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Nové biomarkery jako parametry pro predikci signifikantniho

karcinomu prostaty v biopsii a recidivy onemocnéni po radikalni lécbé

Abstrakt

Karcinom prostaty je jednim z nejcastéji diagnostikovanych onkologickych onemocnéni.
Onkomarkery, v cCele s prostatickym specifickym antigenem (PSA), vyrazné zptesnily
diagnostiku 1 sledovani pacientii stimto onemocnénim. Ani PSA vSak neni idealni
molekulou a jeho omezeni oteviraji dvefe dalSimu vyzkumu a snaze o objeveni
onkomarkeru s vys§i specificitou a senzitivitou k signifikantnimu karcinomu prostaty.
Cilem této prace je podat pfehled aktualné vyuZzivanych i1 budoucich onkomarkerti a dale
také prezentace naSich dat z n¢kolik let trvajiciho zakladniho vyzkumu v této oblasti. Jedna
se o vysledky imunochemickych analyz annexinu, SPINK-1, TIMP, chromograninu A,

endoglinu, mindinu a pfedevsim rozsahlé analyzy thymidinkinazy 1.

Klicova slova
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annexin, SPINK-1, TIMP, chromograninu A, endoglin



Novel biomarkers as parameters for prediction of significant prostate

cancer in biopsy and disease relapse after radical treatment

Abstract

Prostate cancer is one of the most diagnosed oncological diseases. Oncomarkers, especially
prostate specific antigen (PSA), have significantly improved the diagnosis and monitoring
of patients with this disease. However, PSA is not an ideal molecule, and its limitations
open the door to further research and efforts to discover an oncomarker with higher
specificity and sensitivity to significant prostate cancer. The aim of this paper is to give an
overview of currently used and future oncomarkers and to present our data from several
years of basic research in this field. Specifically, the results of immunochemical analyses
of annexin, SPINK-1, TIMP, chromogranin A, endoglin, mindin and especially the

extensive analysis of thymidine kinase 1.
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Prostate cancer, biomarkers, tumor markers, thymidinkinase 1, mindin, TK210, annexin,

SPINK-1, TIMP, chromogranin A, endoglin
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1. Uvod

Karcinom prostaty (KP) je jednim z nejcastéji diagnostikovanych malignich onemocnéni.
Aktudlné predstavuje ptiblizné 15 % vSech diagnostikovanych tumorii a jeho incidence
nadale vzrista.! I pies vyrazné pokroky v 1é¢bé ziistava v Evropé tieti nejéast&jsi pti¢inou
tmrtnosti na naddorové onemocnéni u muzi.? Ve Spojenych statech se dokonce v incidenci
fadi u muzi na prvni misto mezi vSemi onkologickymi onemocnénimi s témet 180 tisici
novymi piipady ro¢né a tmrtnosti 32 tisic ro¢né&.> Kdyz toto onemocnéni v roce 1853
poprvé popsal londynsky chirurg J. Adams, povazoval ho za extrémné vzacné.* V soucasné
dobé se stava vzhledem ke zlepSujici se diagnostice a lékarské péci vubec nejcastéji

diagnostikovanou malignitou.

Zakladem diagnostiky KP je vySetfeni per rektum (digital rectal exam — DRE). I pfesto, ze
se vétSina KP vyskytuje v periferni zon¢ prostaty, vede toto vySetieni samotné k diagndze
pouze piiblizné v 18 % piipadi.® Zlom v diagnostice predstavoval rok 1970 a objeveni
glykoproteinového enzymu prostatického specifického antigenu (PSA). Jeho zavedeni do
praxe znamenalo revoluci v detekci, 16¢bé i sledovani pacientti s KP.® Definitivni diagnoza

se odviji od histopatologického vysledku biopsie prostaty (BP).

Zavedeni PSA mezi screeningova vySetieni vedlo k vyznamnému vzestupu zachytu KP
v Casnych stadiich a prodlouzeni celkového pteziti pacientti. Samotné PSA ma vsak jako
onkomarker fadu uskali. Jedné se o orgédn specificky marker, neni vSak tumor specificky, a
proto mize byt zvysen i u benigni hyperplazie prostaty (BHP), prostatitidy a dalSich
nezhoubnych onemocnéni. I tak dokdze PSA samo o sobé 1épe piedpoveédét zachyt KP v

BP nez DRE ¢&i transrektalni ultrasonografie (TRUS).’

Dal8im problémem vyuziti PSA v Siroké praxi je ¢asty nalez indolentniho, tj. nerizikového,
onemocnéni.® Pfedpoklada se, Ze v soucasné dobé diagnostikujeme 23-42 % piipadii KP
predCasné. Mnohdy dokonce i zcela zbytecné u pacientli, kterym by neléCeny KP ani
nezkratil Zivot, ani nezhorSil jeho kvalitu. Recentné tak vznikl novy epidemiologicky
termin tzv. nadbytecnd diagnoza (overdiagnosis). Ta muize pak vést k tzv. nadbytecné
1é¢bé (overtreatment) — 1é€bé 1 u pacientil, které by jejich nesignifikantni KP nijak
neohrozil, a naopak by profitovali z prostého sledovani bez nezddoucich ucinki, at’ jiz

pooperacnich, poradiacnich, ¢i socio—ekonomickych.



Vzhledem k heterogenit¢ KP od indolentniho onemocnéni az po agresivni metastazujici
formy vzniké prostor pro novy onkomarker, ktery by pomohl lépe odlisit nizkorizikové
pacienty profitujici ze sledovani od pacienti vyzadujicich radikalni lécbu. Takovy
onkomarker by mél odhalovat KP s vyssi sensitivitou i specificitou, predikovat agresivitu
onemocnéni a v neposledni fadé by mél byt levny a laboratorné snadno proveditelny.
Vzhledem k cetnosti KP probihd v poslednich desetiletich nepieberné mnozstvi studii

hledajicich tento ,,idedlni* onkomarker.

V ramci diagnostiky KP nelze opomenout ani pouziti prediktivnich nomogrami a rozvoj
zobrazovacich diagnostickych metod jako napiiklad TRUS, magnetické rezonance, ¢i
PSMA (prostaticky specificky membranovy antigen) PET/CT, to vSak jiz piesahuje rozsah

této prace.” 101112

Predkladana disertacni prace je zaméfena na nové potencialni markery KP a na vyuziti
imunoanalytickych metod, konkrétné sendvi€ového enzymove vdzaného imunosorbentniho
testu (enzyme—linked immuno sorbent assay — ELISA). Ackoli je dnes znama asi stovka
potencidlnich sérovych a mocovych markerit KP, Zadnému z nich se dosud nepodatilo

nahradit PSA."3

V ramci naseho vyzkumu jsme provedli resersi aktualn¢ zkoumanych markertt KP i jinych
onkologickych onemocnéni a vybrali spektrum moznych markerd, které by bylo mozné
mefit z krevniho séra uzitim metody ELISA a komeréné dostupnych ELISA kitd.
Konkrétné jsme zvolili annexin, serin protedzovy inhibitor Kazal-type 1 (SPINK-1),
tkanovy inhibitor metaloproteindz (TIMP), chromogranin A, endoglin, mindin a
thymidinkindzu 1 (TK1). Tyto jsme analyzovali na souboru krevnich sér a moci pacientli

s KP a u zdravych kontrol za uc¢elem zefektivnéni minimalné invazivni diagnostiky KP.



2. Nadorové markery karcinomu prostaty

2.1 Onkomarkery v obecnych doporucenich

Evropské urologickd spolecnost v Guidelines pro rok 2020 se slabou urovni doporucuje
pted biopsii prostaty provedeni dal$iho testu séra ¢i moci u pacientd s benignim nalezem
per rektum a hodnotou PSA mezi 2—-10 ng/ml. Se silnou Grovni pak nabidnuti dalSiho

zobrazeni, ¢i nomogramu.'4

Dalsi doporuceni tykajici se onkomarkerti v aktudlnich Guidelines chybi. V textu se vénuje
predevSim sérovym markerim PSA a fPSA, omezen¢ pak testu Prostate Health Index
(PHI), dale testu skore Ctyt kallikrein (4K) a testim z moci, konkrétné PCA3 marker,
SelectMDX, Mi Prostate score (MiPS) a ExoDX. Témto, ale i jinym markertim, se budeme

dale vénovat.

Americky National Cancer Institute (NCI) definuje biomarker jako biologickou molekulu
nachazejici se v krvi, ¢i jiné télni tekutin€, piipadné v tkédni, kterd mtze byt objektivné
méfena a hodnocena jako znamka normalniho / abnormalniho biologického procesu a
patogenetického stavu. Biomarker mize byt vyuZit ke screeningu, diagnostice, stanoveni

prognozy a ke sledovani odpovédi onemocnéni na 1é¢bu. !> 1617

Prvnim popsanym biomarkerem KP byla prostaticka kysela fosfatiza (PAP) a to jiz
v tficatych letech minulého stoleti.'® Ta byla nasledné nahrazena PSA. V liberalnim
prostiedi Spojenych stati je aktualné dle Food and Drug Administration (FDA), ptipadné
vramci norem Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA) ,,vylepSovani

klinické laboratofe* schvalena cela fada molekul, viz tabulka ¢. 1.
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Tabulka 1: Vycet v textu uvedenych markeri

Ndazev markeru Material Vyuziti markeru Schvéleno*
PSA Sérum prediktivni / prognosticky | FDA, EAU
PHI Sérum prediktivni / prognosticky |FDA, EAU
4K Sérum prediktivni / prognosticky |FDA, EAU
miRNA Sérum prediktivni 0

CTC Sérum prognosticky FDA
PCA3 Moc prediktivni FDA, EAU
ExoDx Mo¢ prediktivni CLIA
MiPS Mo¢ prediktivni/ prognosticky | CLIA
SelectMDx Mo¢ prediktivni CLIA, EAU
Prostarix Mo¢ prediktivni CLIA
Detekce bunék KP z moci | Moc prediktivni 0
Confirm MDx Tkan prediktivni CLIA
Prolaris Tkan prognosticky FDA
Oncotype Dx Tkan prognosticky FDA
Decipher Tkan prognosticky CLIA
Promark Tkan prognosticky CLIA
PCMT Tkan prediktivni 0

FDA - U.S. Food and Drug Administration; EAU - European Association of Urology;
CLIA- Clinical Laboratory Improvement Amendments, PSA - prostaticky specificky
antigen, PHI - index zdravi prostaty, 4K - panel 4 kalikreinii, miRNA - mikro RNA,
CTC - cirkulujici nadorové bunky, PCA3 - Prostate Cancer Gene 3, MiPS - Mi
Prostate Score, PCMT - Prostate Core Mitomic Test

* v pripadé EAU se jedna o doporuceni
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2.2 Déleni onkomarkeru

Onkomarkery KP délime tfemi zpiisoby. Prvnim je, jak jiz bylo dfive v textu uvedeno,

déleni dle vyuziti. V tomto ptipadé rozd€lujeme tii skupiny:

V prvé tfadé markery prediktivni, jinak také diagnostické, tedy ty, které stanovuji, zda
pacient je, ¢i neni v riziku zachytu KP, t€ém pfedevsim se vénuje tato prace. Dale markery
prognostické, které vyuzijeme, pii jiz znamém onemocnéni a hodnotime pomoci nich
ucinnost 1écby, pripadné predpokladané vysledky aktivniho sledovani (active surveillance

— AS) nebo vyc€kavani s terapii (watchful waiting — WW).

Druhou moznosti déleni je dle vySetfovaného materidlu. V tomto ptipadé délime na

markery sérové (pfipadné z pln¢ krve), mocové (n€¢kdy po masazi prostaty) a tkdnové.

Ttetim zpsobem dé€leni souvisejici s vyzkumnou ¢innosti na markery klinicky uzivané, at’

uz schvalené ¢i ne (dle zdravotnickych organizaci) a markery Cisté experimentalni.

Mnohdy se tyto jednotky piekryvaji, jak je uvedeno v tabulce €. 1.
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2.3 Jednotlivé markery

2.3.1 PSA

Prostaticky specificky antigen (PSA) je kalikreinova protedza produkovana epitelovymi
bunikami prostatické Zlazy.!” Nachazi se v prostatickém sekretu a jeji koncentrace je asto
zvysena u KP.2° Po zavedeni do praxe v 80. letech minulého stoleti signifikantné zlepsila
diagnostiku a 1é¢bu KP véetné pieziti.?! Rozsifeni PSA s sebou v§ak nese mnozstvi uskali.
AC se jedna o molekulu organové specifickou, nejednéd se o marker nadorové specificky a
k elevaci dochazi i u jinych onemocnéni jako naptiklad BHP, mocova retence, prostatitida,
uroinfekce, ¢i po cystoskopickém vysetieni. Sporny je naopak vliv vySetfeni per rektum,

traumatizace prostaty jizdou na kole, ¢i ejakulace.??

Dle doporuceni Evropské urologické spole¢nosti (EAU) neexistuji zaddné standardni
hodnoty PSA.? Jedn4 se o kontinualni parametr, kde vys$i hodnoty indikuji vy$si riziko
KP. Diive stanovend horni hranice 4 ng/ml pro PSA jiz ddvno neplati, nebot az 25 %
pacientdl s nové diagnostikovanym KP ma PSA pod touto mezi.>* Doporu¢eni EAU zmitiuji
vyskyt sttedn¢ a vysoce rizikového KP (Gleason Score [GS] > 7, pfipadn¢ International
Society of Urological Pathology [ISUP] grade >2) také u nizkych hladin PSA, viz. tabulka
¢. 2.

Tabulka 2 — Riziko KP ve vztahu k nizkym hodnotim PSA !4

Hodnota PSA (ng/ml) Riziko KP (%) Gleason Score 2 7 (%)
0,0-0,5 6,6 0,8
0,6-1,0 10,1 1,0
1,1-2,0 17,0 2,0
2,1-3,0 23,9 4,6
3,1-4,0 26,9 6,7

PSA - prostaticky specificky antigen, KP — karcinom prostaty
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Specifickymi jednotkami jsou PSA denzita, velocita a zdvojovaci cas. Jednd se o
vypoctové jednotky. Denzita PSA je rovna podilu hodnoty PSA a objemu prostaty
(zméfeného sonograficky nebo pomoci magnetické rezonance). Vys$s§i hodnoty PSA

denzity znamenaji rovnéz vyssi riziko signifikantniho KP v biopsii.

Pokud jde o kinetiku PSA, hovoiime o zdvojovacim Case ,,doubling time* (PSA-DT) a
PSA velocit¢ (PSA-V). Prvnim rozumime exponencidlni riist PSA b&hem ¢asu, druhym
pak absolutni hodnotu ro¢niho narastu. Jejich hodnota je pfedevSim prognosticka, vyuziti
v diagnostice je omezené, i vzhledem k BHP, nejednotnym intervalim mezi odbéry PSA a
mozné akceleraci/deceleraci PSA-DT a PSAV v ¢ase.”® Zatimco PSA-V a PSA-DT
presvéd¢ivé specificitu konvenéniho testu PSA nezlepsily,”® PSA denzita prokazatelné
zpiesiiuje diagnostiku klinicky signifikantniho KP.?”> 2® Hraniéni hodnoty pro rutinni

klinické pouZivani v§ak zatim stanoveny nebyly.?!

Mimo PSA formy vazané na inhibitory sérové proteazy se v krvi vyskytuje rovnéZ jeho
volnd forma (fPSA), kterda tvofi piiblizné 5-35 % celkového PSA. Pomér fPSA
k celkovému PSA (f/t) byva nizsi u KP.* Musi byt vzdy uzit opatrné, nebot’ miize byt
neptiznivé ovlivnén nékolika klinickymi a pfedanalytickymi faktory, jako napf.
nestabilitou volného PSA pfi riznych teplotach, variabilni charakteristikou testu a BHP.°
Systematicky ptehled zahrnujici 14 studii ukazal, Ze pfi celkové hodnoté PSA >10 ng/ml
nema jiz fPSA klinické uziti ani pfi diagnostice ani u sledovani jiz znamych karcinomu. U
pacientl s hodnotami PSA 4-10 je pak senzitiva vysetfeni pro pozitivni biopsii 70 %.3!

Pomér f/t nad 20 % svéd¢i pro BHP, 15-20 % je Sedé zéna a pod 15 % svédci pro KP.

Vysetieni PSA je vhodné nabidnout informovanym pacientim ve véku nad 50 let.
V ptipadé¢ KP v rodinné¢ anamnéze a u Afroameri¢ant jiz od 45 let, s ohledem na jejich
celkovy zdravotni stav. Dalsi testovani zavisi na primarni hodnot¢, pii nizkych hodnotach
obvykle s DRE opakujeme kazdych 12 mésict. Pii inicidlnich hodnotdch nad 10 ng/ml
odbér opakujeme a nasledné indikujeme BP. Pfi hodnotich 2—-10 ng/ml ptihlédneme
k hodnot¢ fPSA a dopliujeme dalsi vySetfeni — napf. pomoci jiného onkomarkeru,

nomogramu ¢i zobrazovacich metod.
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2.3.2 PHI

Jiz n€kolik let se v klinické praxi setkavame s dalS$im onkomarkerem, tzv. proPSA,
pfipadné z néj vypocftené¢ hodnoty Prostate Health Index (PHI). ProPSA je jednim
z prekurzori PSA. V krvi se nachazi v n€kolika izoformach [-2]proPSA, [-4]proPSA,
[-5]proPSA a [-7]proPSA. Jednotlivé formy se od sebe 1i$i poctem aminokyselin v pavodni
peptidové sekvenci.*? Prekurzory jsou dale konvertovany na aktivni formu pomoci enzymu
human kallikrein—2 (hK2). Experimentalné bylo prokazano, ze [-2]proPSA je produkovano
pfedevs§im periferni zénou prostaty, kde dochazi ke vzniku vétSiny KP. Pfedpoklada se
tedy, ze se [-2]proPSA tvofi vice u pacienti s KP nez s BHP, kde vétSina hypertrofické
tkané pochazi z prechodni zony prostaty.>* 3 Podobné jako PSA je i proPSA ziskavéno

z krevniho séra.

