarthritis were included in the study. All studied biomarkers
were determined by immunochemical methods.

Results: Results are expressed as medians. Serum thymidine kinase 1 concentrations are
increased in prostate cancer patients compared to the control group of healthy men (0,196
pmol/L vs. 0,076 pmol/L, P <0,0001, AUC = 0,80). Thymidine kinase concentrations are
elevated in patients with severe disease according to the TNM classification and the ISUP
criteria.

Serum mindin levels in prostate cancer patients are significantly decreased compared to
the control group (0,78 ng/mL vs 2,12 ng/mL, P =0,0007, AUC =0.71). Mindin levels
are decreased in patiens with severe disease according to the TNM classification.
Plasma cFGF23 and iFGF23 decreased significantly one day after parathyroidectomy,
cFGF23 (cFGF23: 89,94 vs. 37,49 RU/mL, P <0,0001, iFGF23: 57,78 vs. <1,5 pg/mL,
P<0,0001). Plasma iFGF23 and cFGF23 correlate with phosphates (cFGF23: Spearman
r=-0,253, P =0,0065; iFGF23: Spearman r = -0,245, P = 0,0085), pre-operative iFGF23
and cFGF23 correlate with eGFR (cFGF23: Spearman r = -0,499, P = 0,0014; iFGF23:
Spearman r = -0,491, P =0,0017).

Hyaluronic acid concentrations in patients with knee osteoarthritis who underwent
arthroscopy are significantly increased compared to the group of patients with complete
knee replacement (2581 mg/L vs. 1763 mg/L, P = 0,01). Concentrations of hyaluronic
acid in synovial fluid correlate with increased osmotic pressure (Spearman r = 0.29,
P = 0,015), and may therefore be another indicator of disease severity.

Conclusion: Mindin and TK1 are additional markers for the diagnosis of prostate cancer.
Plasma FGF23 levels decrease one day after parathyroidectomy. Hyaluronic acid
concentrations in synovial fluid are elevated in patiens subjected to arthroscopy and
correlate with increased synovial fluid osmolality. Immunochemical methods are

appropriated for the diagnosis of cancer and degenerative diseases.

Keywords: ELISA, prostate cancer, pHPT, hyaluronic acid, gonanthrosis, biomarker,

thymidinkinase 1, mindin



Disertacni prace Vyuziti imunochemickych metod v diagnostice
nadorovych a degenerativnich onemocnéni

1 Uvobp

Imunochemické metody jsou dilezitym pomocnikem klinickych Iékait
i odbornikd v biomedicinckém vyzkumu. Lékaii mnoha specializaci dnes vyuZzivaji
vysledky imunochemickych stanoveni pii klinickém rozhodovani v otazkach diagnostiky,
terapie a sledovani zavaznych onemocnéni (Karlikova, et al., 2013). Prvni
imunochemické metody byly vyvinuty na konci devatenactého stoleti a okamzité byly
aplikovany v I¢katské diagnostice a bakteriologii. Vyvoj téchto metod, ktery byl zvIaste
patrny od poloviny minulého stoleti, zptisobil zna¢ny narast jejich uplatnéni v 1ékarské
diagnostice a svéfil jim zasadni roli ve vyzkumu v riznych oblastech biologickych véd.
Pokrok v imunotechnologii rozsifil jejich vyuziti v novych oblastech, napt. v kontrole
kvality potravin ¢i zivotniho prostiedi (Koivunen, et al., 2006). Rozvoj automatizace
umoznil imunochemickym metodam stat se nedilnou soucasti laboratorni diagnostiky
a dulezitym pomocnikem klinickych 1€kaiti 1 odborniki v biomedicinském vyzkumu.
Souc¢asné imunoanalytické metody (imunoanalyzy, imunoeseje) jsou jednoduché metody,
které jsou snadno proveditelné a dobfe automatizovatelné. Vyznaluji se vysokou

citlivosti a presnosti (detekéni limity fadové dosahuji hodnot 1071 az 102°

mol/L), coz
umoziuje jejich vyuziti pro rutinni analyzy latek s velmi nizkou koncentraci, napf.
hormontl, nadorovych markerd, cytokint, vira (Karlikova, ef al., 2013). Imunochemické
stanoveni analytd o nizké koncentraci v biologickém materidlu dnes patii k rutinnim
a Siroce pouzivanym technikdm laboratorni mediciny. Klasické imunochemické metody,
jako jsou imunoprecipitace, imunodifize, imunoelektroforéza apod., se dnes v klinickych
laboratotich vyuZivaji pfevazné pro kvalitativni nebo semikvantitativni ucely.
Predkladana disertacni prace je zaméfena na vyuZiti imunoanalytickych metod
v diagnostice nadorovych onemocnéni (Annexin, SPINK-1, TIMP, Chromogranin A,
Endoglin, Thymidinkinaza 1, Mindin jako biomarkery karcinomu prostaty, dale stanoveni

FGF23 u pacientli s primarni hyperparathyre6zou) a degenerativnich onemocnéni

(stanovni kyseliny hyaluronové u pacienti s artrézou kolene).
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2 CIiLE PRACE

Cilem prace bylo vyuzit imunochemickych metod ke stanoveni

biomarkeri nadorovych a degenerativnich onemocnéni

Konkrétné:

2.1 Stanovit vybrané kandidatni biomarkery karcinomu prostaty
(Annexin, SPINK-1, TIMP-1, Chromogranin A, Endoglin,
Mindin, Thymidinkinaza 1) a vyhodnotit jejich pfinos a vyuziti

pro diagnostiku karcinomu prostaty

2.2 Sledovat periopera¢ni dynamiku FGF23 u pacientii s primarni

hyperparathyreozou

2.3 Posoudit moznosti vyuziti kyseliny hyaluronové v diagnostice

degenerativnich onemocnéni kloubit (gonartr6za kolene)
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Hledani novych biomarkert karcinomu prostaty

3.1.1. Charakteristika pacientit a metod

Odbér vzorki:

Rano pred prostatektomii byly ziskany vzorky séra a moci pacientti s rakovinou prostaty.
Diagnéza rakoviny byla provedena histologickou diagnostikou nadorovych vzorkt
ziskanych prostatickou resekci. Vzorky pacientii a zdravych jedinci byly okamzité
zmrazeny, alikvotovany a uchovavany pii -70 ° C, dokud nebyly analyzovany.
Informovany souhlas byl ziskan u vSech jednotlivct zahrnutych do studie.

Klinicka charakteristika pacientu:

Pacienti byli klinicky vySetfovani a klasifikovani podle TNM viz Tabulka 1.

TNM klasifikace vychdzi z digitalniho rektalniho vySetfeni a posuzuje ptitomnost nadoru
(T), posouzeni lymfatickych uzlin s ohledlem na pfitomnost metastaz (N)
a ptitomnosti vzdalenych metastaz (M). Pacienti zafazeni do studie byli posuzovéni podle
histologicky posouzené ptitomnosti nadoru (pT).