Z hodnoty [-2]proPSA je dale vypoétena hodnota PHI vzorcem ([-2]proPSA /fPSA) x
PSA. Vypocet byl vyvinut v Brea ve Spojenych statech spolecnosti Beckman Coulter a
schvalen FDA v roce 2012 a v soucasnosti je uveden i v EAU Guidelines. Jeho uéelem
bylo 1épe odlisit pacienty v riziku signifikantniho KP, konkrétné u pacientti ve véku nad 50
let, PSA 4-10 ng/ml a s nesuspektnim DRE. Dle studii publikovanych Lazzerim et al. PHI
signifikantné zlep$uje diagnostickou piesnost predikce KP.>> 3¢ Vysledky byly dale
potvrzeny metaanalyzou provedenou Bruzzesem et al., kde se zaroven na velkém poctu

pacient potvrdil vyssi zachyt KP u PHI oproti PSA a fPSA.Y’

2.3.3 4K skore

Panel 4 kalikreini — celkového PSA, fPSA, intaktniho PSA a human kallikrein-2 (hK2)
dohromady vytvari tzv. 4K skore. Podobné jako piedchozi testy ho provadime z krevniho
séra. Dle fady studii prokazalo 4K skore vyssi presnost predikce KP nez modely zalozené
na PSA.3% 39 Stejné jako predchozi je i 4K uvedeno v Guidelines EAU. Tento test je
komeréné dostupny a schvaleny, véetné americké FDA. Vickers a Lilja vytvofili v roce
2010 model predikce zachytu KP z BP zalozeny na 4K skoére vztazeném k véku, DRE a

predchozich BP. Cilem testu je sniZit poc¢et zbyte¢nych BP u muzii testovanych na PSA.
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Vyraznym vylepSenim oproti PSA je u 4K mensi ovlivnéni vysledku velikosti prostaty u

BHP.%

Nékolik prospektivnich multicentrickych studii prokazalo, ze jak PHI, tak i 4K skore maji
lepsi uc¢innost nez samotné f/t PSA v detekci KP u muzi s PSA 2-10 ng/mL.*» 4> 43
Prospektivni multicentricka americka studie z roku 2015 potvrdila pfedchozi vysledky. Pti
cut—off hodnoté 6 % byl pocet BP snizen o 30 % a pouze 1,3 % high risk tumora nebylo
zachyceno.** V piimém srovnani vykazaly oba testy (phi a 4K) obdobné vysledky.* Dle
dat National Comprehensive Cancer Network (NCCN) nebyly do soucasné doby stanoveny

cut—off hodnoty umoziujici vyuziti 4K skére v klinické praxi.*®

Nadéjnou se zdéa i kombinace PHI a 4K skore. Nordstrom et al. z roce 2015 publikovali
vysledky studie s 513 pacienty indikovanych k primobiopsii prostaty. Pfi autory
definovanych cut—off hodnotach (10 % u 4K skore a 39 u PHI) by bylo mozno neprovést
az 29 % BP, aviak nezachytilo by se 10 % high grade (HG) KP.%

2.3.4 miRNA

Mikro RNA (miRNA) jsou malé (17-22 nukleotidi) nekddujici sekvence RNA s dilezitou
tilohou v regulaci genové exprese na posttranskripéni urovni.*’ Byly identifikovany u fady

onkologickych diagn6z véetng KP.*

Pocet identifikovanych miRNA se postupné zvysSuje od roku 1993, kdy byla prvni miRNA
popsana u hlistice Caenorhabditis elegans.*’ V soucasné dobé je podet miRNA popsanych
podle databaze mirbase.org témét 40 tisic, z nichz se vSak jen né€kolik tisic nachazi u lidi.
Pocet studii, které hodnoti jejich uziteCnost jako biomarkert, roste od roku 2008, kdy

1.49

Lawrie et al.” navrhli vyuziti cirkulujici miRNA jako diagnostického nastroje u pacientt s

B-—bunéénym lymfomem.

Ackoli je miRNA dostatecné stabilni v plazmé a séru, existuji aktualné velké rozdily
v kvalité¢ vzorkd a jejich zpracovani a k vyuZiti v praxi je nutnd dal§i optimalizace a
standardizace postup.>® Mitchell el al. jako prvni prokazali pfitomnost miRNA v plazmé
pacientii s KP.>! Zaroven prokazali signifikantné vyssi vyskyt konkrétni sekvence miR—141

u pacientli s pokro¢ilym KP oproti zdravym kontrolam. Exprese aberantni miRNA byla
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dale prokdzana u KP v iniciaci, vyvoji i progresi karcinomu.’? Nasledn& byl vyzkum
zamétfen na panely o desitkach sekvenci, napt. Mihelich et al. popsali 14 miRNA, které
piesné odlisily pacienty s HG a low grade (LG) KP.>* Vyuziti by tedy mohlo byt v predikci
signifikantniho KP v BP.

Vyuziti miRNA v moci je v soucasné dobé nejasné. I pfesto, Ze bylo zkouméno tfadou
autorl a nekteré vysledky jsou nadéjné, jednalo se vzdy o malé kohorty pacientl a je tieba

dal$iho vyzkumu. EAU Guidelines jej jako standardni marker neuvadgji.>

2.3.5 PCA3

Spolecnost Progensa z Bedfordu, USA, vyvinula test Prostate cancer gene 3 (PCA3). Jedna
se o gen transkribovany z dlouhé nekddujici mRNA, ktera je produkovana ve vysoké mite
tkani KP. Test PCA3 udava skore vypoctené z koncentrace PCA3 mRNA a PSA mRNA.
Na rozdil od ptedchozich markeri je ziskdvano z moci, a to po masazi prostaty provedené
k ziskani vyssiho poctu prostatickych bun¢k. Analyza je dale provadéna metodou

polymerazové fetézové reakce (PCR).

Dostupné vysledky naznacuji, Ze skére PCA3 muze byt uzitecné pii detekci KP, zejména u
pacienti po negativni BP.>> Schvaleni FDA ziskalo PCA3 v roce 2012 pro identifikaci
vhodnych kandidatd k rebiopsii prostaty, a to pro pacienty po jedné, ¢i vice negativnich
BP, starSich 50 let a vysledkem PCA3 nad 25. Doporu¢eni NCCN jej vroce 2015

klasifikovala jako uZite¢ny test pred opakovanou BP.>

Kontroverzni je definice nejlepsi diskriminaéni hodnoty. Multicentrickd studie vedena
Haesem ukézala, ze skore 35 poskytuje optimalni rovnovahu mezi senzitivitou (47 %) a
specificitou (72 %).’” Podobné vysledky byly ned4avno hlaseny v metaanalyze publikované

tymem Hu et al. >

PCA3 bohuZzel piinasi velké mnoZzstvi falesné negativnich vysledki 1 u skore vys$§iho nez
35. Ve vyse uvedené studii Haese by bylo mozno neprovadét 67 % BP pii vyuziti
diskrimina¢ni hodnoty 35, ale 21 % HG KP by nebylo diagnostikovano. Pfi diskriminantu
20 by pak ubylo pouze 44 % BP, ale pocet nezachycenych by se snizil na 9 %. Tato data

byla potvrzena v multicentrické studii Crawfordem et al.>® Jeho analyza zaroven prokéazala
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nec¢ekany fakt, ze pouze 86 ze 114 pacienti s PCA3 skore nad 100 méla KP, coz
neodpovidalo pfedstavé o nadprodukci tumorem v periferni zoné prostaty. Kontroverzni je
i korelace PCA3 ke GS, respektive agresivité tumoru, kde se vysledky studii 1igi.5% ¢!
Vétsina soucasnych studii i tak udava signifikantné vyssi diagnostickou piesnost PCA3

oproti samotnému PSA.

Hodnota PCA3 se zvySuje s objemem KP, ale existuji konfliktni tdaje o tom, zda
piedpovida stupeft ISUP gradu.®? V Sesti pfimych srovnavacich studiich PCA3 a PHI
pouze Seisen et al. naSel vyznamny rozdil; PCA3 detekovalo vice karcinomil, ale pro
detekci signifikantniho onemocnéni, definovaného jako stupen ISUP> 2, vice nez tii
pozitivni vzorky nebo > 50% postiZzeni karcinomem v jakémkoli vzorku, se PHI ukazalo

jako lepsi.®?

Aktualni EAU Guidelines PCA3 doporucuji pted rebiopsii prostaty a po negativni primarni
BP, ale ne k monitoraci onemocnéni napiiklad u AS. Déle je mizeme nabidnout pacientim
s PSA 2-10 jako pomocny marker, doporuceni je vSak naddle nizké urovné. American
Urological Association (AUA) Guidelines doporucuji PCA3 jako sekundéarni test ke
stanoveni nutnosti BP, ale bez priikazu benefitu v rdmci primarniho screeningu. Guidelines

NCCN jej zminuji opét ve vztahu k opakované biopsii.

Marker je komer¢né dostupny v CR pod nazvem Progensa urine test s cenou okolo
5000 K¢&. V soucasné dobé je tedy hlavni indikaci testu Progensa nejistota pii indikaci

opakované BP, klinicky benefit viak zlistava sporny.®

18



2.3.6  TMPRSS2: ERG, Mi Prostate score (MiPS)

Dalsi alternativou uvedenou v EAU Guidelines je fuze TMPRSS2-ERG, tedy fuze genu
transmembranové proteazy serinu 2 (TMPRSS2) a genu ERG (onkogen souvisejici
s genem ETS — specifické transformace erytroblastli), kterou lze detekovat u vysokého
procenta KP. Popsan byl na University of Michigan, Ann Arbor, USA, Tomlinsem et al.
vroce 2005.% Aberantni fize genu TMPRSS2 s ERG byla pozorovana u 15-59 %

pacientti s KP.%

Vzorky jsou stejn¢ jako u PCA3 ziskdvany z moci po pfedchozi masazi prostaty a nasledné
meéfeny pomoci metody PCR. Nadéjna se zdd kombinace skore PCA3 a TMPRSS2:ERG u

pacientt pfed BP. Multicentrickd studie publikovania Leytenem et al.%’

prospektivné
hodnotila oba parametry u 443 pacienti pied BP a zjistila signifikantné zvySenou
prediktivni hodnotu u obou testi. TMPRSS2:ERG pak na rozdil od PCA3 korelovalo

rovnéz s GS a klinickym stagingem.

Samotnd prognosticka hodnota fize TMPRSS2: ERG se zda byt u KP nizka. Proto
nasledné navrhl Tomlins kombinaci PCA3, TMPRSS2: ERG, PSA a kalkulatoru Prostate
Cancer Prevention Trial s velmi slibnym vysledkem jak ve vybéru pacienti k BP, tak
k predikci HG KP.%® Tento model nazval Mi prostate score (MiPS). Mékké ,,i v nazvu
znaci slovni hiicku se staitem Michigan, kde model vznikl. Autofi ovéfili, Ze statistické
modely, které zaclenovaly model MiPS, mély vyznamné vyssi plochu pod kiivkou (Area
Under the Curve — AUC) nez modely zahrnujici pouze PCA3 a PSA (AUC 0,751; p
<0,001). S jeho vyuzitim by se mohl omezit pocet BP o 36 % s nezachycenim pouhych
1,6 % HG tumord.

Test MiPS byl dale na souboru 246 pacientii hodnocen Stephanem et al., kde byl proti
samotnému PSA zichyt HG KP v biopsii signifikantné vy33i.% Test nebyl do soudasné

doby schvélen FDA, v Guidelines EAU je zminén, ale pouze jako vyzkumny marker.
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2.3.7 Exosomalni biomarkery

Exosomy jsou malé (30—150 nm) endocytické vezikuly s dvojitou lipidovou membranou.
Jsou vylucovany fadou typt bun€k a mohou obsahovat proteiny, lipidy a nukleové
kyseliny.”® Prvné je popsal vroce 1981 Trams et al. a v soucasnosti je jich jiz znidmo
nékolik desitek tisic.”! Jejich pfitomnost byla potvrzena v séru, plazmé a v jinych
biologickych tekutinach, vcetné moci, slin, ascitu, matetského mléka a plodové vody.
Studium novych biomarkerti v exosomech se zdd velmi nadéjné, nebot’ jsou v télesnych

tekutindch velmi stabilni, ¢emuz napomaha jejich lipidova dvojvrstva.’

Nadorové bunky uvoliiuji vysoké mnozstvi exosomt, které mohou tumor ovliviiovat
v riznych stadiich. Prvné bylo vyrazné vys$§i mnoZstvi exosomll prokazano u tumoru
ovaria, kde korelovalo s klinickych stadiem postizeni.” Obdobné vysledky byly nalezeny i
u dalSich nadorovych onemocnéni, véetné karcinomu plic, tlustého stfeva a chronické

lymfocytarni leukémie.” 7> 76

Dostupné udaje napovidaji, Ze exosomy odvozené od nadorovych bunék aktivné piispivaji
k progresi onemocnéni.”” U KP byly dle Hosseini-Beheshti et al. v roce 2016 popsany
exosomy, které by mohly piispivat k progresi onemocnéni.’® Konkrétngji ke snizeni

apoptozy, zvyseni proliferace malignich bunék a k indukci bunééné migrace.

Do soucasné doby neexistuje standardizovana metoda k jejich ziskdni. Nejcastéji jsou
ziskavany izolaci pfi diferencidlni ultracentrifugaci, kdy se jednotlivé frakce oddé€luji pii
riiznych rychlostech odstfed’ovéani (exosomy pii nejvyssi 100,000 g).” Na tuto metodu pak
existuje fada variaci, napf. s vyuzitim komeréné dostupného reagencia ExoQuick.
Pfitomnost exosomt je dale ovéfena elektronovym mikroskopem. Déale mohou byt vyuzity
metody imunoanalyzy (ELISA) a Western blot k detekci exosomalnich markerti (napf.

CD9, CD63 a CD81).

Jelikoz v rdmci KP se jednd o relativné novou jednotku, existuje do soucasné doby pouze
nékolik studii. Naptiklad @verbye et al. provedli analyzu na malém vzorku 15 zdravych
kontrol a 16 pacientech s KP s nalezem 246 alterovanych exosomili v moc¢i u pacientl
s KP.3 Dijkstra et. Al. porovnali PCA3 a TMPRSS2: ERG mezi sedimentem mo¢i a
exosomy. Ve vysledku byly exosomy robustnéj§im zdrojem biomarkerti nez sediment,

ovSem s tézko dosazitelnym detek¢nim limitem. Jejich mnoZstvi se signifikantné zvysilo
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po masazi prostaty.8! Pocatecni vysledky exosomaélnich biomarkeri jsou nadéjné, k jejich
vyuziti v praxi je vSak nutno vice analyz ve vétSich klinickych studiich a standardizace

jejich izolace.

2.3.8 ExoDx

ExoDx nebo také Intelliscore, je novy exosomadlni test vyvinuty v USA spolecnosti
Exosome Diagnostics, ktery vyuziva vzorek moci bez nutnosti ptedchozi masdze prostaty.
Test méfi exosomalni geny ERG, PCA3 a SPDEF. Je vhodny u pacientli nad 50 let a PSA
2-10 ng/ml, u kterych se zvazuje primobiopsie prostaty. Spole¢né¢ s PSA by mél 1épe

predikovat KP v biopsii.?> %

Multicentrické studie o 774 pacientech potvrdila signifikantné lepsi prediktivni schopnost
zachytu signifikantniho karcinomu prostaty nez PSA. Pfi nezachyceni pouhych 5 % GS > 7
KP by se s vyuzitim ExoDx dalo omezit az 27 % BP.%?> V EAU Guidelines je o ExoDx

uvedena pouze zminka, NCCN ho zminuje jako investigativni biomarker.

21



2.3.9 Cirkulujici nddorové buriky

Dal§im markerem ziskavanym z krve by mohly byt cirkulujici nadorové bunky (circulating

tumour cells — CTC). Buiiky KP lze dle fady studii detekovat v krvi a kostni dieni.* 8586

Diky zlepSujicim se metoddm sekvenovani a citlivéjSim metodam detekce je tzv. ,tekutd
biopsie* nadéjnou metodou detekce KP i dalSich onkologickych onemocnéni. Jedna se o
minimalné invazivni moznost sledovani nadorové naloze i1 urCeni genomové nebo

biologické povahy tumoru jak prediktivné, tak prognosticky.

Prvnim dostupnym je CellSearch™ (Jansen Diagnostics, Raritan, NJ, USA). Jedna se o
prognostickou platformu schvéalenou FDA. Je nezavislym prediktorem celkového pieziti u

pacienti s metastatickym KP.%

V soucasné dob¢ je tedy snaha o vyuziti CTC jako prognostického biomarkeru KP. Bono
et al. provedli analyzu u 276 pacientli s ndlezem vyssi prediktivni hodnoty k celkovému
preziti pacientd nez u PSA. Molekularni analyza CTC se zda byt srovnatelnou s primarni
biopsii nddorové tkané & metastazy.®® Tekutd biopsie mize KP sledovat minimalng

invazivné a v redlném c¢ase.

Alternativou k CTC je cirkulujici volnd DNA (circulating free — cf~-DNA) — malé castecky
deoxyribonukleové kyseliny vylu¢ované naddorovymi bunikami. I tato metoda se zda byt
nadéjnou. S technologickym pokrokem souviseji ale i limitace. Pfedev§im malé mnozstvi
CTC a cf—DNA v krvi a v neposledni fad€ 1 finan¢ni ndrocnost testovani. Svou roli si jiz
nasSly u tumoru prsu a plic, vyuziti u jinych nadorovych onemocnéni véetné KP musi byt

dale prostudovano.
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ZkuSenosti s CTC méame 1 na naSem pracovisti. U 37 pacientl s kastra¢né rezistentnim KP
na terapii docetaxelem jsme s pouZzitim komeréné dostupné platformy AdnaTest (Adnagen
AG, Langenhagen, Némecko) hodnotili pfitomnost CTC. Usp&sné jsme CTC detekovali u
30 (81,1 %) pacientid. Hodnoty PSA po terapii byly signifikantné vy$si u CTC pozitivnich
pacientl. Pfitomnost CTC korelovala s kratSim celkovym ptezitim. Vysledky analyzy byly
publikovéany v roce 2016.%°
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Obrazek 1: Pravdépodobnost celkového preZziti u pacienti s kastraéné rezistentnim
karcinomem prostaty dle pritomnosti cirkulujicich nadorovych bunék (CTC) pred
zahajenim 1é¢by docetaxelem (A) a béhem lécby docetaxelem (B) zobrazen na
Kaplan-Meierovych krivkach. Obrazek vloZen s laskavym souhlasem doc. MUDr.

Otakara éapouna.
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2.3.10 SelectMDx

SelectMDx test spolecnosti MDx Health v Ivine, USA, predikuje s vysokou specificitou
(AUC 0,89) pravdépodobnost nalezu KP pfi biopsii a pravdépodobnost HG vs. LG
onemocnéni. Jedna se o PCR test z moci po masazi prostaty u pacienttll, u nichz zvazujeme
BP. Test stanovuje hodnoty mRNA dvou genii: DLX1 a HOXC6 s vyuZzitim exprese KLK3

jako reference.

Test se kombinuje ve vypoctu s tradicnim PSA, vékem, piedchozimi BP a rodinnou
anamnézou pacienta. Panel tii geni — TDRDI1, DLX1 a HOXC6 rovnéz signifikantné
zlepSuje detekci signifikantniho KP (AUC 0,77) oproti samotnému PSA (AUC 0,72) a
PCA3 (AUC 0,68).%°

1.°! na souboru 905

Tyto vysledky byly recentné ovéfeny a potvrzeny Van Nesteem et a
pacientli ve dvou prospektivnich studiich (AUC 0,9) se snizenim celkového poctu BP o
42 %, snizenim zbyte¢nych BP o 53 % a negativni prediktivni hodnotou 98 %. Model by
tedy mohl vést ke snizeni nadbytecné diagnostiky a 1écby KP. Soucasné NCCN a EAU

Guidelines zminuji SelectMDx jako investigativni biomarker.

2.3.11 ConfirmMDx

ConfirmMDx je test vyvinuty spolecnosti MdxHealth v Kalifornii, USA. Jedna se o DNA
metylaéni esej z prostatické tkdné. Test se zaméfuje na epigenetické alterace DNA,
konkrétn¢ genit GSTP1, APC, RalGDS/AF-6 a RASSF2. ConfirmMDx bylo uspésné
vyuzito pii negativnim vysledku BP, kdy jeho pozitivni vysledek naznacuje, ze se v tkani
prostaty KP nachazi v blizkosti histologicky negativniho bioptického vzorku a je tedy

vhodné zvazit rebiopsii.®?

Vysledky byly ovéfeny naptiklad ve studit DOCUMENT a MATLOC, kde byla potvrzena
souvislost s detekci KP v rebiopsii®® s az 90% negativni prediktivni hodnotou.”*Je jiz
komeréné¢ dostupny a zahrnuty v NCCN Guidelines, kde je doporucen u muzi
indikovanych k rebiopsii prostaty. Guidelines EAU tento marker prozatim pro nedostatek
dat nedoporucuji, pouze udavaji, ze lze pomoci ConfirmMDx ziskat dalSi informace

v ramci rozhodovani o rebiopsii.
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2.3.12 Oncotype Dx (GPS test)

Oncotype Dx je dalsi americky test (Genomic Health, Redwood City, Kalifornie). Je to
genomicky test vyuZzivajici tkan€é z BP. Méfi mRNA expresi 17 gent, které odpovidaji za
riist a preziti bunék tumoru. Test byl vyvinut a dale testovan na kohorté 4500 pacientd.”
Vyuziva metodu PCR na fixovanych vzorcich po radikélni prostatektomii. Z ptivodnich
732 genii bylo vybrano 17 s nejvyssi prediktivni hodnotou a nazvano Genomic Prostatic
Score (GPS).” Test piedpovida rekurenci onemocnéni po radikalni operaci a méa vysokou

prediktivni hodnotu predev§im v 1éEbé nizko a stiedné rizikovych KP.”

2.3.13 Decipher

Decipher test (GenomeDx, San Diego, Kalifonie, USA) je genomicky test méfici expresi
22 riiznych genl. Ty byly vybrany retrospektivné z kohorty 192 pacientd s metastatickym
KP.”® Dle NCCN Guidelines je doporu¢en u pokro¢ilych nadord po radikalni
prostatektomii (RP).” Evropska doporudeni jej zmiiuji a uvadéji, ze dosud chybi dostatek

dat k vyuziti markeru v klinické praxi.

Vypocitava pravdépodobnost vyskytu klinické metastdzy béhem péti let po RP (AUC
0,75-0,83) a desetilet¢ naddorové specifické preziti (AUC 0,78). Tyto vysledky byly

potvrzeny né&kolika klinickymi studiemi. % 190 101

2.3.14 ProMark

Promark (Metamark, Cambridge, MA, USA) je prognosticky tkanovy test predikujici
agresivitu onemocnéni, zaloZzeny na osmi proteinovych markerech vyhodnocenych

automatizovanym imunofluorescenénim testem z fixovanych vzorkt z BP.!%?

Vysledek je hodnota od nuly do jedné predikujici neptiznivy vysledek histologie z BP u

pacientil s nizce rizikovym onemocnénim, kde by bylo pfipadné¢ zvazovéno i aktivni

.....
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nizkorizikovych KP se skére <0,33 (az 95 %) a stejné€ tak u skére> 0,8, kde prediktivni

hodnota pro nepfiznivy vysledek histologie dosahovala 76,9 %.!%3

2.3.15 Prolaris

Prolaris je FDA schvéleny genomicky test vyvinuty spolecnosti Myriad Genetics ze Salt
Lake City v USA. Jedna se o prognosticky test z tkan€, naptiklad formaldehydem C¢i
parafinem fixovaného vzorku z BP. Spolu s GS a PSA predikuje agresivitu onemocnéni.
M¢ii se exprese 46 gend. Jejich nizka exprese je spojend s nizkym rizikem z progrese,
takovym pacientim lze nabidnout napiiklad AS. U pacienti s vysokou expresi je naopak
vhodné zvazit radikalni lécbu. UZiteny by mohl byt i k ur€eni rizika rekurence po
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radikalni prostatektomii.”” Vysledky jsou hodnoceny a verifikovany v nékolika

105,106 - Aktudlng nejsou dostupné 74dné multicentrické

retrospektivnich studiich.!®*
prospektivni studie k jeho evaluaci. Nevyhodou testu je rovnéz jeho vysoka cena.
Guidelines EAU jej hodnoti jako nadé€jny, ale s nutnosti dalSich dat pted zavedenim do

klinické praxe.

2.3.16 Prostate Core Mitomic Test (PCMT)

Dalsim tkanovym prediktivnim testem je PCMT. Prozatim se jedna o vyvojovou studii. Je
zalozen na faktu, ze mitochondridlni funkce je spojena sregulaci onkogeni a tumor
supresorovych gend.'’” Cilem testu je identifikovat opravdu negativni BP a omezit tak
nutnost piipadnych rebiopsii.!”® Ve valida¢ni studii bylo PCMT asociovéano se senzitivitou

84 %, specificitou 54 % a negativni prediktivni hodnotou 91 %.'%
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2.3.17 Prostarix Risk Score

Prostarix Risk Skoére (Boswick Laboratories) je experimentalnim testem zmoci po
predchozi masazi prostaty. M¢l by napomahat k rozhodnuti o provedeni prvni, ¢i
opakované BP. VyuzZit by mél byt u pacientll s negativnim per rektum vysetfenim a mirné

zvysenou hodnotou PSA.!°

Metoda kvantitativné méfi Ctyfi metabolity (sarkosin, alanin, glycin a glutamat). Vysledky
jsou vyssi nez u PSA, respektive PCPT kalkulatoru (AUC 0,64 oproti AUC 0,61,
respektive AUC 0,61).!!!

2.3.18 Detekce bunék KP v modi

V soucasné dobé¢ je vyvijen prediktivni test na prukaz intaktnich bunék KP v moci po
DRE. Ty se detekuji metodou fluorescencniho barveni a nasledné imunofluorescencni
cytologii. Na kohorté 50 pacientil byla senzitivita testu 36 %, ale specificita dosahovala az
100 %, podobné jako u cytologie moc¢i zndmé u urotelidlniho karcinomu mocového

méchyte.!!?

Obdobna studie sledovala opét mo¢ po DRE. Experimentatofi vyvinuli membranu
zachytavajici jednotlivé buiiky, které nasledné hodnotili metodou imunocytochemie. Mezi
exprimovanymi proteiny byly ERG, AMACR a prostein.!'? Senzitivita testu pro detekci
KP v BP byla v kohort€ 63 pacientli 64 %, specificita 68,8 %.
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3. Imunochemické metody

Imunochemické metody piredstavuji Casto uZivané techniky v praxi lékait
1 odbornikti v biomedicinském vyzkumu. Od jejich objeveni koncem devatenactého stoleti,
byly Siroce aplikovany v lékarské diagnostice a bakteriologii. Moderni imunoanalytické
metody (imunoanalyzy, imunoeseje) zahrnuji snadno proveditelné a dobfie
automatizovatelné jednoduché metody. Jejich spole¢nou vlastnosti je vysoka citlivost a
presnost, pfi¢emz detekéni limity dosahuji fadové hodnot az 102° mol/l. To umoziuje
jejich vyuziti pro rutinni analyzy latek s velmi nizkou koncentraci, napf. hormonii,
nadorovych markerdi, cytokinfi, viri.!'"* Prostfednictvim epitopli ¢i antigennich
determinantll reaguji antigeny s protilatkami, Casto ziskanymi ze séra imunizovanych

zvitat. Interakcemi antigentl a protilatek se zabyva védecky obor imunochemie.!'¢

3.1 Antigeny a protilatky

Antigen definujeme jako latku, na kterou po jejim rozpoznani reaguje imunitni sytém
tvorbou protilatek. Obvykle se jedna o proteiny, komplexni polysacharidy ¢i
lipopolysacharidy. Délime je na piirodni a syntetické. Vlastni reakce s protilatkou se
nelcastni cely antigen, nybrz jen jeho povrchova Cast, tzv. epitop. Vazba epitopu na

protilatku je zprostfedkovana nekovalentnimi vazbami za vzniku imunokomplexi.

Protilatky ptedstavuji obvykle latky bilkovinné povahy, patfici mezi imunoglobuliny. Jsou
secernovany po vazb¢ antigenu a dalSich signalizacnich molekul na receptory B-
lymfocytii. Vazba antigenu vyvola diferenciaci B-lymfocyti na plazmatické bunky a
tvorbu piislusnych protilatek.''> Jejich zakladni funkci je vazba toxinG ¢&i virdl, coz brani
jejich dalsi vazbé na cilové receptory. Ddle protilatky mikroorganismy opsonizuji, tedy

oznacuji je jako cil pro sloZzky bunécné imunity (fagocyty, natural killer cells atd.).
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3.2 Déleni imunochemickych metod

Imunochemické metody délime pfedevSim na izotopové a neizotopové a ty dale na
homogenni a heterogenni. U kazdé skupiny rozdélujeme jeSt¢ na kompetitivni a

nekompetitivni. Pfehled imunochemickych metod shrnuje obrazek €. 2.

+ L
1
lzotopové Neizotopové
metody metody

v ! Afinitni
chromatografie,

omogenni yleterogenn multiplexova
FEGEEE analyza, biocipy
a biosenzory
3 ! H
; . .
: : T EMIT, FPIA,
2 CEDIA, ElA, FIA, LIA,
REA RIA IRMA TRACE, MEIA
ELISA
CLIA, CMIA, (pfima,
TRACE, LOCI ILMA, MEIA, nepiima,
DELFIA, sendvi¢,
capture),

Obrazek 2: Prehled vybranych imunochemickych metod: radioenzymova
imunoanalyza (REA), radioimunoanalyza (RIA), imunoradiometricka analyza
(IRMA), enzymova multiplikovana imunoanalyza (EMIT), fluorescen¢ni polariza¢ni
imunoanalyza (FPIA), klonovany imunotest darce enzymu (CEDIA), ¢asové rozliSena
emise zesileného kryptatu (TRACE), mikrocasticova enzymova imunoanalyza
(MEIA), luminiscence zaloZena na pienosu kysliku (LOCI), enzymova imunoanalyza
(EIA), fluorescenéni imunoanalyza (FIA), luminoimunoanalyza (LIA),
chemiluminiscen¢ni imunoanalyza (CLIA), chemiluminiscen¢ni imunoanalyza na
mikroéasticich (CMIA), imunoluminoimunoanlyza (ILMA), disocia¢né vylepSeny
lanthanidovy fluorescenc¢ni imunologicky test (DELFIA), enzymové vazany
imunosorbentni test (ELISA).

Obrazek pouzit s laskavym souhlasem Ing. Lenky Hanouskové, Ph.D.
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3.3 lIzotopové metody

Izotopové (¢i radioizotopové) metody se vyznacuji uzitim radionuklidu vhodného prvku
pro piipravu indikatoru imunochemické reakce. Mezi hlavni zastupce fadime
radioimunoanalyzu (RIA), radioenzymovou imunoanalyzu (REA) a imunoradiometrickou

analyza (IRMA). Tyto se od sebe 1i8i predevs§im kompetici o protilatky.

Prvni z metod, RIA, je metodou kompetitivni, u které znaceny a neznaceny antigen soutézi
o limitované mnozstvi protilatky. Dalsi kompetitivni imunoanalyzou je REA. Vychdzi ze
specifické reakce enzymu a odpovidajicitho substratu s detekci radioaktivity pomoci

vhodného radioindikatoru.

Ptikladem muze byt napf. stanoveni thymidinkinazy (TK) od firmy Beckman Coulter,
zalozené na enzymatické fosforylaci jodem znacen¢ho substratu
5-125I-deoxyuridinu  thymidinkinazou ve vzorku =za vzniku 5—joddeoxyuridin
monofosfatu. Ten se odd€li od zbylé reakéni smési sorbci na ionexu a u sorbentu métime

radioaktivitu. Intenzita signalu je piimo timérna aktivité TK ve vzorcich.!

Posledni izotopovou metodou je IRMA. Ta je na rozdil od pfedchozich nekompetitivni.
Jedna se o sendvicovou metodu vyuzivajici ke stanoveni antigenu neznacenou protilatku

uchycenou na pevné fazi (dno zkumavky, magnetické ¢astice) a znacenou protilatku, ktera

se piidava v nadbytku po interakci antigenu se zna¢enou protilatkou.!™

N 24

stanoveni nevyzaduji praci s radioizotopy a méteni radioaktivity. Divodem byla predevsim
snaha o omezeni prace s potencidln¢ nebezpecnymi a ekologicky Skodlivymi radionuklidy.
Zasadnim ptinosem izotopovych metod je jejich ekonomicka vyhodnost a také fakt, ze pro

rutinni stanoveni nékterych analyti alternativni neizotopové metody nejsou k dispozici.'!’

30



3.4 Neizotopové metody

Izotopové metody byly v poslednich desetiletich z velké Césti nahrazeny enzymovymi
imunoanalyzami. Ty jako indikétor uzivaji enzym, ktery je chemicky (kovalentng&) vazan

na antigen, ¢i protilatku — vzniké tzv. enzymovy konjugét.

Délime je na homogenni (nevyzadujici separaci) a heterogenni (nutna separace), obé
skupiny pak na kompetitivni a nekompetitivni dle nutnosti soutéZeni o vazebné misto mezi
znaCenym a neznacenym antigenem. Enzym katalyzuje chemickou pfeménu substratu
pfidaného do reakéni smési na barevny produkt. Stanovuje se pak spektrofotometricky
nebo na zakladé fluorescence. Koncentrace produktu je imérna koncentraci antigenu nebo

protilatky ve vzorku.!'!”