Tabulka 1: TNM Klasifikace

T - primarni nador (stupeii zaloZeny pouze na digitalnim rektalnim vySetieni
[DRE])
TX | Primarni nddor nelze posoudit

TO |Zadny dikaz primarniho nadoru

T1 Klinicky nezjistitelny nador, ktery neni hmatatelny
T1a | Resekovan ndhodny histologicky nalez tumoru u 5 % nebo méné tkané
T1b | Resekovan nahodny histologicky nélez tumoru u vice nez 5 % tkané

Tlc| Nador identifikovany biopsii jehlou (napt. Kvilli zvysenému
prostatickému specifickému antigenu [PSA])

T2 Nador, ktery je hmatatelny a omezeny na prostatu
T2a | Nador zahrnuje polovinu jednoho laloku nebo méné
T2b | Nador zahrnuje vice neZ polovinu jednoho laloku, ale ne oba laloky

T2c | Nador zahrnuje oba laloky

T3 Nédor prochdzi prostatickou kapsli
T3a | Extrakapsularni prodlouzeni (jednostranné nebo dvoustranné)

T3b | Nador napada semenny vacek (y)

T4 Nédor je fixovany nebo napadé sousedni struktury jiné nezZ semenné
vacky: vnéjsi svérac, konecnik, svaly levatoru a / nebo panevni stény
Upraveno dle (EAU, 2021)




Disertacni prace Vyuziti imunochemickych metod v diagnostice
nadorovych a degenerativnich onemocnéni

Dale byli pacienti klinicky vySetfovani a klasifikovani podle pokynt Evropské asociace
pro urologii (EAU) dle upraveného Gleasonova skoére (GS) podle Mezinarodni
spolecnosti pro urologickou patologii (ISUP), ktery byl schvalen v roce 2014 a omezuje
pocet tiid karcinomu prostaty v rozmezi od 1 do 5 (EAU, 2021). Gleasonovo skore
popisuje agresivitu nadoru prostaty. Je zalozeno na vzhledu nadorovych zlazek a nasledné
je vzhled hodnocen stupném 1-5. Patalog na zavér seCte dva nejcastéji se vyskytujici
stupné, které se objevuji v histologickych vzorcich. Nadory s vyS$im skoérem jsou
agresivnéj$i a mohou se pohybovat mezi 2 (1+1) az 10 (5+5). Dle nového vyhodnoceni

se GS vyhodnocuje dle ISUP klasifikace viz Tabulka 2 (EAU, 2021).

Tabulka 2: ISUP Klasifikace

Gleasonovo skore ISUP
2-6
7 (3+4)
7 (4+3)
8 (4+4, 3+5, 5+3)
9-10

Upraveno dle (EAU, 202

(O I SN OO I O I ey

p—

)

Charakteristika jednotlivych studii je Fazena chronologicky

Studie 1: Stanoveni Annexinu, SPINK-1, TIMP-1, Chromograninu A, Endoglinu
a TK1

Koncentrace vybranych biomarkerti byly méfeny u 58 pacientd (pramérny vek 68 let,
rozmezi 45-82 let) s klinicky diagnostikovanym karcinomem prostaty a 30 zdravych
jedinct (primérny vék 64 let, rozmezi 55-78 let), bez relevantni urologické anamnézy
a hodnoty PSA v normé. V souboru pacientii a kontrol byly stanoveny koncentrace
Chromograninu A (CGA), TK1 v séru a SPINK-1, Endoglin, Annexin a TIMP-1 v mo¢i
metodou enzymové imunoanalyzy (ELISA).

Charakteristika metod je uvedena v tabulce 3.
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Tabulka 3: Charakteristika metod 1. studie

|t vt ot | e | e i
gjcg}gm) Sérum o g})‘;‘;dﬁls"ge 13,7 | 31,2-2000 | 10-12
ig}gﬁl Mot EsA T | Comd T ane | 061 | 1556-1000 | 10-12
Elng‘}ffﬁi)n sérum, mod fEei’%V/iéOVé ggﬁdgg’ie 0,063 | 0,156-10,0 | 10-12
éf;lgﬁ mod SEeIi’I‘lSViéOVé gg‘;‘;dgls"ge 0054 | 0,156-10,0 | 10-12
(Tplggf) sérum, mod fEeE%VfOVé %;yBiOteCh’ 24,69 |24,69-18000| 10- 12
g;lol/L) sérum SEeI‘J‘IdSVfOVé Isziio’ e 10063 | 0,063-40 [53-86

Stanoveni Thymidinkinazy (TK1) - roz§ifena studie

Sérové koncentrace TK1 byly méfeny u 169 pacientll (primérny vék 62 let, rozmezi

45 - 82 let) s rakovinou prostaty a kontrolni skupina skladajici se ze 39 zdravych muzi

(pramérny veék 61 let, rozmezi 54 - 78 let) s nezhoubnou etiologii onemocnéni véetné

benigni hyperplazie prostaty. Dale byli rozdéleni pacienti dle TNM klasifikace do dvou

skupin: pacienti pT 1,2 (n = 110) a pacienti pT 3 (n = 59).

Stanoveni epitopu TK210

Sérové koncentrace TK210 byly méteny u 126 pacientit (prumérny vek 70 let, rozmezi

46 - 85 let) s rakovinou prostaty a kontrolni skupina skladajici se ze 49 zdravych muzi

(pramérny vek 63 let, rozmezi 54 - 78 let) s nezhoubnou etiologii onemocnéni véetné

benigni hyperplazie prostaty.

VySetirovany material: sérum

Metoda: sendvicova ELISA s preinkubaci
Vyrobce kitu: AroCell. Svédsko

Analytické parametry: detek¢ni limit 0,12 ng/mL a pracovni rozsah 0,12 — 20 ng/mL,
CV=09-51%

10
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Studie 2: Stanoveni Mindinu (Spondinu 2)

Koncentrace mindinu v séru byly méfeny u 56 pacientl (praimérny vék 68 let, rozmezi
45-82 let) s rakovinou prostaty a v kontrolni skupiné sestavajici z 29 zdravych muzii
(prumérny veék 64 let, rozmezi 55-78 let). Pacienti byli dfive klinicky vySetfovani
a klasifikovani podle pokynti Evropské asociace pro urologii (EAU). Pro dalsi
vySetfovani byli pacienti rozd€leni do dvou skupin podle zdvaznosti onemocnéni dle
ISUP klasifikace. Prvni skupinu tvofili pacienti (n = 36) s mén¢ zdvaznymi nadory
(Skupina 1 a 2), druhou skupinu tvofili pacienti (n = 20) s tézkymi tumory (Skupina 3
a4).

Vysetiovany material: sérum

Metoda: sendvicova ELISA

Vyrobce kitu: Cusabio, Cina

Analytické parametry: detek¢ni limit 0,78 ng/mL a pracovni rozsah 3,12-200 ng/mL,

se sttednim varia¢nim koeficientem (CV) =11 %.