Imunoeseji je zndmo nékolik typl. Mezi homogenni fadime napf. enzymovou
multiplikovanou imunoanalyzu (EMIT), fluorescen¢ni polariza¢ni imunoanalyzu (FPIA),
klonovany imunotest darce enzymu (CEDIA), ¢asovée rozliSenou emisi zesileného kryptatu
(TRACE), mikrocasticovou enzymovou imunoanalyzu (MEIA) a luminiscenci zalozenou
na pienosu kysliku (LOCI). Mezi heterogenni pak fadime enzymovou imunoanalyzu
(EIA), fluorescencni imunoanalyzu (FIA), luminoimunoanalyzu (LTA),
chemiluminiscen¢ni imunoanalyzu (CLIA), chemiluminiscenéni imunoanalyzu na
mikroc¢asticich (CMIA), imunoluminoimunoanlyzu (ILMA), disociacné¢ vylepSeny
lanthanidovy fluorescen¢ni imunologicky test (DELFIA) a enzymové vdazany

imunosorbentni test (ELISA).

3.5 ELISA

Enzymové vazany imunosorbentni test byl vyvinut v roce 1971 Evou Engvall a Peterem
Perlmannem jako modifikace metody RIA. Poprvé byla ELISA vyuzita pii stanoveni IgG
protilatek v séru kralika, kdy antigen byl oznaden enzymem alkalické fosfatazy.!'® Rozvoj
metody nastal béhem 80. let minulého stoleti s vyrobou pln¢ automatizovanych
analyzatord  vyuzivajicich princip enzymovych imunoanalyz.!'” Je zistupcem

neizotopovych nekompetitivnich metod.
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Zakladni princip metody ELISA spociva v navazani antigenu na pevnou fazi zkumavek ¢i
mikrodesticek polystyrenu a polypropylenu. Pro znaceni antigeni/protilatek se nejcastéji
vyuzivaji enzymy alkalickd fosfatdza, kienova peroxiddza nebo galaktosiddza pfipojené
pomoci Fc—fragmentu. Po navazéni znalené protilatky k antigenu se do reakce piida
substrat, ktery je St€pen danym enzymem. Vznikld barevna zména odpovida koncentraci

analyty,!16- 120

Délime ji dale na pfimou, nepfimou, kompetitivni a sendvicovou.

3.5.1 Pfima ELISA

Nejjednodussim typem enzymové imnunoanalyzy je piima ELISA, zalozena na reakci
jedné protilatky sjednim antigenem. Pii této metod€ je nejprve neznaCeny antigen
adsorbovan na pevnou fazi, dale je pfidan piebytek jiného proteinu, obvykle sérovy
albumin, za uc¢elem blokovani vSech zbylych vazebnych mist. Enzym se spoji s protilatkou
v samostatné reakci. Komplex enzym-—protilatka pfiddme k navdzanému antigenu a po
vymyti prebytku komplexu zlistane Cast navdzand na antigen. Po pfidani substratu,
katalyzovanym enzymem, zaznamename signal odpovidajici koncentraci navazaného

antigenu. Postup je rychlejsi oproti ostatnim typtim metod ELISA.!!6

Reakce je rychla vzhledem k absenci pomyvani vzorkli. Metoda vyuziva uspotfadani, kde
na pevnou fazi miZe byt navazana nejprve neznacena protilatka a v dalSim kroku znaceny

antigen nebo naopak.'?!

3.5.2 Nepfima ELISA

Neptimé ELISA probih4a ve dvou stupnich, zahrnuje proces vazby primarni protilatky a
znacené sekundarni protilatky. Primarni protilatka je inkubovéna s antigenem zachycenym
na pevnou fazi a po promyti je inkubovdn imunokomplex se sekundarni znacenou

protilatkou. Tato metoda se vyuziva napftiklad k detekci antivirového [gG.116 121, 122
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3.5.3 Kompetitivni ELISA

Na rozdil od ptedchozich vyuziva kompetitivni ELISA primarni protilatku navazanou na
pevnou fazi. Do reakce je poté ptfidan vzorek obsahujici antigen znaceny enzymem spolu
s neznaenym antigenem. Antigeny pfidavdme ve vEétSim mnozstvi nez protilatku vazanou
na nosic, ty nasledné soutézi o vazebna mista v poméru, v kterém se nachazeji v reakci. Po
inkubaci jsou vymyty nenavazané antigeny a po piidani substratu detekujeme barevnou

zménu nepiimo umérnou koncentraci stanovovaného analytu.12 116

3.5.4 SendviCova ELISA

Sendvicova ELISA porovnava mnozstvi antigenli mezi zachycovaci a detek¢ni protilatkou.
Me¢iené antigeny musi mit alesponi dva antigenni epitopy, aby byly dv¢ protilatky schopné
navazat. K detenci a zadchytu se vyuzivaji monoklonalni ¢i polyklonalni protilatky. Kazda
z nich vzdy rozpoznava pouze jeden epitop, ¢imz dosahuji velmi citlivé detekce a méteni
minimélnich rozdild v antigenu. Sendvi¢ovd ELISA rovnéZz dosahuje ndsobné vysSsi
citlivosti v porovnani s piimym uspotadanim, nevyhodou je obtizn€jsi optimalizace
sendvicovych postupti. Protilatky jsou schopny detekovat riizné epitopy na cilovém
proteinu, ¢imz zabranuji moznym interferencim s jinymi protildtkami (obrazek 3).

Podtypem je varianta ,,capture® slouzici k pritkazu protilatek ve vzorku.!'?% 116
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Obrazek 3: Sendvitovy enzymové vazany imunosorbentni test (ELISA) 122
Obrazek pouzit s laskavym souhlasem Ing. Lenky Hanouskové, Ph.D.
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4. Cile prace a hypotézy

Karcinom prostaty je jednim z nej¢astéjSich malignich onemocnéni u muzi. Zakladem
diagnostiky KP jsou nddorové markery. Objev PSA znamenal pro diagnostiku tohoto
onemocnéni revoluci, nicméné i1 pfes nesporné benefity pifindsi jeho uzivani i nové

problémy, otevirajici dvete pro vyzkum dalSich markerti s vyssi senzitivitou a specificitou.

Nase prace upozoriiuje na Sirokou problematiku biomarkert KP. Mezi cili této prace bylo
provedeni reserse aktudlné dostupnych a potencidlnich markerti karcinomu prostaty. Vycet
dostupnych markeri viz kapitola 2. V posledni dob¢ se objevila fada novych biomarkerti
KP, nékteré jsou velmi nad€jné, nicmén¢ zadkladnim biomarkerem KP zlistdva nadale PSA,

které ma vsak v diagnostice KP zna¢né limitace.

Zam¢tili jsme se tedy na nové molekuly, které svoji ulohu v diagnostice KP teprve hledaji.
Jako hlavni kandidaty jsme s uvazenim dostupnych publikaci na toto téma zvolili annexin,
SPINK-1, TIMP, chromogranin A, endoglin, mindin, a TK1. Stran analytické metody jsme
s uvazenim laboratorni efektivity, véetné¢ dobré automatizace, vysoké piesnosti a citlivosti
a v neposledni fadé moZnosti ziskani komeréné dostupnych kvalitnich kitl, zvolili metodu

sendvicové ELISA.

NasSim hlavnim cilem bylo vyuziti imunochemickych metod ke stanoveni kandidatnich
biomarkeri karcinomu prostaty (annexin, SPINK-1, TIMP, chromogranin A, endoglin,

mindin, TKT).

Vprvni a druhé studii jsme analyzovali vSechny ze zvolenych biomarkeri v rdmci
pilotniho pokusu na omezeném poctu subjektid s cilem prikazu vysSich koncentraci
zvolenych analytii u pacientu s KP oproti zdravym kontrolam. Méfeni jsme provadéli na
vzorcich mraZzenych krevnich sér a moc¢i pacientli z naSeho pracovisté. S uvazenim
vysledkii této analyzy jsme se dale zaméfili na TK1 v krevnim séru, s cilem oveéfit
vysledky na vétSim vzorku pacienti s KP a kontrol. Dal§im cilem tedy bylo navyseni poctu

alikvotovanych pacientti s KP i zdravych kontrol.

Pii studiu predeslych publikaci zaméfenych na TK1 jsme se opakované setkali
s alternativni metodou jeho stanoveni, a to analyzou epitopu TK210, ktery dle vyrobce

vykazuje lepsi senzitivitu 1 specificitu. Vzhledem k presvéd¢ivym vysledkiim analyzy TK1
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jsme jako zavérecny cil zvolili ovéteni pravé této hypotézy. Méfenim TK1 a TK210 na
dosud nejvétsim poctu pacientil jsme vytvorili prostor k dalsi klinické aplikaci ziskanych

dat v diagnostice KP.

Na zakladé dostupnych praci jsme piredpokladali, Ze:
a) Nami vybrané kandidatni biomarkery jsou pro primarni diagnostiku KP pfinosné.
b) Thymidinkindza 1 vykazuje signifikantn€ vysSi koncentraci v krevnim séru
pacientl s KP neZ u zdravych kontrol.
¢) Koncentrace mindinu je signifikantné niz$i v krevnim séru pacienti s KP nez u
zdravych kontrol.

d) Stanoveni epitopu TK210 zlepSuje citlivost a specificitu stanoveni TK1.

Primarnimi cili projektu byly:
a) Analyza kandidatnich biomarkert (annexin, SPINK—1, TIMP, chromogranin A,
endoglin, mindin, TK1) v krevnim séru a moc¢i metodou ELISA.
b) ReserSe moznych novych markert KP.
¢) Ovéteni pilotnich vysledka v analyze se statisticky vyznamnym poctem pacientli a

zdravych kontrol.

Sekundarnimi cili byly:
a) Provéteni alternativni metody stanoveni TK1 pomoci monoklondlni protilatek
specifické pro epitop TK210.
b) Analyza moznosti klinické aplikace vysledkl provedenim korelaci mezi rizikovymi
faktory pro adjuvantni radioterapii, stadiem onemocnéni a hodnotami TK1.
¢) Rozsiteni poctu alikvotovanych krevnich sér a moc¢i pacientd s KP a zdravych

kontrol.
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5. Metodika

5.1 Charakteristika souboru pacientt a odbéru vzork(

Provedli jsme retrospektivni analyzu prospektivné odebranych vzorka séra od 169 pacient
s KP planovanych k RP v letech 2013-2016. Kontrolni skupinu tvofily odbéry séra od
39 zdravych muzi, dobrovolnikd, jejichz primérny vék byl 61 let, bez relevantni
urologické a onkologické anamnézy, s negativni kultivaci moce, hodnotou PSA pod 2 pg/l
a negativnim per rektum vySetfenim. Studie byla schvélena institucionalni etickou komisi.
VSichni uUcastnici podepsali pisemny souhlas s odbérem vzorkil a zafazenim do studie.
Zékladni udaje o pacientech a zdravych kontrolach jsou shrnuty v tabulce 3. Odbéry krve
jsme provedli v§em ucastnikiim studie nala¢no, punkci z kubity. Pacientim pfed RP byl
odbér proveden v den vykonu. Krev jsme nasledné centrifugovali po dobu 10 minut pfi
3 000 otackach za minutu (1 450 g). Sérum bylo alikvotovdno, okamzit¢ zmraZeno a
uchovavano pfti teploté¢ —70°C az do provedeni analyzy. Patologické preparaty z radikalni
prostatektomie vySetiil specializovany patolog. Tumory byly klasifikovany podle

klasifikace nadori, uzlin a metastaz (TNM)!'* a dle GS.'??

Tabulka 3: Charakteristika pacienti a zdravych kontrol

pacienti = 169 kontroly = 39

iPSA; median (SD; min - max) 9,52 (7,93; 1,77-68,75) X
iPSA denzita; median (SD; min - max) 0,26 (0,21; 0,04-1,80) X
Vék; median (SD; min - max) 64,93 (6,36; 40,90-79,10) 65,92 (5,44; 55,30-80,10)
Gleasonovo skore; n (%)

6 68

7 79 X

8 a vice 22
Stadium; n (%)

Lokalizovany (pT2) 110 (65)

Lokalné pokrocily 59 (35) X
Chirurgicky okraj; n (%)

Pozitivni 47 (28) X

Negativni 122 (72) X

iPSA — inicialni prostaticky specificky antigen; SD — standard deviation (smérodatna

odchylka)
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5.2 Vybér onkomarkerd a charakteristika metod

V ramci hledani potencidlnich markera KP jsme provedli reSerSi dostupné literatury mezi
roky 2000 a 2017 vénujici se danému tématu s vyuzitim databazi PubMed a Scopus. Jako
klicova slova pro hledani jsme zvolili ,,biomarkers® ¢i ,tumor markers® a ,prostate
cancer. Z moznych molekul, souvisejicich s KP nebo jinymi nddorovymi onemocnénimi,

jsme vybrali Annexin, SPINK-1, TIMP, Chromogranin A, Endoglin, Mindin a TK1.

5.2.1 Studie 1: Stanoveni annexinu, SPINK-1, TIMP, chromograninu A, endoglinu
a TK1

Annexin

Annexiny jsou skupinou strukturné¢ piibuznych proteinii vézajicich vapnik, které maji
doménu véazajici se na fosfolipidy a aminotermindlni doménu, kterd urcuje jejich
specificnost. Objeveny byly v roce 1978. Podileji se na regulaci membranového pfenosu a
bunétné adhezi. Za fyziologickych podminek se v prostaté nenachazi, mohou vSak byt

exprimovany v jejim epitelu u dobfe az nizce diferencovanych tumori. '

Serin proteazovy inhibitor Kazal-type 1 (SPINK-1)

Protein SPINK—1 je inhibitor trypsinu, v organismu muize fungovat jako autokrinni ristovy
faktor. Za fyziologickych podminek inhibuje pfedCasnou aktivaci pankreatickych proteaz a
hovoii se 0 ném v souvislosti s hereditarnimi pankreatitidami. Objeven vSak byl i v moci
pacientek s karcinomem ovaria. V onkologii se s nim setkdvdme v ramci downstream
signalizace epidermalniho ristového faktoru (EGFR).!% V ptipadé KP byla popsina
nadmérna exprese SPINK—1 oproti BHP.!?
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Tkanovy inhibitor metaloproteinaz (TIMP-1)

Protein TIMP-1 je jednim ze Ctyf pfirozené se vyskytujicich inhibitori matrixovych
metaloproteindz (MMP), coz jsou enzymy, které hraji dulezitou roli v normadlnich
fyziologickych procesech i1 v patologickych remodelacich tkani. Zde se podili na Stépeni
kolagenu bazalni membrany, diky ¢emuz napoméha invazi tumoru. Rovnéz stimuluje jeho
rist a inhibuje apoptdézu. Témito mechanismy miZze byt zodpovédny za zahdjeni
metastatického procesu. Rovnovaha mezi metaloproteindzami a jejich inhibitory mize vést
k vétsi degradacni aktivité a vys$si invazivité nadorovych bun&k.'?’ Dle klinickych studii

byly nalezeny zvysené hladiny TIMP-1 v nadorovych tkanich véetng KP.!?®

Chromogranin A

Glykoprotein chromogranin A je hlavni slozkou sekre¢nich granul neuroendokrinnich
bun¢k. V neuroendokrinnich bunikéch reguluje ukladani a sekreci hormonti a neuropeptidii
a slouzi jako prekurzor biologicky aktivnich peptidi. Exprimuji ho vSak i neuroendokrinni
tumory.'?® Neuroendokrinni a malobunééna varianta KP je obtizné zjistitelnd a souvisi

s horsi prognézou. '3

Endoglin 2

Endoglin 2 je transmembranovy receptor s ulohou v modulaci adheze a motility riznych
typll bun€k vcetné prostaty. Exprimuji jej proliferujici buniky hladké svaloviny vcetné
prostaty, ve zvySené mife pak pfi tumorové angiogenezi. Ve studiich byly prokazany
zvySené sérové koncentrace endoglinu u fady onkologickych onemocnéni, vcetné
kolorektalniho karcinomu, karcinomu plic a prsu. Byla prokdzéna souvislost mezi

vysokymi hladinami endoglinu a zvy$enou mortalitou pacientli s KP.!3!

Thymidinkinaza 1 (TK1)

Sérova thymidinkindza 1 je biomarker proliferace, v minulosti jiz opakované vyuzit jako

diagnosticky marker malignich onemocnéni. Jedna se o bunéény enzym, ktery se podili na
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syntéze prekurzori DNA. Katalyzuje pfeménu thymidinu na deoxythymidinmonofosfit,

ktery je déle fosforylovan na deoxythymidindi— a trifosfaty pied inkorporaci do DNA.!*

Aktivita TK1 zé&visi na bunééném cyklu a vykazuje rozdily u fyziologicky proliferujicich a
malignich bunék. V normaélnich bunikdch dosahuje aktivita TK1 svého maxima v pozdni
G1 fazi / zaCatkem faze S (10-20nasobné zvyseni) a dramaticky klesa na nedetekovatelnou

uroven na konci M faze.'?

U malignich bun¢k miize ale zistat aktivita TK1 zvySena i ve fazich G2 a M bunécéného
cyklu, nejspise v diisledku narusené regulace transkripce a procesu degradace'** Vysoké

hladiny TK1 byly pozorovény v proliferujicich a malignich bufikach.!*

Koncentrace vybranych biomarkeri byly méfeny u 58 pacientii (prumérny vék 68 let,
rozmezi 45-82 let) s klinicky diagnostikovanym KP a u 30 zdravych kontrol (primérny
vék 64 let, rozmezi 55-78 let), bez relevantni urologické anamnézy a s normalni hladinou
PSA. V souboru pacientl a kontrol byly stanoveny koncentrace chromograninu A, TK1 a
SPINK-1, endoglinu, annexinu a TIMP—1 v mo¢i metodou ELISA. Charakteristiku metod

uvadime v tabulce 4.
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Tabulka 4: Charakteristika metod

pracovni stredni
Vysetrovany detekcni rozsah variacni
Biomarker material Metoda Vyrobce kitu limit koeficient
31,20 -2000 10-12 %
Y Cloud-Clone 13,70 pg/ml
chromogranin A |sérum sendvicova ELISA Corp. (USA) pg/ml
Cloud-Clone 0,61 1,56 -100,0 10-12 %
SPINK-1 moc¢ sendvicova ELISA | Corp. (USA) ng/ml ng/ml
Y. Cloud-Clone 0,06 0,156- 10,00 10-12 %
endoglin mo¢, sérum sendvicova ELISA Corp. (USA) ng/ml ng/ml
0,06 0,063 -4,00 53-8,6%
thymidinkinaza 1 |[sérum sendvi¢ovd ELISA | LSBio, Inc. (USA) | pmol/I pmol/!
Cloud-Clone 0,05 0,16 -10,00 10-12 %
annexin mod sendvicova ELISA | Corp. (USA) ng/ml ng/mil
Y. RayBiotech 24,69 24,69-18000 |10-12%
TIMP-1 mo¢, sérum sendvicova ELISA (Velkd Britanie) |[pg/ml pg/ml

SPINK-1 - serin proteazovy inhibitor Kazal-type

metaloproteinaz
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5.2.2 Studie 2: Stanoveni mindinu

Mindin (spondin—2, M—spondin)

Mindin je protein secernovany extracelularni matrix, spada do rodiny F—spondind. Jeho
regulaci zprostfedkovava exprese regulacniho proteinu Early Growth Response 1 (EGR—
1). Vztah mezi expresi EGR—1 a KP byl experimentdlné¢ prokdzan. U pacientt s klinicky
prokdzanym KP je EGR-1 downregulovan.!* Koncentrace mindinu jsme méfili u 56
pacientll (prumérny vek 68 let, rozmezi 45-82 let) s klinicky diagnostikovanym KP a u 29
zdravych kontrol (primérny vék 64 let, rozmezi 55-78 let), bez relevantni urologické

anamnézy a s normalni hladinou PSA.

Vysetfovanym materidlem bylo krevni sérum, pouzili jsme metodu sendvicova ELISA.
Vyuzili jsme komeréné dostupny kit vyrobce Cusabio, Cina. Analytické parametry kitu:
detekéni limit 0,78 ng/ml, pracovni rozsah 3,12—200,00 ng/ml, stfedni variacni koeficient

(CV) 11 %.

5.2.3 Studie 3: Stanoveni thymidinkinazy 1 (TK1) — rozsifend studie

Sérové koncentrace biomarkeru TK1 jsme méfili u 169 pacientd (primérny vék 62 let,
rozmezi 45-82 let) s klinicky diagnostikovanym KP a u 39 zdravych kontrol (primérny
vek 61 let, rozmezi 54-78 let), bez relevantni urologické anamnézy a s normalni hladinou

PSA.

Vysetfovanym materidlem bylo krevni sérum, pouZzili jsme metodu sendvi€ova ELISA.
Vyuzili jsme komeréné dostupny kit vyrobce LSBio, Inc., USA. Analytické parametry
kitu: detekéni limit 0,063 pmol/l, pracovni rozsah 0,063 - 4,000 pmol/l, CV 5,3 — 8,6 %.

5.2.4 Studie 4: Stanoveni epitopu TK210 u thymidinkindzy 1 (TK1)

Stanoveni epitopu TK210 je novou alternativni metodou stanoveni TK1. V séru existuje
nékolik forem TK1 s rtiznymi molekulovymi hmotnostmi a enzymovymi aktivitami, coz
vede k potencidlnimu podhodnoceni enzymové aktivity TK1. Velka ¢ast sérové TK1 miize

byt u pacientli se solidnimi tumory enzymaticky deaktivovéna a nalezena jako multimerni
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agregaty. Epitop TK210 vSak exprimuji vSechny formy TK1. Tato novd metoda vyuziva
monoklonélni protilatky specifické pro epitop TK210, které dle vyrobce zlepsuji citlivost a

specifitu stanoveni.'?’

Sérové koncentrace biomarkeru TK-1 jsme méfili u 126 pacientii (primérny vék 70 let,
rozmezi 4685 let) s klinicky diagnostikovanym KP a u 49 zdravych kontrol (primérny
vék 63 let, rozmezi 54-78 let), bez relevantni urologické anamnézy a s normalni hladinou

PSA.

VysSetfovanym materidlem bylo krevni sérum, pouzili jsme metodu sendvicova ELISA s
preinkubaci. Vyuzili jsme komeréné dostupny kit vyrobce AroCell, Svédsko. Analytické
parametry kitu: detekéni limit 0,12 ng/ml, pracovni rozsah 0,12 — 20,00 ng/ml a CV 0,9 -5,1
%.
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5.3 Statistické metody

Statisticka analyza dat byla provedena uzitim software SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA).

Pro méfené parametry byly pocitdny zakladni statistické udaje jako primér, smérodatna
odchylka, rozptyl, median, mezikvartilové rozpéti, minimum, maximum. U kategorickych

proménnych byly zkoumany jejich absolutni a relativni ¢etnosti.

Na porovnani distribuci zkoumanych parametrti mezi testovanymi skupinami jsme pouzili
neparametrické testy (Wilcoxoniiv dvouvybérovy test a jeho zobecnénd varianta, tzv.
Kruskal-Wallist test). Shodu v€ku mezi zkoumanymi skupinami jsme testovali pomoci
Two One Sample Test (TOST). Vztahy mezi parametry jsme zkoumali pomoci

Spearmanova korela¢niho koeficientu a graficky byly vyjadfili pomoci linedrni regrese.

Statistickd vyznamnost byla stanovena na hranici alpha = 5 %.
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6. Vysledky

6.1 Studie 1 — Stanoveni annexinu, SPINK-1, TIMP, chromograninu A,
endoglinu a TK1

Vramci studie 1 jsme meéfili koncentrace analyt annexinu, SPINK-1, TIMP,
chromograninu A, endoglinu a TK. Koncentrace zminénych analyti jsou uvedeny
v tabulce 3. Signifikantni rozdily byly nalezeny v sérovych koncentraci TK1. Vzhledem
k signifikantné¢ vy$$im méfenym hodnotdm u TKI1 jsme vysledky ovéfili ve studii 3 na

vyrazné vétsim mnozstvi pacientll. Vysledky méfenych analytt shrnuty jsou v tabulce 5.

Tabulka 5: Vysledky annexin, SPINK-1, TIMP, chromogranin A, endoglin, TK1

Kontrolni skupina Pacienti
Biomarker (n =30) (n =58) P value AUC
S-chromogranin; pg/ml £ SD 114,50 + 41,32 83,88 + 88,61 0,16 0,59
U-SPINK-1; ng/ml + SD 1,55+1,72 1,59+2,71 0,66 0,53
U-endoglin; ng/l + SD 0,40+ 0,27 0,38 +0,45 0,87 0,51
S-endoglin; ng/ml = SD 0,84+0,42 0,78 £0,32 0,91 0,51
U-annexin; ng/ml £ SD 0,181+1,30 0,18 £ 0,60 0,84 0,51
U-TIMP-1; pg/ml = SD 13,13+ 197,40 7,750 + 87 0,19 0,55
S-TIMP-1; pg/l £ SD 16,90+ 1,81 17,78 £ 2,46 0,21 0,62
S-TK1; pmol/l £ SD 0,07 £ 0,06 0,20 £ 0,042 <0,01* 0,79

SPINK-1 — serin proteazovy inhibitor Kazal-type 1; TIMP — tkanovy inhibitor
metaloproteinaz, TK1 — thimidinkinaza 1; AUC - plocha pod kFivkou; SD — standard
deviation (smérodatna odchylka)

* statisticky vyznamny rozdil
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6.2 Studie 2 — Stanoveni mindinu

V dal$im méfeni jsme se zaméfili mindin. Jeho sérové hodnoty byly u pacientd s KP
signifikantné niz$i nez u zdravych kontrol (2,12 ng/ml vs. 0,78 ng/ml, p = 0,0007, obrazek
4). Dale jsme jeho diagnostickou ucinnost vyjadfili pomoci Receiver Operating
Characteristic (ROC) analyzy, kde vypoctena AUC byla 0,71, specificita 73 % a senzitivita
64 % (Obrazek 5).

20 -
(ols]
18 —
o
8
16 — o
14 — o
%‘ 12 P = 0,0007 5
B o
g .
~ 10 —
=
E: o
5 8-
o0
6 - o
4 - —8—
7 |
1]
Kontroly Pacienti
n=29 n =56

Obrazek 4: Distribuce hodnot Mindinu v souboru pacienti s karcinomem prostaty a
u zdravych kontrol
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Obrazek 5: Diagnosticka c¢innost Mindinu

AUC - plocha pod krivkou
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6.3 Studie 3 — Stanoveni TK1 — rozsifena studie

V tfeti studii jsme rozsifili pocet pacienti 1 kontrol a zaméfili se na analyt
s nejpresveédciveéjsimi vysledky, tedy TK1. Potvrdili jsme signifikantné vyssi hodnoty TK1
u pacientll s KP, viz obrazek 6. Median sérovych hladin TK1 byl stanoven na 0,289 pmol/l
(smérodatna odchylka — standard deviation [SD] 0,289; 95 % konfidenc¢ni interval [CI]
0,062—1,780), oproti tomu u zdravych kontrol na 0,012 pmol/l (SD 0,074; 95 % CI 0,063~
0,364); p<0.001. Déle jsme zhodnotili TK1 denzitu, median 0,825 (SD 0,902; 95 % CI
0,066-6,538). Diagnosticka ucinnost TK1 vyjadiena jako AUC byla 0,796 (specificita =
51,3 % a senzitivita = 93,5 %) viz Obrazek 7.
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Obrazek 6: Distribuce hodnot Thymidinkinazy 1 v souboru pacienti s karcinomem
prostaty a u zdravych kontrol (pmol/l)
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Obrazek 7: Diagnosticka u¢innost Thymidinkinazy 1

AUC - plocha pod krivkou

Pii porovnani pacientii s GS <6 vs. 7 vs. >8 (p=0,010) jsme nalezli statisticky vyznamné
rozdily (Obrazek 8), stejného vysledku jsme vSak nedoséhli pfi srovnani pacientdl s GS <6
vs. >7 (p=1,000). Vysledky jsou shrnuty v tabulce 6. Staging neprokazal zadny
signifikantni rozdil pfi porovnani stadii pT2 vs. pT3a vs. pT3b (p=0,989), ani pfi
porovnani stadii pT2 vs. pT3a+pT3b (p=1,0) (tabulka 6).

V ramci korelace hodnot TK1 a rizikovych faktori pro adjuvantni radioterapii (aRT),

definovanymi jako GS 8-10, pT3 a pozitivni chirurgicky okraj, jsme zjistili signifikantni

cvwr

rizikovymi faktory.
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Rozdil mezi pacienty bez rizikovych faktorii a t€émi s alespont jednim rizikovym faktorem
nebyl signifikantni (p=0,579). Statisticky vyznamné nizsi hladiny STK1 jsme zjistili pfi
porovnani pacientli s zddnym nebo jednim a pacientii s dvéma nebo tfemi rizikovymi

faktory (p=0,009) (obrazek 9). Vysledky jsou shrnuty v tabulce 7.

Korelace mezi STK1 a PSA denzitou, hodnotou PSA v dob¢ diagndzy ani PHI, ¢i velikosti

prostaty métené pomoci TRUS se statisticky vyznamné neliSily.
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Obrazek 8: Korelace mezi Gleasonovym skére (GS) a sérovou hladinou

Thymidinkinazy 1 (STK1) (pmol/l)
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Obrazek 9: Korelace mezi poctem rizikovych faktori pro adjuvantni radioterapii
(Gleasonovo skore 8-10, pT3, pozitivni chirurgicky okraj) a sérovou hladinou
Thymidinkinazy 1 (STK1) (pmol/l)
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Obrazek 10: Korelace mezi poctem rizikovych faktori pro adjuvantni radioterapii
(Gleasonovo skore 8-10, pT3, pozitivni chirurgicky okraj) a sérovou hladinou
Thymidinkinazy 1 (STK1) (pmol/l)
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Tabulka 6: Korelace mezi stagingem a hladinami sérové thymidinkinazy 1

Parametr TK1, pmol / I; median (SD; min — max) P-hodnota
GS <6 0,210 (0,250; 0,063-1,740) 0,098
GS7 0,204 (0,340; 0,062 — 1,780)

GS>8 0,127 (0,111; 0,062 — 0,490)

GS <6 0,210 (0,250; 0,063 — 1,740) 1,000
GS>7 0,193 (0,310; 0,062 — 1,780)

pT2 0,594 (0,862; 0,066-5,235) 0,989
pT3a 0,531 (1,121; 0,134-6,538)

pT3b 0,715 (0,467; 0,170-1,633)

pT2 0,594 (0,862; 0,066-5,235) 1,000
pT3a+ pT3b 0,535 (0,985; 0,134-6,538)

TK1 - sérova thymidinkinaza 1; SD — standard deviation (smérodatna odchylka);
GS - Gleasonovo skore

Tabulka 7: Korelace mezi rizikovymi faktory pro adjuvantni radioterapii

(GS 8-10, pT3, pozitivni chirurgicky okraj) a hladinami sérové thymidinkinazy 1

Rizikovy faktor | TK1, pmol / |; median (SD; min - max) P-hodnota
0 0,196 (0,342; 0,063-1,780) 0,021
1 0,265 (0,271; 0,063-1,278)

2 0,160 (0,124; 0,067-0,634)

3 0,084 (0,085; 0,062-0,243)

0 0,196 (0,342; 0,063-1,780) 0,579
1 nebo 2 nebo3 |0,191 (0,224; 0,062-1,278)

0 0,196 (0,342; 0,063-1,780) 0,792
2 nebo 3 0,195 (0,226; 0,063-1,278)

Onebo 1 0,210 (0,319; 0,063-1,780) 0,009
2 nebo 3 0,158 (0,122; 0,062-0,634)

TK1 - sérova thymidinkinaza 1; SD — standard deviation (smérodatna odchylka);
GS - Gleasonovo skore
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6.4 Studie 4 — stanoveni epitopu TK210

Stejn€ jako u TKI1 jsme i u thymidinkinazy epitopu TK210 prokézali zvySené hodnoty u
KP oproti zdravym kontroldm, konkrétné¢ 0,292 ng/mL vs. 0,246 ng/mL, p = 0,6109
(obrazek 11). Dle ROC analyzy byla diagnostické uc¢innost epitopu TK210 vypoctena jako
AUC 0,54 (specificita = 80,7 % a senzitivita = 32,7 %) (obrazek 12).
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Obrazek 11: Distribuce hodnot TK210 v souboru pacientii s karcinomem prostaty a u
zdravych kontrol
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Obrazek 12: Diagnosticka ucinnost TK210

AUC - plocha pod k¥ivkou
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7. Diskuse

Karcinom prostaty je velmi Casté onkologické onemocnéni, a proto na vyzkum novych
biomarkert klademe velky diraz. V tomto textu jsme zdlraznili nedavné pokroky a objevy

mezi biomarkery KP.

V poslednich letech bylo nalezeno nepieberné mnozstvi novych nadéjnych markeri KP. I
pres euforii vzniklou z téchto poznatkt je tieba podotknout, ze vétSina vystupii se zaklada

na relativné malych kohortach pacientl a na retrospektivnich studiich.

Naprosta vétSina soucasnych studii, predevSim ty zaméfujici se na predikci onemocnéni a
volbu pacientd k BP, nebere rovnéz do tuvahy vyrazny pokrok v zobrazovacich

vySetienich, pfedev§im multiparametrické magnetické rezonanci a PSMA-PET/CT.

Nové biomarkery napomahaji rozliSeni mezi agresivni a neagresivni formou KP a k
presnéjsi diagnostice klinicky vyznamného KP. Predpokladem pro zavedeni nového
markeru do klinické praxe bude kromé jeho efektivity pfedevSim finan¢ni naroc¢nost,

zohlednéni invazivity a replikovatelnost metody.

Vzhledem k heterogenité tohoto onemocnéni mohou studie o malém poctu pacientl
prinaset nepfesné zaveéry. Zaroven neexistuji ani prospektivni studie srovnavajici jednotlivé
biomarkery. Dalsi vyzkum by mél zohlednit finan¢ni zatéz novych biomarkeri a zda se
s jejich pomoci miizeme klinicky fidit, zvolit spravného pacienta k biopsii, respektive u
prognostickych biomarkert k dalsi 1€cb¢. Idealni marker neméme ani u aktivniho sledovani

nizkorizikovych KP.

V budoucnu se pravdépodobné setkame s vyuzitim vypoctu z vice markeri dohromady,
ptipadné dalSich klinickych dat, jak miizeme vidét 1 u biomarkert uvedenych vyse v textu.
Prospektivni multicentrické studie prokazaly uZzitecnost PHI, 4K a PCA3 skore ve sniZeni
po¢tu zbytecnych BP u muzii testovanych na PSA a vSechny tyto markery byly
doporu¢eny v EAU Guidelines.