Dopliikové biomarkery:
PSA, -[2]proPSA, free PSA — Beckman Coulter; vypocet PHI

3.2 Sledovani perioperacni dynamiky FGF23 u pacienti

s primarni hyperparathyreozou

3.2.1. Charakteristika pacientit a metod

Odbér vzorku:

Vzorky byly odebrany do zkumavky s K3EDTA. Plazmatické koncentrace
C-termindlniho FGF23 (cFGF23), intaktniho FGF23 (iFGF23), anorganicky fosfat,
kreatinin, cystatin C a PINP byly méfeny tésné pted fezem, ithned (10 minut) po excizi
adenomu pfiStitnych télisek a pooperacni 1. den. Plazmatické koncentrace PTH byly
méfeny pouze intraoperacné (t€sné€ pred incizi a 10 minut po excizi adenomu). Dale byly
provedeny vypocty eGFR z cystatinu C dle Grubbova rovnice a, eGFR z kreatininu dle
rovnice CKD-EPIL.
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Klinicka charakteristika pacienti:

Do studie bylo zatazeno 38 pacientd (31 zen ve véku od 24 do 77 let a 7 muzu ve veku
od 38 let do75 let) s primarnim hyperpartyreoidismem podrobenym paratyreoidektomii.
Primér adenomu se pohyboval od 5 mm do 30 mm. Pravostranna paratyroidektomie byla
provedena u 17 pacientl (7 pacientll s horni stranou, 10 s dolni stranou), levostranna
paratyreoidektomie byla provedena u 13 pacientt (1 pacient s horni stranou, 10 pacienti
s dolni stranou, 2 pacienti s obéma stranami), 3 pacienti méli adenom v mediastinu
a 5 pacient podstoupilo kompletni tyreoidektomii. Struma nodosa a tyreotoxikoza se
vyskytly u 7 pacientd, u 3 pacientli se vyskytla hypotyredza a diabetes mellitus typu IL.
Jeden pacient byl diive podroben unilateralni nefrektomii v disledku nefroblastomu.
U tfi pacientli byla provedena opakovand paratyroidektomie, nebot’ pii prvni operaci
nedoslo k plné excizi adenomu. U 37 pacientii nebylo zaznamenano postizeni ledvin,
koncentrace kreatininu v plazmé byla v rozmezi 25 do 92 umol/L, jeden pacient po
nefrektomii zplsobenou nefroblastomem mél zvySenou hladinu kreatininu v plazmé

112,3 umol/L a eGFR (CKD-EPI) = 118,37 mL/min/1,73 m>.

cFGF23

VySetfovany material: plazma

Metoda: sendvicova ELISA

Vyrobce kitu: Immunotopics, Inc. San Clemente, CA

Analytické parametry: detekéni limit 1,5 RU/mL a pracovni rozsah 1,5 - 660 RU/mL,
CV =1,4-4,7 %, referen¢ni rozmezi 21,6 - 91 RU/mL

iFGF23

VySetfovany material:plazma

Metoda: sendvicovd ELISA

Vyrobce kitu: Immunotopics, Inc. San Clemente, CA

Analytické parametry: detekcni limit 1,5 pg/mL a pracovni rozsah 1,5 - 660 pg/mL,
CV =2,0- 9,1 %, referen¢ni rozmezi 11.7 — 48.6 pg/mL

12
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Dopliikové biomarkery:

Cystatin C, Kreatinin, anorganicky fosfat

Kreatinin- kreatinaza; cystatin C — imunoturbidimetrie; fosfaty — fosfomolybdenan,
analyzator Advia 1800; PTH a PINP elektrochemiluminiscencni imunoanalyza,

analyzator Cobas e601

3.3 Posouzeni mozZnosti vyuziti kyseliny hyaluronové
v diagnostice degenerativnich onemocnéni kloubii

(gonartroza kolene)

3.3.1 Charakteristika pacientit a metod

Odbér vzorku:

Vzorky synovidlni tekutiny byly odebrany pacientim béhem operacnich vykont
(artroskopie a implantace totalni endoprotézy (TEP) kolene), po odbéru byly dopraveny
do laboratofe, kde byly okamzit¢ zmrazeny, alikvotovany a uchovavany pii -70 ° C,
dokud nebyly analyzovany. Informovany souhlas byl ziskan u vSech jednotlivcil
zahrnutych do studie.

Po odbéru byly vzorky ithned dopraveny do laboratote, kde byly centrifugovany pii 4 °C
10 minut pii 3000 otackach, nasledné alikvotovany do ImL zkumavek a zamraZeny na
-80°C do doby, neZ byla provedena analyza. Bezprostiedné pifed analyzou byly
alikvotované vzorky tedény PBS pufrem o pH 7,4 v poméru 1:5000. Jako doplikovy
parametr pouzity pro hodnoceni fyzikdlné chemickych kritérii artr6zy na zékladé
posouzeni viskozity a viskoelasticity byla v odebranych primérnich vzorcich méfena
osmolalita pomoci kryoskopické metody na analyzatoru Advanced 2020.

Klinicka charakteristika pacienti:

Do studie bylo zatazeno celkem 67 pacientl primérného véku 67 let (35 muzl, primérny
vek 65 let a 32 Zen, primérny vek 68 let) s diagnostikovanou artrézou kolenniho kloubu
definovanou dle RTG klasifikace podle Kellgrena a Lawrence. Pacienti byli rozdéleni do

Ctyt skupin dle zavaznosti postizeni (1. skupina - gonartréza 1. stupné az 4. skupina

Y vvr

Vysetiovany material: synovialni tekutina

Metoda: sendvicova ELISA

13



Disertacni prace Vyuziti imunochemickych metod v diagnostice
nadorovych a degenerativnich onemocnéni

Vyrobce kitu: Teco Hyaluronic acid, Svycarsko
Analytické parametry: detekéni limit 2,7 mg/L, pracovni rozsah metody

2,7—1000 mg/L, CV =2,8 - 5,2 %.
3.4 Statistické metody

Vysledky byly vyhodnoceny pomoci standardnich statistickych testi. Normalita
distribuce dat v jednotlivych studiich byla vyhodnocovana pomoci D’Agostino
Pearsonova testu. Porovnani koncentraci sledovanych biomarkert v jednotlivych
skupinach bylo hodnoceno pomoci neparametrického Mann-Whitneyova testu. Analyza
ROC byla vyuzita k hodnoceni diagnostické ucinnosti. Multivariantni analyza byla
vyuZita k posouzeni zadvislosti koncentraci na véku, pohlavi a klinickém stavu pacienta.
K vyhodnoceni korelac¢nich zdvislosti byla, vyuzita regresni analyza. K vyhodnoceni
vztahu mezi analyty byla pouzita analyza rozptylu. Hladina pravdépodobnosti P <0,05
byla zvolena jako statisticky vyznamnd. Data byla vyhodnocena pomoci statistickych
programt GraphPad Prism, verze 8.02 (San Diego, USA) a MedCalc verze: 18.02.01
(Ostende, Belgie)
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4 VYSLEDKY

4.1 Hledani novych biomarkert karcinomu prostaty

Studie 1: Stanoveni Annexinu, SPINK-1, TIMP-1, Chromograninu A, Endoglinu a
TK1

Koncentrace sledovanych analytli a jejich diagnosticka ucinnost vyjadiend z analyzy

ROC jako hodnota AUC (plochy pod kiivkou) jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Vysledky Annexin, SPINK-1, TIMP, Chromogranin A, Endoglin, TK1

Kontrolni skupina Pacienti
Biomarker (n =30) (n =1358) Pvalue | AUC
S-chromogranin (pg/mL) 114,50 + 41,32 83,88 +88,61 0,162 0,59
U-SPINK-1 (ng/mL) 1,548 £1,719 1,592 £2,712 0,658 0,53
U-Endoglin (ng/L) 0,404 £ 0,270 0,379 + 0,454 0,874 0,51
S-Endoglin (ng/mL) 0,840+ 0,416 0,780 £ 0,320 0,91 0,51
U-Annexin (ng/mL) 0,176 1+1,296 | 0,184 + 0,598 0,839 0,51
U-TIMP-1 (pg/mL) 13,128 £ 197,4 7,750 + 866 0,189 0,55
S-TIMP-1 (ng/L) 16,897+ 1,807 | 17,782 +2,461 | 0,211 0,62
S-TK1 (pmol/L) 0,072 £ 0,063 | 0,204 +0,0423 | <0,0001 | 0,80

Koncentrace biomarkerii jsou vyjadreny jako median (95% interval spolehlivosti pro medidan)

Byly nalezeny signifikantni rozdily v sérovych koncentracich thymidinkinazy u pacientti
s karcinomem prostaty oproti kontrolni skupiné. TK1 ukazuje vy$§i diagnostickou
ucinnost oproti ostatnim sledovanym biomarkeriim. Na zaklad¢ téchto vysledka byla
provedena rozsifena studie na vEétSim souboru pacienti.