Budoucnost biomarkerd je nutno chapat nejen ve zlepsSeni zachytu vSech stadii KP, ale
pfedev§im zéachytu signifikantniho, potencidlné Zivot ohroZujiciho onemocnéni a jeho
nasledné odpovidajici 1é¢by. Markery nam mohou napomoci v diagnostice a nasledné i

monitoraci lécby, jejiho nacasovani a zvySeni efektivity.
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Pro lepSimu uplatnéni novych biomarkertt KP jsou nutné dalsi studie, ale dostupné, vyse
citované publikace ukazuji slibné vysledky pro detekci onemocnéni i pro rozliSeni pacientli

s agresivnim a neagresivnim KP.

V ramci naseho vyzkumu jsme provedli reSersi aktudlné zkoumanych markert pro KP i
jina onkologickd onemocnéni a vybrali spektrum moznych molekul, které by bylo mozné
méfit z krevniho séra uzitim metody ELISA a komeréné dostupnych ELISA kiti.
Konkrétn¢ jsme zvolili annexin, SPINK-1, TIMP, chromogranin A, endoglin, mindin a
TK1. VSechny tyto markery se ukdzaly jako vhodné dopliikové markery pro KP
v predchozich studiich. Nejptesved¢ivejsi vysledky z vyse zminénych vykazoval mindin a

pfedevsim TKI.

Jako metodu volby jsme zvolili imunochemickou analyzu, konkrétné sendvicovou ELISA,
jako zastupce neizotopovych nekompetitivnich metod. Moderni imunoanalyzy jsou
jednoduché a plné¢ automatizované. Vykazuji vysokou citlivost, pfesnost a extrémné nizké
detek¢ni limity — viz kapitola 3. Onkomarkery jsou obecné zastoupeny v krevnim séru
v nizkych koncentracich, proto jsme pro jejich analyzu zvolili pravé tuto metodu. K méfeni
jsme vyuzili komeréné dostupné kity, viz kapitola 5.2 pro jejich spolehlivost a snadnou

detekei, respektive i replikovatelnost zvolené metody.

V prvni analyze jsme na zakladé¢ analyzy ROC posoudili diagnostickou ucinnost
biomarkeri ve vztahu ke KP. I pfes nadéjné vysledky ve studované literatufe se ve
sledovaném souboru pacientil signifikantni u¢innost u meéfenych markert (vSechny zvolené
krom mindinu) nepotvrdila, s vyjimkou TK1. Thymidinkinaza vykazovala naopak velmi
nadéjné vysledky s hodnotou AUC 0,79 — tedy novy biomarker by byl teoreticky schopen

spravné rozpoznat az 79 % pacientti s KP.

Hodnoty AUC pro ostatni biomarkery byly nizsi, a to od 0,51 pro endoglin 2 do 0,62 pro
TIMP-1, viz tabulka 4 v kapitole ¢.6. Nepodafilo se nam tedy zopakovat ptedchozi
experimenty. Nizké hodnoty AUC pro ostatni biomarkery mohou byt ddny nahodnym
vybérem pacienti s rizn¢ zavaznymi formami onemocnéni. Je tedy tfeba provést dalsi
studie s vétsim souborem pacientli k pfesnéjSimu posouzeni diagnostické ucinnosti
zvolenych biomarker. Vysledky analyzy TK1 jsme publikovali v zahrani¢nim

impaktovaném &asopise.'®
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Druh4 analyza se vé€novala stanoveni hodnot mindinu v obdobném souboru pacientti s KP.
Hladiny mindinu v krevnim séru byly signifikantn¢ snizeny u pacienti s KP oproti
zdravym kontroldm. Timto zadvérem jsme nepotvrdili n€které z predchozich studii, které

naopak prezentovaly zvysené hladiny mindinu u KP.!3- 140

Nase vysledky vsak souhlasi s publikovanou studii Wanga et al., zaméfenou na karcinom
kolorekta, plic, Zaludku, jicnu a prsu, kde byly hodnoty mindinu ve shod¢ s nasim nalezem
signifikantné& snizeny.'*! Autoti dale uvadéji vyznamnou roli regula¢niho proteinu EGR-1,

ktery ma zasadni vyznam v regulaci exprese mindinu na transkripcni trovni.

Obdobné vysledky byly navic publikovany i ptimo u KP skupinou Jokerse et al., kde se
autorim podaiilo prokézat snizené hodnoty u KP oproti BHP a pacientim po RP.!*? Autory
zméfené hodnoty diagnostické U€innosti mindinu (AUC = 0,760; P <0,0001) byly
srovnatelné s nasi analyzou (AUC = 0,705; P = 0,0007).

Zmgeifena hladina mindinu v séru nekorelovala s koncentraci PSA, byla vSak prokdzéana
souvislost s vékem pacienti (p = 0,014). Podobné jako u TK1 byl nalezen signifikantni
rozdil v koncentracich mindinu v zavislosti na stagingu dle TNM klasifikace. (p = 0,015 a
p = 0,019). Kompletni vysledky analyzy mindinu jsme publikovali v zahrani¢nim
impaktovaném ¢&asopise.'*® Nase vysledky poukazuji na mozné vyuziti mindinu jako
doplikového markeru KP, nicmén¢ obdobné jako u TKI1 je tfeba provést dalsi studie s

vetsim souborem pacientl k pfesnéjSimu posouzeni jeho diagnostické G€innosti.

V tieti analyze jsme srovnavali sérové hladiny TK1 u pacientd s KP, opétovné pomoci
metody ELISA s vyuzitim komeréné dostupného kitu. Podatilo se ndm ale rozsitit soubor
pacientt, respektive kontrol na 169, respektive 39 pacientii, a vtomto souboru dale

potvrdit a upiesnit predchozi vysledky pilotniho pokusu.

Prokéazali jsme vyznamné vysSi koncentrace TKI1 u pacientli neZ u kontrolni skupiny
(median 0,0116 pmol/l vs. 0,2890 pmol/l; p <0,001). Vysledky studie potvrzuji nasi

hypotézu, ze vyssi hodnoty TK1 souviseji s diagnézou KP.

Prezentované¢ vysledky jsou v souladu se studii autora Li et al., ktefi prokdzali
signifikantné vys§i koncentrace TK1 u pacientd s KP v porovnani s pacienty s BHP a

zdravymi jedinci.'** Koncentrace TK1 korelovaly rovnéz s GS, kdezto hodnoty PSA nikoli.
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Zadnou spojitost mezi koncentraci TK1 a celkovym PSA autofi nenalezli. Nase vysledky

rovnéz poukazuji na souvislost mezi koncentraci TK 1 a gradingu KP dle GS.

Lundgren et al. méfili hodnoty TK1 u 36 pacienti, kteti zemieli na KP a u 294 ndhodné
vybranych zdravych muzi. Autofi prokazali, Ze vysoka hladina TK1 muze piedpovidat

amrti v souvislosti s KP za 30 let.!®

Dalsi studie pod vedenim Jagarlamudiho srovnavala aktivitu TK1 v séru a jeho koncentraci
u pacientd s KP (n=47) s hodnotami u zdravych darci krve. Vysledky ukazaly, Ze
koncentrace TK1 1 jeji aktivita se vyznamné liSily mezi pacienty s KP a zdravymi

jedinci.'*?

V nasi studii jsme méfili hladinu TK1 u vyssiho poctu pacientli s KP nez v piedchozich
studiich. Na rozdil od ptfedchozich praci jsme zohlednili rovnéz rizikové faktory pro aRT
po RP (GS 8-10, pT3, pozitivni chirurgicky okraj). Tyto mohou byt cennou prediktivni
kombinaci parametrti s klinickym pfinosem. Mohli bychom tak pfesnéji informovat o
riziku nasledné RT po operaci. Nase vysledky potvrzuji, ze hladiny TK1 jsou vyznamné
vyssi u pacientlt s KP nez u zdravych kontrol. Hodnoty TK1 navic dle naSich vysledki
koreluji s hodnotami GS a fadou piedem definovanych rizikovych faktorii pro aRT. TK1 je

proto slibnym nadorovym markerem KP.

Limitaci této ¢asti nasi prace je, ze se nejedna o klinickou studii v pravém slova smyslu,
vychézeli jsme spiSe zudaji shromazdénych béhem bézné praxe, coz muze omezovat
spolehlivost vyvozenych zavéra. Zavéry jsme prezentovali v zahrani¢nim impaktovaném

periodiku. 46

Zavere€na, Ctvrta analyza, byla vénovana opét TK1, respektive stanoveni alternativniho
epitopu TK210. Dle dostupné literatury je pravdépodobné, ze stanoveni epitopu TK210
vykazuje vyssi specificitu oproti pouhému zméteni koncentrace TK1. Nase analyza vSak

tyto vysledky nepotvrdila.

Jagarlamudi et al. ve své praci uvadéji u TK210 hodnotu AUC = 0,67. Déle pak ve spojeni
s PHI dokonce hodnotu 0,78.*7 V na§em méfeni jsme stanovili pro TK210 vyrazné nizsi
hodnotu AUC = 0,54 a piedchozi vysledky nepotvrdili. Hodnoty PHI byly dostupné u
pacienti KP, ale ne u kontrolni skupiny. Rozdilné vysledky mohou souviset s rozdilnym

souborem pacientli v obou studiich.
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8. Zavér

I kdyz PSA pravdépodobné zlistane nejpouzivanéjSim nddorovym markerem KP 1 v blizké
budoucnosti, bude potieba i dalSich diagnostickych metod, at’ uz jednotlivych markeri a
jejich kombinaci, nomogramu ¢i zobrazovacich metod, zejména z divodu nedostatecné
senzitivity a specificity testu PSA. Potencidlni novy marker musi spliiovat n¢kolik kritérii,

mezi nimi naptiklad ndkladovou efektivitu nebo minimalni invazivitu pro pacienta.

V ramci naSeho vyzkumu jsme provedli reSersi aktudlné zkoumanych markeri KP i jinych
onkologickych onemocnéni a vybrali spektrum moznych markerd, které by bylo mozné
méfit z krevniho séra uzitim metody ELISA a komeréné dostupnych ELISA kitd.
Konkrétné jsme zvolili annexin, SPINK-1, TIMP, chromogranin A, endoglin, mindin a

TK1. NejptesveédCivejsi vysledky z vySe zminénych vykazoval mindin a predevsim TK1.

Moderni imunoanalytické metody jsou jednoduché, snadno proveditelné, relativné
financné dostupné a plné automatizovatelné. Vynikaji vysokou citlivosti a presnosti s
extrémné nizkymi detek¢nimi limity. To umoziiuje jejich vyuziti pro rutinni analyzy latek s

velmi nizkou koncentraci, napt. studovanych nadorovych markert.***

Néami studované molekuly, a pfedevs§im TK1, maji potencial vyrazné zlepsit diagnostiku
KP, samostatné¢ anebo v kombinaci s dal§imi markery. Nalezli jsme vyznamné rozdily v
hladiné¢ TK1 u pacientd s KP a dal$i progresi s vyssi agresivitou onemocnéni. Stanoveni

hladiny TK1 rovnéz dle naSich vysledkl uptesiuje predikci mozné adjuvantni RT po RP.

59



9. Souhrn

Karcinom prostaty (KP) je velmi casté onkologické onemocnéni. V poslednich letech bylo
nalezeno velké mnoZstvi novych, nad&nych markerd KP v séru, moci iv tkani. Nové
biomarkery napomahaji rozliSeni mezi agresivni a neagresivni formou KP a ptesnéjsi
diagnostice klinicky vyznamného KP. Piedpokladem pro zavedeni nového markeru do
klinické praxe je kromé jeho diagnostické piesnosti predevsim nizka financni a technicka
narocnost a minimalni invazivita metody. Pravé z téchto diivodu zistavaji nadéle nejvice
vyuzivanymi sérové onkomarkery KP, nejvice PSA. Budoucnost biomarkerii je nutno
chapat nejen ve zlepSeni zachytu vSech stadii KP, ale pfedevsim v zachytu signifikantniho,
potencialné zivot ohrozujicitho onemocnéni a jeho néasledné odpovidajici 1écbé. Markery
nam mohou napomoci Vv diagnostice a nasledné i monitoraci 1é¢by, jejtho nacasovani

a efektivity.

V ramci naSeho vyzkumu jsme se zaméfili na sérové molekuly s potencidlem v diagnostice
KP. Provedli jsme analyzy séra az u 169 pacienti a 39 zdravych kontrol u molekul
annexin, SPINK-1, TIMP, chromogranin A, endoglin, mindin a TK1. Nejptesvédcivejsi

vysledky z vySe zminénych vykazoval mindin a pfedevsim TK1.

Analyzu TK1 jsme dale rozsifili o epitop TK210, kde jsme nepotvrdili pfedchozi zavéry
zahrani¢nich studii. Naopak se vSak podafilo potvrdit vysledky analyzy TK1 na vétSim

souboru pacientl nez u zahrani¢nich pracich.

Na rozdil od jinych analyz jsme zohlednili rovnéz rizikové faktory pro adjuvantni
radioterapii (RT) po radikalni prostatektomii (GS 8-10, pT3, pozitivni chirurgicky okraj).
Tyto mohou byt cennou prediktivni kombinaci parametri s klinickym ptfinosem. Hodnoty
TK1 dle nasich vysledka koreluji s hodnotami GS 1 rizikovymi faktory pro adjuvantni RT.

TK1 je proto slibnym nadorovym markerem KP.
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10.Summary

Prostate cancer (PC) is one of the most diagnosed oncological diseases. In recent years, a
large number of promising new markers of PC have been found in serum, urine and tissue.
The new biomarkers help to distinguish between aggressive and non-aggressive forms of
PC and to diagnose clinically significant PC more accurately. The prerequisites for the
introduction of a new marker into clinical practice, besides its diagnostic accuracy, are
mainly the low financial and technical requirements and minimal invasiveness of the
method. It is for these reasons that serum oncomarkers of PC remain the most widely used,
most notably PSA. The future of biomarkers should be understood not only in improving
the detection of all stages of PC, but especially in the detection of significant, potentially
life-threatening disease and its subsequent appropriate treatment. Markers can help us in

the diagnosis and monitoring of treatment, its timing and effectiveness.

In our research, we focused on serum molecules with potential in the diagnosis of PC. We
analyzed serum samples from up to 169 patients and 39 healthy controls for annexin,
SPINK-1, TIMP, chromogranin A, endoglin, mindin and TK1. Mindin and especially TK1

showed the most convincing results among the above-mentioned molecules.

We further extended the analysis of TK1 to include the TK210 epitope, where we did not
confirm previous findings of foreign studies. On the other hand, we were able to confirm

the results of TK1 analysis in a larger cohort of patients than in the foreign studies.

Unlike other analyses, we also considered risk factors for adjuvant radiotherapy (RT) after
radical prostatectomy (GS 8-10, pT3, positive surgical margin). These may be a valuable
predictive combination of parameters with clinical benefit. According to our results, TK1
values correlate with GS values and risk factors for adjuvant RT. Therefore, TK1 is a

promising tumor marker of PC.
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Serum Thymidine Kinase 1 — Potential Prostate
Cancer Biomarker: A Clinical Study
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Abstract. Background/Aim: Serum thymidine kinase 1
(STK1) is a proliferation biomarker that has been used as a
diagnostic marker of several malignant diseases. However,
there are limited data for prostate cancer (PCa). Patients and
Methods: In this study, we retrospectively analysed serum
samples from 169 patients with biopsy confirmed PCa, who
had been indicated for radical prostatectomy (RP) between
2013-2016. The results were compared with those in serum
samples from 39 healthy men. We used commercially available
enzymatic immunoassay to determine the levels of STKI1. The
patients were divided into groups according to the Gleason
score (GS) and risk factors for adjuvant radiotherapy (aRT),
which were defined as GS 8-10, pT3, and a positive surgical
margin. Results: The median serum level of STKI in PCa
patients was 0.289 pmol/l. In the control group, the median
value was 0.0116 pmol/l (p<0.001). By comparing the patients
with GS<6 vs. 7 vs. 28 (p=0.01), we found statistically
significant differences. In the correlation of STKI1 values with
risk factors, we found statistically significant differences both
in comparison of 0 vs. 1 vs. 2 vs. 3 risk factors (p=0.021), as
well as <I vs. 2> risk factors (p=0.009). Conclusion: The
levels of STK1 are significantly higher in patients with PCa
than those in healthy controls. Furthermore, STK1 values
correlate with GS and predefined risk factors for aRT.
Therefore, STK1 can be considered as a potential tumour
marker of PCa diagnosis and risk stratification.

Correspondence to: Otakar Capoun, MD, Ph.D., General Faculty
Hospital, Ke Karlovu 6, 128 08, Prague, Czech Republic. Tel: +420
242967847, email: otakar.capoun@vfn.cz

Key Words: Prostate cancer, thymidine kinase 1, STK1, serum
biomarker.