Stanoveni thymidinkinazy TK1 — roz§ifena studie

Sérové hladiny thymidinkinazy 1 u pacientll s karcinomem prostaty byly vyznamné
zvySeny ve srovnani s kontrolni skupinou zdravych muzi (median = 0,196 pmol/L vs.
median = 0,076 pmol/L, P <0,0001, obrazek 1). Diagnosticka u¢innost TK1 vyjadiena
jako AUC vypoctena z analyzy ROC byla 0,80 (specificita= 51,3 % a senzitivita = 93,5%,
obrazek 2).
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Obrazek 1: Distribuce hodnot TK1 v
a u zdravych kontrol
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Sérové hladiny TK1 u pacient s mén¢ zavaznym onemocnénim hodnocenym dle TNM
klasifikace (pT1, pT2) a u pacienti se zavaznym onemocnénim dle TNM klasifikace
(pT3) byly vyznamné zvysSeny ve srovnani s kontrolni skupinou (P <0,0001 a P =0,0026).
Hodnoceni zavaznosti dle klasifikace ISUP (Skupina 1 - méné zdvazné onemocnéni
= stadium1,2 a skupina 2 - zavazné onemocnéni = stadium 3,4,5) ukazuje vyznamné

zvyseni koncentraci ve srovnani s kontrolni skupinou (P<0,001; P = 0,0030).

Stanoveni epitopu TK210

Sérové hladiny thymidinkinazy 210 u pacientl s karcinomem prostaty byly zvySeny ve
srovnani s kontrolni skupinou zdravych muzi (0,292 ng/mL vs. 0,246 ng/mL, P =0,6109,
obrazek 3). Diagnosticka U€innost sérové TK210 vyjadiend jako AUC vypoctena
z analyzy ROC byla 0,54 (specificita = 80,7% a senzitivita = 32,7 %, obrazek 4).

Obrazek 3: Distribuce hodnot TK210 v souboru pacientii s karcinomem prostaty
a u zdravych kontrol
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Obrazek 4: Diagnosticka tcinnost TK210
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Studie 2: Stanoveni Mindinu

Sérové hladiny mindinu u pacientii s rakovinou prostaty byly vyznamné sniZeny oproti
kontrolni skupiné vyjadiené jako mediany (2,12 ng /mL vs 0,78 ng/mL, P = 0,0007,
obrazek 5).

Diagnosticka ti¢innost sérového mindinu vyjadiend jako AUC vypoctena z analyzy ROC
byla 0,71 (specificita = 73 % a senzitivita = 64 %, obrdzek 6). Sérové hladiny mindinu
u pacientd s méné zavaznymi nadory (pT1 a pT2) a se zavaznymi nadory (pT3 a pT4)

jsou sniZeny ve srovnani s kontrolni skupinou. (P =0,012, P = 0,02).
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Obrazek 5: Distribuce hodnot Mindinu v souboru pacientii s karcinomem prostaty
a u zdravych kontrol
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Vysledky jsou vyjadieny jako krabicové grafy s medianem mezikvartilového rozpéti
(25. -75. percentil).
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Obrazek 6: Diagnosticka u¢innost mindinu
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4.2 Sledovani perioperacni dynamiky FGF23 u pacienti

s primarni hyperparatyredézou

Koncentrace vSech biomarkerti méfené pred- a pooperacné u pacient s pHPT jsou

uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Koncentrace biomarkeri mérené pred a pooperacné u pacientii s pHPT

intraoperativni Postoperativni P value
tésne pred 10 min po Dalsi den po Prea.V vs. 10 Pied vs. den
operaci (n=38) | operaci (n=38) | operaci (n=38) min po Po operaci
P operaci
P _cFGF23 89,17 87,83 22,23 _
(RU/mL) (74,58 - 102,6) | (7842 —99,54) | (14.41-31,01y | T =093 | P<0,0001
iFGF23 (pg/mL) 56,87 57,05 <1,5 P=0,89 | P<0,0001
(45,58 — 67,41) | (78,42 —99,54)
P_anorganicky 0,80 0,80 1,03
- ’ ’ ’ P=0,76 P =0,0025
fosfat (mmol/L) | (0,69-0,93) | (0,73-0,91) | (0,91-1,26)
2,22
S Ca (mmol/L)* 2,71 nemeieno ’ -—- P <0,0001
_Ca / (2,61 —2,82) (2,15-2,34)
Kreatinin 58,51 62,52 72,51 P=0,77 P=0,08
(umol/L) (54,81 —62,11) | (50,16 — 72,38) | (62,33 —75,51)
Cystatin C 1,01 0,97 1,06 P =045 P=0,11
(mg/L) (0,94 — 1,06) (0,86 —1,03) | (1,10-1,20)
PINP (ug/L) 61,75 61,75 62,04 P=0,92 P=0092
(54,43 —78,84) | (49,47 —73,27) | (54,92 — 67,71)
eGFR Cystatin
C 83,29 89,16 76,79 P=0,46 P=0,12
(ml/min/1,73m?) | (76,79 —93,97) | (80,59 —109,1) | (62,35 — 84,69)
eGFR Kreatinin
GQEaar 116,3 128,7 107,1 P=062 | P=040
(ml/min/1,73m°) | (101 4 —143,6) | (103,32 — 136,6 | (89,8 — 136)
13,10 4,17 neméfeno P<0,0001 | -
PTH (pmol/L) (10,22 —14,37) | (2,85-5,97)

Koncentrace biomarkerii jsou vyjadreny jako median (95% interval spolehlivosti pro median)

* Hodnoty sérového Ca byly ziskany z lékarskych zaznamii pacientii

Hladiny PTH v plazmé byly vyznamné sniZeny intraopera¢né (13,10 vs. 4,17 pmol/L,

P <0,0001), intraopera¢ni hladiny vSech ostatnich biomarkerti se nezménily. Pooperac¢ni

den 1 se zvySily hodnoty anorganickych fosfati (1,03 mmol/L vs. 0,8 mmol/L,
P = 0,0025), plazmatické koncentrace cFGF23 poklesly (89,17 vs. 22,23 RU/mL,
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P <0,0001, obrazek 7). Podobné¢ se snizily také hodnoty iFGF23 pooperacné,

ale pooperacni hodnoty byly nizsi nez detek¢ni limit soupravy (obrazek 8, tabulka 5).