Prostate cancer (PCa) is the second most common male
malignancy, accounting for 14% of all diagnosed cancer cases
with the incidence steadily growing (1). Currently, it is the third
most common cause of cancer mortality among men,
accounting for just over 10% of all cancer-related deaths (2).
The prostate-specific antigen (PSA) is currently the most
frequently used tumour marker in the early detection of PCa,
despite its low specificity and low negative predictive value
(3). False positives trigger unnecessary biopsies with a certain
rate of complications. Furthermore, PCa represents a wide
spectrum of diagnoses, ranging from clinically indolent to
aggressive, high-grade cancers. PSA-based screening leads to
overdiagnosis and overtreatment (4), escalating the overall cost
of treatment. New markers could lead to better differentiation
of significant cancer as well as improved monitoring of the
disease. Therefore, research for novel cost-effective serum and
urine diagnostic biomarkers with higher accuracy is needed.
Although almost one hundred potentially useful urine and
serum markers for PCa have been reported, none of these have
replaced PSA on its own or in a combination with other tumour
markers (3, 5, 6). One of the main cancer characteristics is
uncontrolled cell proliferation. Proliferative activity of cancer
cells correlates with the aggressiveness of the disease.
Predictive markers capable of measuring tumour-cell
proliferation are clinically valuable because they may improve
chances of early detection of tumour-related diseases, as well
as its monitoring during therapy (7). Serum thymidine kinase
1 (STK1) is a proliferation biomarker that has already been
used as a diagnostic marker for several malignant diseases (8).
STK1 is a cellular enzyme involved in the salvage
pathway of DNA precursor synthesis. It catalyses the
conversion of thymidine to deoxythymidine monophosphate,
which is further phosphorylated to deoxythymidine di- and
triphosphates prior incorporation into DNA (9).
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Table 1. The characteristics of the patients and healthy subjects.

Variable Patients=169 Controls=39 p-Value
STK1, pmol/l; mean (SD; min - max) 0.289 (0.289; 0.062-1.78) 0.012 (0.0742; 0.0625-0.364) <0.001
STK1 density, pmol/l/ml;
mean (SD; min - max) 0.825 (0.902; 0.066-6.538) X X
iPSA, ng; mean (SD; min - max) 9.522 (7.929; 1.770-68.75) X X
iPSA density, ng/ml;
mean (SD; min - max) 0.258 (0.208; 0.039-1.803) X X
Age, years; mean (SD; min - max) 64.928 (6.363; 40.9-79.1) 65.923 (5.441; 55-80) 0.475
Gleason score; n (%)

6 68 (40) X X

7 79 (47) X X

8 and more 22 (13) X X
Stage; n (%)

Localised (pT2) 110 (65) X X

Locally advanced 59 (35) X X
Surgical margin; n (%)

Positive 47 (28) X X

Negative 122 (72) X X

STK1: Serum thymidine kinase 1; iPSA: prostate-specific antigen at the time of diagnosis; SD: standard deviation.

The activity of STK1 is cell-cycle dependent and shows a
different pattern in normal proliferating cells compared with
tumour cells. In normal cells, STK1 activity reaches its peak
at late G1 phase/early S phase (10-20-fold increase) and is
dramatically reduced to undetectable levels by the end of M
phase (10, 11). However, STK1 activity may remain elevated
in G2 and M phases of the cell cycle in malignant cells (12),
most likely due to disordered regulation of transcription and
degradation. High levels of STKI have been observed in
proliferating and malignant cells (13, 14).

In our pilot study, we measured increased concentrations
of STK1 in patients with PCa (15). Our aim was to confirm
these results in a larger study. We believe that STK1 may
prove to be a cost-efficient and minimally invasive
diagnostic and monitoring tool for PCa.

Patients and Methods

Patient selection. We performed a retrospective analysis of
prospectively collected serum samples from 169 patients with PCa
scheduled for radical prostatectomy (RP) between 2013-2016. The
results were compared with those in the serum from 39 healthy male
volunteers, with an average age of 61 years, without relevant
urological or oncological medical history, with negative urine
bacterial culture and urine cytology, PSA level under 2 pg/l, and
negative digital rectal examination. The Institutional Ethics
Committee approved the study. All participants gave their written
informed consent.

Sample and data collection. Blood was collected from all patients
before RP after overnight fasting via puncture of the cubital vein.
The blood was then centrifuged for 10 min at 3,000 rpm (1,450 g)
and the serum was aliquoted, immediately frozen, and kept at —70°C
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until STK1 was analysed. Radical prostatectomy specimens were
examined by a specialized pathologist. Tumours were classified
according to the tumour, node and metastasis (TNM) classification
(16) and graded according to the Gleason score (GS) (17). Healthy
volunteers underwent the same blood sampling procedure.

Concentration measurements. For both groups, we measured the
STK1 marker level in the serum with the use of enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), utilizing a commercially available
immunoassay technique ELISA kit (LSBio, Inc, Seattle, WA, USA).

The analytical parameters of the kit were as follows: detection
limit 0.063 pmol/l and working range 0.063-4.0 pmol/I [intra-assay
coefficient of variation (CV)=5.3%/inter-assay CV=8.6%]. Serum
PSA levels were measured using the electrochemiluminescence
sandwich immunoassay on the Cobas 6000 analyser (Hitachi, High
Technology Corp., Tokyo, Japan).

For statistical analysis, the patients were divided into groups in
accordance with GS and risk factors for adjuvant radiotherapy
(aRT), which were defined as GS 8-10, pT3 or a positive surgical
margin.

Statistical analysis. Statistical data analysis was performed using
SAS software (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Basic statistical
data such as mean, standard deviation, variance, median,
interquartile range, minimum and maximum were calculated for the
measured parameters. For categorical variables, their absolute and
relative frequencies were examined. Nonparametric tests
(Wilcoxon's two-sample test and its generalised variant, the so-
called Kruskal-Wallis test) were used to compare the distributions
of the examined parameters between the tested groups. We tested
the age agreement between the examined groups using Two One
Sample Test. The relationships between the parameters were
investigated using the Spearman correlation coefficient and were
expressed graphically using linear regression. Statistical significance
was determined at alpha=5%.
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Figure 1. Levels of serum thymidine kinase 1 (STK1) (pmol/l) in patients with confirmed prostate cancer and healthy controls.
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Figure 2. Correlation between Gleason score and levels of serum thymidine kinase 1 (STK1) (pmol/l).

Results

The study included 169 patients with PCa aged between 40
and 79 years and 39 healthy subjects aged between 53 and
78 years. The characteristics of the patients and healthy
subjects are summarized in Table I.

The serum levels of STK1 in PCa patients were
significantly increased as compared to those in the control
group of healthy subjects. The median STK1 level detected
in PCa patients was 0.289 pmol/l [standard deviation
(SD)=0.289; min-max 0.062-1.78], whereas in the control
group was 0.012 pmol/l (SD=0.0742; min-max 0.063-0.364)
(»<0.001) (Figure 1, Table I).

When comparing patients with GS<6 vs. 7 vs. >8 (p=0.01)
(Figure 2, Table II), we found a statistically significant
difference, but not when comparing patients with GS<6 vs.

>7 (p=1.000). Staging did not show any significant difference
neither in the comparison of pT2 vs. pT3a vs. pT3b
(»=0.989), nor in the comparison of pT2 vs. pT3a+pT3b
(p=1.0) (Table II).

We found a statistically significant correlation of STK1
serum level with risk factors for aRT (GS 8-10, pT3, positive
surgical margin), p=0.021 (Figure 3). The lowest levels of
STK1 were found in patients with all three risk factors. The
difference between patients with no risk factors and to those
with at least one risk factor was not significant (p=0.579).
Statistically significantly lower levels of STK1 were found
when comparing patients with 0 or 1 and patients with 2 or
more risk factors (p=0.009) (Table III, Figure 4).

Correlations between STK1 and PSA density, PSA at the
time of diagnosis, prostate health index (PHI), and prostate size
measured by TRUS were not statistically significantly different.
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Figure 3. Correlation between number of risk factors for adjuvant radiotherapy (Gleason score 8-10, pT3, positive surgical margin) and levels of

serum thymidine kinase 1 (STK1) (pmol/l).

Table II. Correlation between staging and levels of STKI.

Parameter STK1, pmol/l; median p-Value
(SD; min-max)

GS<6 0.21 (0.25; 0.063-1.74) 0.098

GS7 0.204 (0.34; 0.062-1.78

GS>8 0.127 (0.111; 0.062-0.49)

GS<6 0.21 (0.25; 0.063-1.74) 1.0

GS>7 0.193 (0.31; 0.062-1.78)

pT2 0.594 (0.862; 0.066-5.235) 0.989

pT3a 0.531 (1.121; 0.134-6.538)

pT3b 0.715 (0.467; 0.17-1.633)

pT2 0.594 (0.862; 0.066-5.235) 1
pT3a+pT3b 0.535 (0.985; 0.134-6.538)

STK1: Serum thymidine kinase 1; SD: standard deviation; GS: Gleason
score.

Discussion

We compared serum levels of STK1 in patients with PCa and
healthy controls using an enzyme immunoassay method
utilising a commercially available kit. We showed that serum
levels of STK1 in patients with PCa were significantly
higher (median 0.289 pmol/l) than those in the control group
(median 0.0116 pmol/l).

While PSA will likely remain the most widely used
prostate tumour marker in the near future, the need for other
diagnostic methods, either on their own or in combination
with other tumour markers, is becoming more and more
urgent, in particular because of the sensitivity and specificity
of the PSA test. The potential new marker must fulfil several
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Table 1II. Correlation between risk factors for adjuvant radiotherapy
(GS 8-10, pT3, positive surgical margin) and levels of STKI.

Risk factors STK1, pmol/l; p-Value
median (SD; min-max)

0 0.196 (0.342; 0.063-1.78) 0.0211
1 0.265 (0.271; 0.063-1.278)

2 0.16 (0.124; 0.067-0.634)

3 0.084 (0.085; 0.062-0.243)

0 0.196 (0.342; 0.063-1.78) 0.579
lor2or3 0.191 (0.224; 0.062-1.278)

0 0.196 (0.342; 0.063-1.78) 0.792
2or3 0.195 (0.226; 0.063-1.278)

Oorl 0.21 (0.319; 0.063-1.78) 0.009
2or3 0.158 (0.122; 0.062-0.634)

STK1: Serum thymidine kinase 1; GS: Gleason score.

requirements such as cost efficiency, minimal invasiveness
and repeatability (18).

The results of our study confirm our hypothesis that higher
STK1 level is associated with the diagnosis of PCa. The
presented results are in accord with the study of Li ez al. (19),
who demonstrated that STK1 concentration and total PSA were
significantly higher in patients with PCa, as compared to
patients with benign prostatic hyperplasia (BPH) and healthy
individuals [n=123, median 2.5 pmol/l (SD 2.0; min-max 0.2-
14.7)]. Furthermore, STK1 concentration was associated with
GS, whereas total PSA was not. However, no association was
identified between STK1 concentration and total serum PSA.
Li et al. also indicated the difficulty in differentiating BPH from
PCa, i.e., supporting our aim for the identification of markers
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Figure 4. Correlation between number of risk factors for adjuvant radiotherapy (Gleason score 8-10, pT3, positive surgical margin) and levels of

serum thymidine kinase 1 (STK1) (pmol/l).

to be used in a combination with other molecules. Our results
also show the association of STK1 concentrations with the
grading of the disease according to GS.

Lundgren et al. (20) measured STK1 in 36 patients, who
died of PCa [median 0.30 ng/ml (min-max 0.21-0.41)], and
in 294 randomly selected healthy men, and showed that high
levels of STK1 can predict PCa-related death in 30 years.
Another study by Jagarlamudi er al. (8) compared STKa
(serum thymidine kinase activity) and concentration of STK1
in patients with PCa (n=47) to those of healthy blood donors.
The results demonstrated that STKa and STK1 concentration
differed significantly between patients with PCa and healthy
individuals.

In this study, we measured the levels of STK1 in a higher
number of patients with PCa than in previous studies. In
addition, unlike others, we added risk factors for aRT after
RP (GS 8-10, pT3, positive surgical margin), which may
prove as a useful predictive combination of parameters with
clinical benefits. Our results confirm that STK1 levels are
significantly higher in patients with PCa than in healthy
controls. Furthermore, STK1 values correlate with the
tumour GS and a number of predefined risk factors for aRT.
Therefore, STK1 is a promising tumour marker for PCa. It
is important to note that the current study was not a clinical
trial following specific criteria, rather, it was based on data
collected during routine clinical practice. This may limit the
reliability of the conclusions drawn.

In the future, we plan to examine a panel of serum and
urine biomarkers which could function as a reliable guidance
for PCa diagnosis with higher sensitivity and specificity than
PSA. In turn, the number of unnecessary prostate biopsies,
which are both invasive and pose significant risks for the
patients, will be reduced.
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SUMMARY

Background: Thymidine kinase-1 (TK-1) is associated with proliferation and malignancy and has been extensively
studied as a diagnostic biomarker for a variety of tumors, but there are limited data for prostate cancer.

Methods: TK-1 concentrations in serum were measured in 59 patients with prostate cancer (mean age 68 years) and
in the control group of 28 healthy men (mean age 63 years) using commercially available enzymatic immuno-assay
(LSBio, Inc., Seattle, WA, USA). The patients were divided with respect to the severity of the disease into two
groups according to the European Association of Urology (EAU) guidelines (Stage 1, 2 - less severe tumors, stage
3 - severe tumors).

Results: Serum thymidine kinase-1 concentrations were significantly elevated in the group of the patients with
prostate cancer compared to the healthy individuals (0.204 pmol/L vs. 0.072 pmol/L, with p < 0.0001). Diagnostic
efficiency of serum TK-1 concentrations was 0.792 with the specificity of 53.6% and sensitivity of 94.9%. Patients
with less severe tumors (Stage 1, 2) and severe tumors (Stage 3) had significantly increased levels of TK-1 as well (p <
0.0001). Combination of TK-1 and PSA investigation in patients with PCa improve the diagnostic validity of TK-1
(AUC =0.87).

Conclusions: Concentrations of thymidine kinase 1 are increased in all patients with prostate cancer and even
more in patients with severe prostate cancer. Thymidine kinase 1 appears to be a promising additional diagnostic
marker promising in patients with prostate cancer.

(Clin. Lab. 2020;66:1045-1049. DOI: 10.7754/Clin.Lab.2019.191026)
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150 06 Prague 5 Prostate cancer (PCa) is one the most frequent malig-

Czech Republic nancy of men and the third most common cause of

Email:  kotaska@email.cz death in Czech Republic men [1]. Currently, prostate-
specific antigen (PSA) is the most widely used conven-
tional serum marker including serum free PSA and
fPSA/tPSA ratio. PSA velocity, PSA density, [-2] pro-
PSA, and prostate health index (PHI) improve specifici-
ty, but values of these biomarkers might be affected by
many processes [1,2]. Despite all of these markers,
100% conclusively precise diagnostic test for PCa has

Manuscript accepted November 27, 2019 not yet been introduced. Thymidine kinase is an en-
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zyme, a phosphotransferase (a kinase): 2'-deoxythymi-
dine kinase, ATP-thymidine 5'-phosphotransferase. It is
present in two forms in mammalian cells, TK-1 and
TK-2. Two human TK genes encode two isoenzymes.
The first form, TK-1, is located on chromosome 17q-
25.3. TK-1 is present in the cytoplasm of cells and TK-1
is dependent on cell cycle. The second form is mito-
chondrial enzyme TK-2. This form is located on chro-
mosome 16q21 and is cell cycle-independent [3,4]. TK-1
has been extensively studied as a diagnostic biomark-er
for a variety of cancer types, because TK-1 is the bio-
marker of proliferation and is involved in the pathway of
DNA precursor synthesis [5-7]. TK-1 has been ex-
pressed in proliferating and malignant cells [6,8]. Ele-
vated TK-1 activities or concentrations have been found
in many tumors including gastric, ovary, cervical,
esophageal, lung, prostate, and breast cancers [9].

The aim of our study was to investigate serum levels of
TK-1 as a potential diagnostic biomarker in patients
with prostate cancer.

MATERIALS AND METHODS

The serum samples of patients with prostate cancer
were obtained in the morning before prostatectomy. The
cancer diagnosis was performed by histological exami-
nation of tumor specimens obtained by prostate resec-
tion. The samples of patients and healthy individuals
were aliquoted and frozen immediately and kept at -
70°C until TK-1 was analyzed. Serum concentrations of
TK-1 were measured in 59 patients (mean age 68, range
45 - 82 years) with prostate cancer, and the con-trol
group consisting of 28 healthy men (mean age 63 years,
range 54 - 78 years) with non-malignant etiology of the
disease including benign prostate hyperplasia. All
subjects were informed about the project and signed an
informed consent. The characteristics of the patients and
healthy subjects are summarized in Table 1. Serum TK-1
levels were assayed using a commercially available
immunoassay ELISA kit (LSBio, Inc., Seattle, WA,
USA). The analytical parameters of the kit were: detec-
tion limit 0.063 pmol/L and working range 0.063 -4.0
pmol/L (intra-assay CV = 5.3%/inter-assay CV =
8.6%). Serum PSA levels were assayed using the elec-
trochemiluminescence sandwich immunoassay on the
Cobas 6000 analyzer (Hitachi, High Technology
Corp., Tokyo, Japan). The patients were previously
clinically investigated and classified according the
TNM classification [3]. For further investigation, the
patients were divided into two groups according to the
severity of the disease. The first group consisted of pa-
tients with less severe tumors (Stage 1 and 2), and the
second group consisted of patients with severe tumors
(Stage 3).

Statistical analysis
The differences between the subgroups were tested for
the statistical significance by the nonparametric Mann-
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Whitney test. A value of p < 0.005 was considered sta-
tistically significant. Receiving operating curve (ROC)
analysis was used to examine the diagnostic efficiency.
Analysis of variance was used to evaluate the correla-
tion of TK-1 levels with age and PSA levels. The statis-
tical software MedCalc version: 18.02.01 (Ostende,
Belgium) was used for the statistical analysis.