Obrazek 7: Periopera¢ni zmény plazmatickych hodnot cFGF23 u pacientii s pHPT
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Vysledky jsou vyjadieny jako median s mezikvartilovym rozsahem (IQR). Teckované cary

ukazuji horni a dolni hranici referencniho intervalu. Poloteckovanad cara zobrazuje hodnotu

detekcniho limitu nastaveného na 1,5 pg/mL nebo 1,5 RU/mL.
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Obrazek 8: Periopera¢ni zmény plazmatickych hodnot iFGF23 u pacientii s pHPT
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Vysledky jsou vyjadreny jako median s mezikvartilovym rozsahem (IQR). Teckované cary ukazuji
horni a dolni hranici referencniho intervalu. Poloteckovand cara zobrazuje hodnotu detekéniho

limitu nastaveného na 1,5 pg/mL nebo 1,5 RU/mL.

Zjistili jsme vyznamnou korelaci mezi FGF23 a anorganickymi fosfaty (cFGF23:
Spearmantiv r = -0,253, P = 0,0065; iFGF23: Spearmantiv r = -0,245, P = 0,0085) a mezi
ptedopera¢nim FGF23 a eGFR (cystatin C) (cFGF23: Spearmanuv r =-0,499, P =0,0014;
1IFGF23: Spearmantv r = -0,491, P = 0,0017). Korelace mezi pooperacnim FGF23
a celkovym véapnikem (cFGF23: Spearmantv r = 0,5982, P = 0,0008, iFGF23:
Spearmantv r = 0,41, P = 0,02) byla také vyznamna.
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4.3 Posouzeni moznosti vyuziti kyseliny hyaluronové
v diagnostice degenerativnich onemocnéni kloubti
(gonartroza kolene)

Primérné koncentrace kyseliny hyaluronové v synovidlni tekutiné v jednotlivych
skupinach byly nasledujici: Skupina 1: HA = 2302 mg/L (n = 16), Skupina 2: HA = 2234
mg/L (n=16), Skupina 3: HA = 2300 mg/L (n =18), Skupina 4: HA = 2446 mg/L (n=18).
Distribuce hodnot kyseliny hyaluronové v jednotlivych skupinach s vyznacenim
referencniho intervalu je zndzornéna na obrazku 9. Rozdily koncentraci HA mezi
jednotlivymi skupinami nebyly statisticky vyznamné. Koncentrace HA v synovidlni
tekuting se neliSily od publikovanych referen¢nich hodnot 1500 — 3200 mg/L.

Nelze tedy jednoznacné prokazat korelaci koncentraci kyseliny hyaluronové v synovialni
tekuting se zavaznosti onemocnéni hodnocenou dle radiologickych kritérii.

Pacienti, ktefi podstoupili artroskopii, ale maji signifikantné¢ zvySené koncentrace
v synovidlni HA oproti pacienttim, ktefi podstoupili totdlni endoprotézu (2581 mg/L
vs. 1763 mg/L, P = 0,01, obrazek 10). Zavaznost onemocnéni posouzend dle fyzikalné
chemickych kriterii vySetfenim osmolality v synovialni tekutin€ u pacientti s gonartrézou
ukazuje vyznamnou korelaci koncentraci kyseliny hyaluronové s hodnotami osmolality

(Speramantv r = 0,29, P = 0,015, obrazek 11).
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Obrazek 9: Distribuce hodnot koncentraci kyseliny hyaluronové v synovialni
tekutiné pacienti s gonartr6zou (Skupina 1 — nejméné zavazna forma onemocnéni,
skupina 4, nejzavaznéjsi forma onemocnéni)
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Data v grafu jsou vyjadiena jako median a mezikvartilové rozpéti (25. a 75. percentil).
Prerusované cary znazornuji hodnoty referencniho intervalu 1500 - 3200 mg/L publikované ve
studii Palmieriho et al. (Palmieri, et al., 2017). Rozdily mezi koncentracemi HA v jednotlivych
skupinach nebyly statisticky vyznamné. Skupina 1 (n=16), skupina 2 (n = 16), skupina 3 (n=18),
skupina 4 (n=18).
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Obrazek 10: Distribuce hodnot koncentraci Kyseliny hyaluronové v synovialni
tekutiné pacienti po artroskopii a po totalni endoprotéze
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Obrazek 11: Vzajemna korelace koncentraci kyseliny hyaluronové a osmolality v
synovialni tekutiné pacienti s gonartrozou
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5. DISKUZE

V prvni ¢asti prace jsme se zabyvali hledanim vhodnych biomarkert pro screening
karcinomu prostaty. Do pilotni studie jsme zafadili Chromogranin A, SPINK, Endoglin
2, Annexin, TIMP1 a Thymidinkindzu 1, které se dle dostupnych literarnich dat
(Niedworok et al., 2017; Tomlins, 2008; Romero et al., 2011; Shyh Han, et al., 2021;
Gong et al., 2015) jevily jako vhodné doplnkové markery u karcinomu prostaty. Na
zaklad¢ analyzy ROC byla posouzena diagnostickd u¢innost biomarkert s ohledem na
diagnostiku karcinomu prostaty a ukazalo se, ze ve sledovaném souboru pacientii byla
diagnostickd ucinnost vybranych parametri nizka (AUC = 0,51 pro Endoglin az
AUC = 0,62 pro TIMP-1) s vyjimkou Thymidinkinazy 1, kde byla stanovena hodnota
AUC = 0,80. Nizké hodnoty AUC u ostatnich parametrt mohou byt dany ndhodnym
vybérem pacientll s rizné zavaznymi formami onemocnéni.

Na zaklad¢ vysledki prvni studie byla dale ovéfena diagnosticka i¢innost TK 1 na
rozsifeném souboru pacientil s karcinomem prostaty. Bylo prokézano, ze sérové hladiny
TK1 byly vyznamné zvySeny u pacientli ve srovnani se zdravymi jedinci. Tyto vysledky
potvrdily vysledky ziskané jinymi autory (Jagarlamudi, et. at., 2015; Li, et al., 2018).
Vysledky nasi studie ukéazaly velmi dobrou diagnostickou u€innost TK1 v séru
(AUC = 0,80, specificita 51,3% a senzitivita 93,5%) srovnatelnou s vysledky podobné
studie Jagarlamundiho et al. (AUC = 0,88, specifita = 0,96, senzitivita = 0,64). Mezi
obéma studiemi nebyl vyznamny rozdil v hodnotdch AUC (P = 0,14). Nedavné publikace
zminuji sledovani katalyticke aktivity TK1 s ohledem na proliferaci nadori (Jagarlamudi,
et al., 2018). Nicméng, diagnosticky vyznam stanoveni koncentraci TK1 se zda byt vyssi
oproti katalytickym aktivitam TKI1. Je popisovano, Ze koncentrace TKI1 vykazuji
konzistentnéjsi vysledky a jevi se vhodné&jsi k vySetieni solidnich nadora (Jagarlamudi,
et al., 2018). Zjistili jsme vyznamné rozdily mezi sérovymi koncentracemi TK1
v kontrolni skupin¢ zdravych jedincii a pacientl s rizné zdvaznymi formami karcinomu
hodnocenymi dle TNM klasifikace (P <0,0001 pro mén¢ zdvazné formy a P = 0,0026 pro
zavazné formy). Tyto vysledky koreluji se skutecnosti, ze exprese TKI1 je vétSinou
spojena s proliferaci nadort. Nedavné publikace také ukazuji vzajemny vztah koncentraci
TK1 se stupném onemocnéni podle Gleasonova skére (GS). Zjistili jsme vyznamné
rozdily mezi kontrolni skupinou zdravych jedinct a pacientli hodnocenych dle klasifikace
ISUP zaloZené na hodnoceni GS (P <0,0001 a P =0,003). Obdobné¢ vysledky publikovali
1 Jagarlamundi a Li. (Jagarlamudi, et al., 2015; Li, et al, 2018). Na zéklad¢ téchto
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vysledkt lze tedy prokazat, ze koncentrace TKI1 koreluji s klinickou zavaznosti
onemocnéni, klasifikovanou pomoci klasifikace ISUP. Tyto vysledky tedy potvrzuji
moznost vyuziti TK1 jako doplitkového biomarkeru karcinomu prostaty.