RESULTS

The serum levels of thymidine kinase-1 in patients with
prostate cancer were significantly increased compared
with the control group of healthy men (median = 0.204
pmol/L vs. median = 0.072 pmol/L, p < 0.0001, Mann-
Whitney test, Figure 1). Diagnostic efficiency of serum
TK-1 expressed as AUC calculated from the ROC anal-
ysis was 0.792 (specificity = 53.6% and sensitivity =
94.9%) (Figure 2). The serum levels of TK-1 in patients
with pT1, 2 and pT3 stages were significantly increased
compared with the control group (p < 0.0001 and p =
0.0026, respectively, one-way analysis of variance)
(Figure 3). The AUC for the combination of TK-1 and
PSA is higher than those for the individual TK-1 (AUC =
0.87 vs. AUC =0.79, p =0.19) (Figure 4).

DISCUSSION

The results of the pilot study confirmed the relevant role
of TK-1 in the prostate cancer diagnosis.

We proved that the serum levels of TK-1 were signifi-
cantly increased in the patients with prostate cancer
compared with the healthy individuals. These results
correlate with results of other studies [6,8]. These find-
ings correlated with the results previously published in
study of Jagarlamundi et al. [6] with AUC = 0.88, sensi-
tivity = 0.64, and specificity = 0.96. The presented
study showed very good diagnostic efficiency of serum
TK-1 values (AUC = 0.79, with specificity 54% and
sensitivity 95%). The differences in AUC found in our
study and in study of Jagarlamundi et al. are not signifi-
cant (p = 0.14).

These results show that investigation of serum TK-1
levels indicate that the determination of TK-1 concen-
tration in serum might be a useful test even for the
screening of individuals for prostate cancer risk. Recent
publications mentioned the investigation of catalytic ac-
tivity of TK-1 with respect to the tumor proliferation
and progression; nevertheless, the diagnostic power of
the TK-1 concentration seems to be higher than for the
TK-1 catalytic activity. TK-1 concentrations show
greater sensitivity for the solid tumors and show more
consistent TK-1 values in different disease types [7].
We found significant differences between serum TK-1
concentrations in control group of healthy individuals
and patients according to the pT1 and 2, and pT3 clini-
cal stages (p < 0.0001 and p = 0.0026, respectively).
These results correlate with the fact, that TK-1 expres-
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Table 1. Characteristics of patients and healthy subjects.

Control group (n = 28) Patients (n = 59) p-value

Mean age (range) 64 (55 -78) 68 (45 - 82) -
S-TK-1 (pmol/L) 0.072 (0.063 - 0.364) 0.204 (0.063 - 1.40) <0.0001
PSA (ng/L) 1.25 (0.29 - 2.34) 7.32 (3.02 - 19.27) <0.0001

Age expressed as mean (min - max); concentrations S-Thymidine kinase-1 and PSA are expressed as median (min - max), p-value is calculated

with the Mann-Whitney test.
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Figure 1. Serum TK-1 levels in healthy individuals and patients with prostate cancer (pmol/L).

Results are expressed as box-and-whisker plots with medians (IQR, 25th - 75th percentiles).
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Figure 2. Diagnostic efficiency of TK-1.
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Figure 3. Serum TK-1 levels in patients with less severe and severe prostate cancer tumors.

Results are expressed as box-and-whisker plots with medians (IQR, 25th - 75th percentiles).
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Figure 4. The diagnostic performance of TK-1 and PSA in patients with CaP.
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sion is mostly associated with tumor proliferation. Re-
cent publications also show the association of TK-1
concentrations with the grading of the disease according
to the Gleason score (GS). We found significant differ-
ences between control group of healthy individuals and
patients with GS =5+ 6 and GS =7 (p = 0.002 and p <
0.0001, respectively) as well. The results of our study
were consistent with those published by Jagarlamudi et
al. and Li et al. [6,8], which demonstrated that TK-1
levels correlate with the Gleason score. We also found
that serum TK-1 levels are not significantly associated
with PSA levels and age (p = 0.41, analysis of vari-
ance). We also confirmed that the AUC for the
combination of TK-1 and PSA is higher than for the
individual TK-1 (AUC = 0.87 vs. AUC = 0.79, p =
0.19). This finding lead to the opinion, that the combi-
nation of S-TK-1 and PSA investigation in patients with
PCa improved the diagnostic validity of TK-1.

We also investigated other possible prostate cancer bio-
markers (endoglin, TIMP-1, SPINK-1, chromogranin A
and annexin A3), but none of them showed significant
diagnostic power compared to TK-1 (AUC varied from
0.51 to 0.62). Our previous study confirmed that inves-
tigation of mindin levels in serum seems to be relevant
for the diagnosis of prostate cancer. The concentrations
of mindin in patients with prostate cancer are signifi-
cantly decreased compared with the control group with
AUC = 0.70 and are also correlated with the Gleason
score and the staging of the cancer [10].

The presented study is just a pilot study, and our results
need to be confirmed with a larger number of samples. It
is important to emphasize, that TK-1 concentrations are
assay dependent.

CONCLUSION

Concentrations of thymidine kinase-1 in serum are in-
creased in patients with prostate cancer. They are not
significantly related to the age and PSA levels. TK-1
appears to be a promising additional diagnostic marker
useful in the diagnosis of prostate cancer.
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Short Communication
Kratko saop{tenje

DIAGNOSTIC BENEFITS OF MINDIN AS A PROSTATE CANCER BIOMARKER
DIJAGNOSTIMKE PREDNOSTI MINDINA KAO BIOMARKERA RAKA PROSTATE

Lenka Hanouskovd?®, Jakub Rezd~?, [tépdn Vesely?, Richard Prafa?, Karel Kota{ka?l

lDepartment of Medical Chemistry and Clinical Biochemistry, Charles University, Second Faculty of Medicine
and University Hospital Motol, Prague, Czech Republic
2Department of Urology, Charles University Second Faculty of Medicine and University Hospital Motol, Prague,
Czech Republic

Summary

Background: It has been shown that decreased expression
and activity of extracellular matrix protein mindin correlate
with various types of cancers including breast, colon and
lung cancers. The aim of the presented study was to
investigate the serum mindin levels in prostate cancer.
Methods: Mindin concentrations in serum were measured
in 56 patients with prostate cancer (mean age 68 years)
and in control group of 29 healthy men (mean age 64
years) using commercially available enzymatic immuno-
assay (Cusabio, WuHan, China). The patients were divided
with respect to the severity of the disease into two groups
according to the EAU guidelines (stage 1, 2 — less severe
tumours, stage 3, 4 — severe tumours).

Results: Serum mindin concentrations were significantly
elevated in the group of healthy individuals unlike in the
patients with prostate cancer (2.12 ng/mL vs 0.78 ng/mL,
with P=0.0007, AUC=0.705). Patients with less severe
tumours (stage 1, 2) and severe tumours (stage 3, 4) had
significantly decreased levels of S-mindin as well
(P=0.0037), although the difference in serum mindin
concentrations between the patients with less severe and
severe tumours was not significant.

Conclusions: Concentrations of mindin were decreased in
patients with prostate cancer and reduced in patients with
less severe prostate cancer as well. Mindin appears to be a
promising diagnostic marker useful in the diagnosis of
prostate cancer.
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Kratak sadr’aj

Uvod: Pokazalo se da je smanjena ekspresija i aktivnost
ekstracelularnog proteinskog matriksa mindina korelira sa
razli~itim tipovima raka, uklju~uju}i rak dojke, debelog creva
i plula. Cilj prikazane studije je bio da se ispita serumski
nivo mindina kod karcinoma prostate.

Metode: Koncentracije mindina u serumu su merene kod
56 bolesnika sa karcinomom prostate (srednja starost 68
godina) i u kontrolnoj grupi od 29 zdravih mu{karaca
(srednja starost 64 godine) kori{}enjem komercijalno
dostupnog enzimskog testa (Cusabio, VuHan, Kina).
Pacijenti su prema te'ini bolesti podeljeni u dve grupe
prema EAU smernicama (faza 1, 2 — manje te{ki tumori,
faza 3, 4 — te{ki tumori).

Rezultati: Koncentracije serumskog mindina bile su
zna~ajno povi{ene u grupi zdravih pojedinaca, za razliku od
pacijenata sa rakom prostate (2,12 ng/mL u odnosu na
0,78 ng/mL, sa P=0,0007, AUC=0,705). Pacijenti sa
manje ozbiljnim tumorima (faza 1, 2) i te{kim tumorima
(faza 3, 4) imali su i zna~ajno sni‘ene nivoe S-mindina
(P=0,0037), iako razlika u koncentracijama mindina u
serumu izme u pacijenata sa manje te{kim i ozbiljnim
tumori nije bila zna~ajna.

Zaklju~ak: Koncentracije mindina su smanjene kod pacije-
nata sa rakom prostate, a smanjene su i kod pacijenata sa
manje te{kim oblikom raka prostate. lzgleda da je mindin
obelavaju}li dijagnosti~ki marker i da je koristan u dijagno-
stici raka prostate.

Klju~ne re~i: mindin, rak prostate, biomarker

List of abbreviations: AUC, Area under the curve; CV,

Coefficient of variation; EAU, European Association of
Urology; ELISA, Enzyme-linked immunosorbent assay; IQR,
interquartile range; Pca, prostate carcinoma; PHI, prostate
health index; PSA, Prostate-specific antigen; PSADT, Prostate-
specific antigen doubling time; ROC, Receiver operating
characteristics.
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Introduction

Prostate cancer (PCa) is one the most frequently
diagnosed tumours of men and the third most
common cause of cancer death of Czech men (1).
Currently, the only biomarker in wide clinical use for
the diagnosis and prognosis of prostate cancer is the
prostate-specific antigen (PSA). Other markers useful
for the diagnostics of prostate cancer are free PSA
and Free/Total PSA ratio, complexed PSA, pro PSA -
2proPSA and Prostate Health Index (PHI). Total PSA,
% fPSA, f/tPSA, and other PSA derivatives, PSAD,
PSA velocity, PSADT, age-specific PSA do not
decrease the number of unnecessary biopsies per-
formed for diagnostic purposes. Despite all of these
markers, a 100% conclusively precise diagnostic test
for PCa has not been introduced yet (2).

PSA can be detected in the serum of a blood
sample and is considered to be currently the most
useful tumour marker (3). PSA can be used for
prostate cancer screening and monitoring of the
response to the treatment. PSA seems to be useful for
the detection of prostate cancer of the men whose
total PSA concentration in the 4-10 mg/L range (4).
Investigation of the serum PSA levels does not have a
direct correlation with increasing grade and stage of
prostate cancer (5). 20 % of patients have PSA levels
less than 4 mg/L, 25 % of the patients have PSA levels
in the interval of 4—10 mg/L. Moreover, some aggres-
sive forms of prostate cancer can be PSA negative
(6). Due to the limitations of PSA as a biomarker,
there is still a need for new biomarkers that can be
used as prognostic indicators of prostate cancer for
effective differentiation between indolent and aggres-
sive disease (7).

Mindin, also called spondin 2, is an extracellular
matrix protein which is encoded by the SPO2 gene
located in the chromosome 4p16.3. Spondin 2
belongs to the F-spondin family of secreted extracel-
lular matrix proteins. The members of F-spondin fam-
ily have three domains: FS1 (for F-spondin), FS, and
thrombospondin type 1 repeats. Mindin exerts a
broad spectrum of effects on the innate immune sys-
tem and its role in cancer is currently investigated (8).
Recently, mindin is mentioned as a candidate bio-
marker for prostate cancer diagnosis (9).

The study aimed to investigate serum levels of
mindin as a potential diagnostic biomarker in patients
with prostate cancer.

Materials and Methods

Serum samples of patients with prostate cancer
were obtained in the morning before prostatectomy.
The cancer diagnosis was performed by histological
examination of tumour specimens obtained by pro-
state resection. The samples of patients and healthy
individuals were frozen immediately, aliquoted and

kept at -70 °C until mindin was analyzed. Serum
concentrations of mindin were measured in 56
patients (mean age 68 years, range 45—-82 years) with
prostate cancer, and in the control group consisting of
29 healthy men (mean age 64 years, range 55-78
years). Informed consent was obtained for all of the
individuals included in the study. The characteristics
of the patients and healthy subjects are summarized
in Table I.

Serum mindin levels were assayed using com-
mercially available immunoassay technique ELISA kit
(Cusabio, WuHan, China). The analytic characteristics
of the diagnostic kit were as follows: detection limit
0.78 ng/mL and working range 3.12-200 ng/mL,
with a mean coefficient of variation (CV)=11%. The
patients were previously clinically investigated and
classified according to the European Association of
Urology (EAU) guidelines (10). For further investiga-
tion, the patients were divided into two groups
according to the severity of the disease. The first
group consisted of patients with less severe tumours
(stages 1 and 2), the second group consisted of
patients with severe tumours (stages 3 and 4).

Results

Differences between subgroups were tested for
statistical significance by the nonparametric Mann-
Whitney test. The value of P<0.005 was considered
statistically significant. Receiving operation analysis
(ROC) was used to investigate the diagnostic
efficiency. The analysis of variance was used to
evaluate the relationship of mindin levels with the age
and PSA levels. Statistical software MedCalc version:
18.02.01 (Ostende, Belgium) was used for statistical
analysis.

Serum levels of mindin in patients with prostate
cancer were significantly decreased in the control
group expressed as medians (2.12 ng/mL vs 0.78
ng/ml, P=0.0007, Mann-Whitney test, Figure 1).
Diagnostic efficiency of serum mindin expressed as
AUC calculated from the ROC analysis was 0.705
(specificity=73 % and sensitivity=64 %) (Figure 2).
Serum levels of mindin in patients with less severe
tumours (stages 1 and 2) and severe tumours (stages
3 and 4) were significantly decreased compared with
the control group as well. (P=0.0037, One-way
analysis of variance, Figure 3).

Discussion

The results of the pilot study confirm the
relevant role of mindin in the prostate cancer
diagnosis. We proved that the serum levels of mindin
were significantly decreased in patients with prostate
cancer compared with healthy individuals. These
results differ from the results of other studies showing
elevated mindin levels in patients with prostate cancer
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Figure 1 Serum mindin levels in healthy individuals and
patients with prostate cancer.

Results are expressed as Box-and-whisker plots with medians (IQR
25. — 75. percentile).
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Figure 2 Diagnostic efficiency of mindin.

(11, 12, 14). Presented results are in concordance
with the study of Wang et al. (8) showing significantly
decreased serum mindin in tumour lesions of patients
compared with adjacent control tissues by colon,
lung, gastric, oesophageal, and breast cancer. Wang
et al. (8) mentioned an important role of EGR-1,
which directly regulates mindin expression at the
transcriptional level, and this regulates both mindin
mMRNA and protein expression in vitro to further
define EGR-1 mediated regulation of mindin expres-
sion. The relationship between EGR-1 expression and
prostate cancer was previously mentioned. Gregg et
al. showed that EGR-1 is downregulated in patients
with prostate carcinoma according to their clinical
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Figure 3 Serum mindin levels in patients with less severe and
severe prostate cancer tumours.

Results are expressed as Box-and-whisker plots with medians (IQR
25. - 75. percentile)

Stage 1, 2 — patients with less severe tumours

Stage 3, 4 — patients with severe tumours

considerations (18 of 20 patients in pT2 and pT3
clinical stages showed normal or downregulated
EGR-1 expression) (12). Contrary to the previously
mentioned reports of Wang et al. (8) and Gregg et al.
(12), studies of other authors showed that in patients
with prostate cancer EGR-1 stimulates tumour cell
growth and its expression level increases with the
degree of malignancy (11, 13). This seems to be
specific to the prostate tumour cells because, in
mammary and lung tumours as well as most normal
tissues, EGR-1 expression is low. This contradictory
findings regarding EGR-1 expression confirmed the
bivalent role of EGR-1 either as a tumour suppressor
or oncogene with respect to EGR-1 regulation and
the degree of the malignancy.

Our results show good diagnostic sensitivity of
mindin with AUC of 0.705. We prove that serum
mindin levels are not dependent on the PSA levels,
and the age (P=0.42, analysis of variance). The
serum levels of mindin differ in patients with prostate
cancer. We found significant differences between
serum mindin concentrations related to the staging of
cancer. The patients with less severe tumours
belonging to stages 1 and 2 had lower serum mindin
level than patients with severe tumours stages 3 and
4 as shown in Figure 3. These results correlate with
the results found in other cancer types presented by
Wang et al., (8) who presented decreased levels in
patients with less severe tumours belonging to stages
1 and 2. In our study, the difference between patients
in stages 1 and 2 and 3 and 4 is not significant.

The presented study is a pilot study, and thus the
results need to be confirmed on a large number of
samples. Various enzymatic immunoassays used for
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mindin evaluation show discrepant results, as
indicated in the presented study and the study of
Wang et al. (8) with similar results, which are different
from the study of Luccarelli et al. (14). This finding
seems to indicate that the concentrations of mindin in
patients with prostate cancer are assay dependent.

The concentration of mindin is decreased in
patients with prostate cancer. Mindin concentration is
not related to the age and PSA levels. Mindin appears
to be a promising diagnostic marker useful in the
diagnosis of prostate cancer.
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