Na zaklad¢ predchozich vysledkl byla provedena multivariantni analyza u 65
pacientti zavislosti TK1, PSA, [-2]proPSA a PHI se zavaZznosti onemocnéni dle
klasifikace ISUP a TNM. Nalezli jsme vyznamnou zavislost mezi TK1 (P =0,061) a PHI
(P = 0,019) v zavislosti na hodnoceni dle klasifikace TNM, zatimco ve srovnani
s hodnocenim klinické zdvaznosti dle ISUP nebyla zéavislost TK1 a PHI vyznamna
(P =0,465 a P = 0,24). Naopak hodnoty PSA a [-2]proPSA byly vyznamné zavislé na
hodnoceni zavaznosti dle klasifikace ISUP (P =0,014; P =0,037). Rozdily v zavislostech
biomarkertt mohou byt ddny rozdilnymi kritérii hodnoceni zdvaznosti onemocnéni, které
jsou specifické pro jednotlivé klasifikace. Kritéria hodnoceni jsou popsana v kapitole
3.1.1.

Tteti ¢ast studie se zabyvala stanovenim epitopu TK210. Soucasné literarni tidaje
ukazuji, ze stanoveni epitopu TK210 by mélo byt specifictéjsi vzhledem k stanoveni
koncentrace TK1, nicméné nase vysledky tento ptfedpoklad nepotvrdily, jak ukazuji
obrazky 1 a 2. Studie Jagarlamundiho et al. ukazuje pro TK210 hodnotu AUC = 0,67
a ve spojeni s PHI dokonce 0,78, zatimco v nasi studii jsme stanovili pro TK210 hodnotu
AUC = 0,54, hodnoty PHI byly k dispozici u 36 pacientli, ale PHI nebylo méteno
u kontrolni skupiny. Na zdklad¢ ptedchozich vysledkti a literarnich poznatki byla
provedena multivariantni analyza zavislosti TK210, TK1, PSA, proPSA a PHI se
zavaznosti onemocnéni dle klasifikace ISUP a TNM. Dle klasifikace TNM byla nalezena
zavislost PHI (P = 0,007) na stadiu onemocnéni, zatimco u klasifikace ISUP jsme
prokézali zavislost u [-2]proPSA (P = 0,036). Rozdily v zavislostech biomarkert mohou
byt dany rozdilnymi kritérii hodnoceni zavaznosti jednotlivych klasifikaci. A také
charakterem sledovaného souboru pacientd.

Nasledujici studie byla zaméfena na stanoveni mindinu v séru pacientl
s karcinomem prostaty. Sérové hladiny mindinu byly vyznamné snizeny u pacient
s rakovinou prostaty ve srovnani se zdravymi jedinci. Tyto vysledky se lisi od vysledk
jinych podobnych studii prezentujicich zvySené hladiny mindinu u pacienti
s karcinomem prostaty (Lucarelli, ef al., 2013; Qian, ef al., 2012). Vysledky nasi studie
vSak koreluji se studii Wanga et al., ukazujici signifikantné sniZenou hladinu sérového
mindinu u pacienti s nadory tlustého stfeva, plic, zaludku, jicnu a prsu (Wang, et al,
2018). Wang et al. zminuji dilezitou roli regulacniho proteinu Egrl, ktery pfimo reguluje
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expresi mindinu na transkrip¢ni urovni tim, Ze se vaze na specifickou sekvenci promotoru
genu pro mindin. Obdobné vysledky publikovali také Jokerst et al., kteti prokézali
snizené hladiny mindinu u pacientti s karcinomem prostaty ve srovnani s pacienty
s benigni hyperplazii prostaty a s pacienty po prostatektomii (Jokerst, et al., 2015). Autofti
také prokdzali podobnou diagnostickou u¢innost mindinu (AUC =0,76, P <0,0001), ktera
byla srovnatelnd s vysledky ziskanymi v nasi studii (AUC = 0,71 s P =0,0007). Dale jsme
potvrdili, ze hladiny mindinu v séru nejsou zavislé na koncentracich PSA, ale souviseji
s vékem (P = 0,014). Sérové hladiny mindinu se u pacientl s karcinomem prostaty lisi
v zévislosti na klinickém stavu. Obdobné jako v pfipadé TK1 jsme zjistili vyznamné
rozdily mezi sérovymi koncentracemi mindinu v kontrolni skupiné zdravych jedincii
a pacientll s rizné zdvaznymi formami karcinomu hodnocenymi dle TNM klasifikace
(P=0,012 aP =0,020). Vysledky pilotni studie potvrzuji vyznamnou roli mindinu jako
dopliikového biomarkeru v diagnostice rakoviny prostaty.

V daldi studii jsme se zabyvali sledovanim peroperacni dynamiky FGF23
u pacientll s primdrni hyperparatyeredzou, ktefi podstoupili paratyreoidektomii.
Signifikantni pokles perioperacnich koncentraci PTH je dikazem uspésné provedené
paratyreoidektomie. Potvrdili jsme sniZenou koncentraci PTH v plazmé 10 minut po
paratyreoidektomii ve srovnani s hodnotami pied paratyreoidektomii (4,17 vs. 13,10
pmol/L, P <0,0001) (tabulka 5). Hyperkalcémie je dilezitym diagnostickym indikatorem
primarni hyperparatyredzy. Na zakladé¢ udaji ze zdravotnické dokumentace byly
potvrzeny zvySené hladiny véapniku v séru pied paratyreoidektomii (median = 2,71
mmol/L s vyznamnym sniZenim referen¢niho rozmezi nasledujici den po excizi adenomu
(medidn = 2,22 mmol/L, P <0,0001) (tabulka 5). Pacienti s hyperpartyreoidektomii maji
vyznamné poruchy kalciofosfaitového metabolizmu. Jednim z  regulétord
kalciofosfatového metabolismu je FGF23, a proto jsme se v naSi praci zaméfili na
posouzeni peroperacni dynamiky FGF23 u pacientl s hyperparatyere6zou s ohledem na
mozné zmeény kalciofosfaového metabolismu. Pocatecni a intraoperacni hodnoty cFGF23
a 1IFGF23 byly na horni Grovni nebo nad horni Grovni referen¢nich intervald, jak ukazuje
obrazek 7 a 8. Podobné vysledky byly recentné publikovany (cFGF23, iFGF23 byly
vyznamné zvySené u pacientil s pHPT pied paratyreoidektomii). (Nilsson, et al. 2016;
Witteveen, ef al. 2012). Yamashita et al. prokazali vyznamné zvySené hladiny iFGF23
v séru u pacientl s pHPT ve srovnani se zdravymi kontrolami, ale rozdily mezi hladinami
1IFGF23 u pacientti s pHPT s normalni funkci ledvin (clearance kreatininu
>70 ml/min/1,73 m? vypodtena ze sérového kreatininu a hladiny kreatininu v mo¢i za 24
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hodin) a zdravé kontrolni skupiny nebyly vyznamné (Yamashita, ef al. 2014). Negativni
korelace FGF23 s glomerularni filtraci je typicka u pacientti s chronickym onemocnénim
ledvin (Takahashi, et al. 2014; Komaba, et al. 2009; Kobayashi, et al. 2006). Ackoli
zadny z naSich pacientll zafazenych do studie nemél znamky ledvinového selhdni
charakterizovaného snizenymi hodnotami glomerulrni filtrace (1 mmol/s/1,73 m?),
zjistili jsme vyznamnou negativni korelaci predoperacnich cFGF23 a iFGF23
s glomerularni filtraci odhadovanou z koncentrace cystatinu C (eGFR cystatin C).
(cFGF23: Spearman r = -0,499, P = 0,0014, iFGF23: Spearman r = -0,491, P = 0,0017).
Korelace FGF23 s kreatininem eGFR odhadovanéd ze vzorce CKD-EPI nebyla v nasi
studii vyznamni. Podobné¢ Witteveen ef al. nenalezli vyznamny vztah mezi
koncentracemi iFGF23 a glomerularni filtraci (odhadovany podle vzorce MDRD)
u pacientti s pHPT (Witteveen , et al. 2012). Koncentrace cFGF23 v plazmé vyznamné
poklesly jeden den po operaci ve srovnani s hodnotami pted operaci (obrazek 7).
Plazmatické koncentrace iFGF23 vykazaly vyznamnéjsi pokles, koncentrace iFGF23
metfené 1 den po partyreoidektomii byly dokonce niz8i nez deklarovany detekéni limit
soupravy (1,5 pg/mL). Strmé&jsi pokles pooperac¢nich koncentraci iFGF23 je zptisoben
jeho kratSim biologickym polo¢asem (intaktni FGF23 ma kratSi biologicky polocas
minut, zatimco cFGF23 ma polocas 22-94 minut) (Rifai, ef al. 2018; Smith, et al. 2014)
a koreloval s publikovanou hodnotou referen¢ni zmény (RCV) (RCV pro iFGF23 = 50%
a RCV =25% pro cFGF23) (Smith, et al. 2014). Kratsi biologicky polocas iFGF23 mtize
naznacovat dilezity diagnosticky potencial pro sledovani perioperac¢nich a pooperacnich
zmén ve fosfatovém metabolismu. Nizka stabilita (rychla proteolyza nastavajici za méné
nez 4 minuty s vyraznou degradaci v rozmezi 24 — 60 % za 4 hodiny) s vyznamnou denni
variaci (25% pokles béhem dne s maximy rano) se uvadi jako limitujici faktor pro pouZiti
intaktniho FGF23 jako dalsiho markeru fosfatové homeostazy (Smith, et al. 2014; Smith,
et al. 2012). PTH a iFGF23 maji podobny polocas (polocas PTH je 3-4 minuty) (Rifai,
et al. 2018), nicmén¢ hladiny PTH rychle poklesly v disledku mechanického odstranéni
adenomu. FGF23 se snizoval s ¢asovym zpozdénim v reakci na snizeny PTH. Razné
biologické polocasy iFGF23 a cFGF23 také ptispivaji k poklesu Casového zpozdéni
FGF23. Dokéazali jsme, ze hladiny FGF23 nebyly ovlivnény vékem a pohlavim. Data na
obrazku 7 a 8 ukazuji, Ze ke snizeni hodnot FGF23 nedochazi béhem operace na rozdil
od hodnot PTH, které se snizuji okamzité (10 minut) po paratyreoidektomii. Podobné
vysledky publikovali 1 Kobayashi et al., ktefi zjistili vyznamné snizené koncentrace
cFGF23 u pacient s pHPT prvni den po paratyreoidektomii (Kobayashi, et al., 2006).
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Naproti tomu Yamashita et al. nepozorovali rozdily v postparatyreoidektomickych
hladinach iFGF23 v séru, zatimco hladiny vépniku byly normalizovany. M¢tili vSak
FGF23 Sesty pooperacni den a piedoperacné pozorovali pozitivni korelaci iIFGF23
s hladinami PTH a kalcia v séru a negativni korelaci iFGF23 s hladinami fosfatu v séru
a 1,25(OH):D (Yamashita, ef al.,2014). Bilha et al. sledovali pacienty s hypovitamindzou
vitaminu D a s pHPT a potvrdili, ze pfedoperacni koncentrace cFGF23 v séru byly
v normalnim rozmezi a také Ze jeden den po operaci zlstaly nezménény (Bilha, ef al.
2020). Nekteri pacienti v této kohorté byli prospektivné sledovani az 12 mésicti po
operaci, a to navzdory normalizaci PTH a Ca a suplementaci vitaminu D a konstantnim
hladindm cFGF23. Autofi také dospéli k zavéru, Ze vyhodnoceni a dynamika FGF23
nejsou informativni ohledné zavaznosti pHPT. Witteveen ef al. uvadéli vyznamny vztah
mezi hladinami PTH a FGF23 u pacientti s pHPT a jejich vysledky naznacuji, ze zvyseni
hladin FGF23 u pacienti s pHPT by mohl byt adaptacni mechanismus k vyrovnani
zvySeni hladin 1,25(OH) 2D, ktery je vyvolan zvySenym PTH (Witteveen, et al. 2012).
Hassani et al. Popisuji zvySenou koncentraci (1,25(OH)2D u pacientt s pHPT. Prokazali
také pozitivni korelaci FGF23 s 1,25(OH) 2D pied operaci a po operaci (24 hodin
a 1 tyden po operaci), neprokazali vSak vyznamné korelace mezi FGF23, vapnikem,
fosfatem a PTH. Zjistili jsme, Ze hladiny fosfatl v plazmé se zvysily a hladiny vapniku
v séru se snizily 1 den po operaci (viz tabulka 5). ZvySeni plazmatického fosfatu
korelovalo se snizenim FGF23 (cFGF23: Spearman r = -0,253, P = 0,0065, iFGF23:
Spearman r = -0,245, P = 0,0085) a pooperacni pokles celkového vapniku koreloval se
sniZzenim hodnot FGF23 (cFGF23: Spearman r = 0,5982, P = 0,0008, iFGF23: Spearman
r=0,41, P = 0,02). Tato zjiSténi naznacuji dllezitou roli FGF23 pfi udrzovani mineralni
homeostazy. Stejné korelace potvrzuji i dal$i autofi (Yamashita, et al. 2014). (Nilsson,
et al., 2016). Naopak Bilha et al. (Bilha, et al. 2020) a Hassani et al. (Hassani, et al.,
2020) tyto korelace nepotvrdili. Rada studii popisuje vyznamnou roli FGF23 v kostnim
metabolismu (Witteveen , et al. 2012; Komaba, et al., 2009; Rodriguez, et al., 2012;
Grabner, et al., 2017). Hodnotili jsme vztah cFGF23 a iIFGF23 s PINP jako dilezitym
biomarkerem tvorby kosti a nenasli jsme vyznamnou korelaci. Pfedoperacni hodnoty
PINP nalezené v nasi studii byly v horni oblasti referenéniho rozmezi, coz odpovida
zvySenému kostnimu obratu u pacientli s pHPT. Vyhodou ptedkladané studie je stanoveni
1IFGF23 a cFGF23. VSechny citované studie skute¢né urcuji bud’ FGF23, nebo cFGF23.
Ackoli se pokles iIFGF23 jeden den po paratyroidektomii jevi jako klinicky vyznamnéjsi
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nez pokles cFGF23, vyse uvedené nizké stability a denni variace se zdaji byt omezujicimi
faktory pro pouziti iIFGF23 pfi udrzovani fosfatové homeostazy.

Posledni studie se zabyvala vyuzitim kyseliny hyaluronové pii sledovani pacientti
s gonartrézou kolene. Recentni studie ukazuji zasadni vyznam kyseliny hyaluronové
v posouzeni zdvaznosti postizeni. Koncentrace kyseliny hyaluronové koreluji s mirou
postizeni (Buhren, et al.,2016; Gupta, et al, 2019; Temple-Wong, et al., 2016).
Je prokdzéna také vyznamna negativni zavislost kyseliny hyaluronové na véku (Temple-
Wong, et al., 2016). Nase vysledky jsou od téchto vysledkii odlisné, nebot jsme
neprokazali zavislost na véku ani vyznamnou korelaci s radiologickym stupném
prokazané gonartrozy. Tuto odliSnost Ize vysvétlit jednak znacnou vékovou heterogenitou
sledovaného souboru (ve velké vétsing se jednalo o pacienty starsi 50 let — 63 z celkovych
68 pacientll). Druhym vysvétlenim tykajicim se nevyznamného rozdilu v synovialnich
koncentracich kyseliny hyaluronové miize byt skute¢nost, ze diagnosticky kit pouzity pro
stanoveni kyseliny hyaluronové neposkytuje ptesnou informaci o velikosti a molekulové
hmotnosti stanovovaného fragmentu. Vyse uvedené studie popisuji vyznamné korelace
ruzné velikych fragmentt kyseliny hyaluronové (molekulova hmotnost 0,8 - 20 kDa)
s klinicky prokdazanymi formami onemocnéni (Blewis, et al., 2007; Buhren, ef al., 2016;
Temple-Wong, et al., 2016). Vysokomolekularni formy maji protektivni ti¢inky, zatimco
nizkomolekuldrni  formy  vykazuji  vyznamnou  prozéanétlivou,  angiogenni
a imunostimulacni aktivitu. I pfes znacné rozpéti hodnot (14 — 5000 mg/L) se synovialni
koncentrace kyseliny hyaluronové v nasi studii vyznamné neodliSovaly od hodnot
publikovaného referen¢niho rozmezi 1500 — 3200 mg/L (Palmieri, ef al., 2017). Pacienti,
kteti podstoupili artroskopii, maji vyznamné vyssi koncentrace synovialni HA oproti
pacientiim s implantaci kolenni endoprotézy (2581 vs 1763 mg/L, p = 0,01), nicméné
korelace hodnot HA v obou skupinach s RTG nalezy neni vyznamnd. Vyssi koncentrace
synovialni HA u pacientd po artroskopii oproti pacientim s implantaci totdlni
endoprotézy lze vysvétlit tim, ze pacienti, kterym byla provedena artroskopie, byli
vyznamn¢ mladsi neZ pacienti, ktefi podstoupili totalni endoprotézu (praimérny vék 62 let
oproti 69 let, p = 0,03, Manntiv Whitneyliv U test). Pacienti s TEP ve vétSi mife
vykazovali omezeni hybnosti a trvalé klidové a nocni bolesti klasifikované dle kritérii
VAS (Williamson, Hoggart, 2005). Pacienti podstupujici artroskopii vykazovali
pfedoperacné nizsi skore bolesti — rozmezi VAS 2-5/10, oproti pacientim k TEP, ktefi
vykazovali zvysené skore v rozmezi VAS 4-7/10. Zavaznost onemocnéni lze cCasto
posoudit podle fyzikaln¢ chemickych kritérii (viskozita a viskoelasticita). Kyselina
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hyaluronova je vyznamnym ukazatelem viskozity a viskoelasticity. Nizké koncentrace
kyseliny hyaluronové jsou spojeny s nizkou viskoelasticitou a viskozitou, a tedy se
zavaznosti onemocnéni (Blewis, et al., 2007; Buhren, et al., 2016; Temple-Wong, et al.,
2016). Recentni studie ukazuji, Ze alterace osmotickych podminek, konkrétné
hypoosmoticky stres v synovidlni tekutin€é i1 chondrocytech, vyznamné sniZuje
viskoelastické vlastnosti prostiedi (Guilak, et al., 2002; Gupta, et al., 2019; Tamer, 2013).
Tamer et al. (Tamer, 2013) popisuji exponencidlni vztah mezi koncentraci hyaluronanu
a osmotickym tlakem a zminuji také fakt, ze vyznamné zmény v koncentracich HA vedou
ke zméndm osmotického tlaku. Osmoticky tlak v bunkach lze charakterizovat
prostfednictvim vySetfeni osmolality. V nasi studii jsme prokéazali vyznamnou pozitivni
korelaci koncentraci HA a osmolality v synovidlni tekutin€ (Speramantv r = 0,29,
P =0,02, obrazek 11). Tato korelace ukazuje moznost vyuziti kyseliny hyaluronové jako

ukazatele viskozity a viskoelasticity k posouzeni klinického stavu pacientt s artrozou.
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6. ZAVERY

Koncentrace thymidinkiniazy-1 v séru jsou zvySené u pacienti
s karcinomem prostaty. TK1 se jevi jako slibny dopliikovy diagnosticky

marker pri diagnostice rakoviny prostaty.

Koncentrace mindinu jsou sniZené u pacienti s karcinomem prostaty.
Mindin se jevi jako vhodny diagnosticky marker uziteCny pri diagnostice

rakoviny prostaty.

Koncentrace FGF23 vyznamné poklesly u pacientii po paratyreoidektomii.
Pokles koreloval s narustem hladiny anorganickych fosfati. FGF23 slouzi
jako vhodny ukazatel Kkalciofosfatového metabolismu u pacienti

s primarni hyperparatyreozou.

Koncentrace kyseliny hyaluronové u pacientii s gonartrézou, podstupujici
artroskopicky vykon, jsou zvySené oproti skupiné pacientii podstupujici

operaci totalni endoprotézy kolene.

Koncentrace Kkyseliny hyaluronové v synovidlni tekutiné nekoreluji
se zavaznosti onemocnéni posuzovanou dle radiologickych kritérii (RTG

klasifikace dle Kellgrena a Lawrence).

Koncentrace hyaluronové Kkyseliny v synovialni tekutiné koreluji
se zvySenym osmotickym tlakem, a mohou tedy byt doplikovym

ukazatelem zavaZnosti artrozy.
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