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Nové biomarkery jako parametry pro predikci signifikantniho
karcinomu prostaty v biopsii a recidivy onemocnéni po radikalni

1é¢bé

Abstrakt

Karcinom prostaty je jednim znej€astéji diagnostikovanych onkologickych
onemocnéni. Onkomarkery, v Cele s prostatickym specifickym antigenem (PSA),
vyrazné zptesnily diagnostiku i sledovani pacientli s timto onemocnénim. Ani PSA
vSak neni idealni molekulou a jeho omezeni oteviraji dvefe dalSimu vyzkumu a
snaze o objeveni onkomarkeru s vyss$i specificitou a senzitivitou k signifikantnimu
karcinomu prostaty. Cilem této prace je podat ptehled aktuilné vyuZzivanych i
budoucich onkomarkert a dale také prezentace naSich dat z nékolik let trvajiciho
zakladniho vyzkumu v této oblasti. Jednd se o vysledky imunochemickych analyz
annexinu, SPINK-1, TIMP, chromograninu A, endoglinu, mindinu a ptfedev§im

rozsahlé analyzy thymidinkinazy 1.
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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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1. UVOD

Karcinom prostaty (KP) je jednim znejcastéji diagnostikovanych malignich
onemocnéni. Aktudlné ptedstavuje piiblizné 15 % vSech diagnostikovanych tumort
a jeho incidence nadale vzrista.! I pfes vyrazné pokroky v 1é¢bé zlistava v Evropé
tfeti nejcast&jsi pii¢inou tmrtnosti na nadorové onemocnéni u muzi.? Ve Spojenych
staitech se dokonce v incidenci fadi u muzi na prvni misto mezi vSemi
onkologickymi onemocnénimi s témet 180 tisici novymi piipady roné a umrtnosti

32 tisic ro¢né.’

Zakladem diagnostiky KP je vySetfeni per rektum (digital rectal exam — DRE). 1
presto, ze se vétSina KP vyskytuje v periferni zoné prostaty, vede toto vySetieni
samotné k diagnoze pouze pfiblizné v 18 % piipadid.* Zlom v diagnostice
predstavoval rok 1970 a objeveni glykoproteinového enzymu prostatického
specifického antigenu (PSA). Definitivni diagnéza se odviji od histopatologického
vysledku biopsie prostaty (BP).

Zavedeni PSA mezi screeningova vySetfeni vedlo k vyznamnému vzestupu zachytu
KP v Casnych stadiich a prodlouzeni celkového pteziti pacientii. Samotné PSA ma
vSak jako onkomarker fadu uskali. Jedn4 se o organ specificky marker, neni vSak

tumor specificky, a proto mize byt zvySen i1 u benigni hyperplazie prostaty (BHP),

Dal§im problémem vyuziti PSA v Siroké praxi je Casty ndlez indolentniho, tj.
nerizikového, onemocnéni.8 Piedpoklada se, Ze v soucasné dob¢ diagnostikujeme
23-42 % pripadit KP pred¢asné. Mnohdy dokonce i zcela zbytecné u pacientd,
kterym by neléceny KP ani nezkratil Zivot, ani nezhorsil jeho kvalitu. Recentné tak
vznikl novy epidemiologicky termin tzv. nadbyte¢na diagndéza (overdiagnosis). Ta
muZe pak vést k tzv. nadbytecné 1€€be (overtreatment) — 1€¢bé 1 u pacientll, které by
jejich nesignifikantni KP nijak neohrozil, a naopak by profitovali z prostého
sledovani bez nezadoucich ucinkt, at’ jiz pooperacnich, poradiac¢nich, ¢i socio—

ekonomickych.



Vzhledem k heterogenit¢ KP od indolentniho onemocnéni az po agresivni
metastazujici formy vznikd prostor pro novy onkomarker, ktery by pomohl lépe
odliSit nizkorizikové pacienty profitujici ze sledovani od pacienti vyzadujicich
radikalni 1é€bu. Takovy onkomarker by mél odhalovat KP s vyssi sensitivitou 1
specificitou, predikovat agresivitu onemocnéni a v neposledni fadé by mél byt levny
a laboratorn€ snadno proveditelny. Vzhledem k Cetnosti KP probihd v poslednich

desetiletich nepieberné mnozstvi studii hledajicich tento ,,idealni* onkomarker.

Ptredkladana disertacni prace je zaméfena na nové potencialni markery KP a na
vyuziti imunoanalytickych metod, konkrétné sendvicového enzymové véazaného
imunosorbentniho testu (enzyme—linked immuno sorbent assay — ELISA). Ackoli je
dnes zndma asi stovka potencidlnich sérovych a mocovych markert KP, zddnému

z nich se dosud nepodafilo nahradit PSA.’

V ramci naseho vyzkumu jsme provedli reSersi aktudlné zkoumanych markeri KP 1
jinych onkologickych onemocnéni a vybrali spektrum moznych markert, které by
bylo mozné méfit z krevniho séra uzitim metody ELISA a komer¢né dostupnych
ELISA kith. Konkrétn€ jsme zvolili annexin, serin proteazovy inhibitor Kazal-type
1 (SPINK-1), tkaniovy inhibitor metaloproteinadz (TIMP), chromogranin A, endoglin,
mindin a thymidinkindzu 1 (TK1). Tyto jsme analyzovali na souboru krevnich sér a
mocCi pacienti s KP a u zdravych kontrol za ucelem zefektivnéni minimalné

invazivni diagnostiky KP.

2. HYPOTEZY A CILE DISERTACNI PRACE

Karcinom prostaty je jednim z nejCastéjSich malignich onemocnéni u muzd.
Zakladem diagnostiky KP jsou nadorové markery. Objev PSA znamenal pro
diagnostiku tohoto onemocnéni revoluci, nicméné 1 ptes nesporné benefity piinasi
jeho uzivani 1 nové problémy, otevirajici dvete pro vyzkum dalSich markeri s vyssi

senzitivitou a specificitou.



Nase prace upozoriuje na Sirokou problematiku biomarkert KP. Mezi cili této prace
bylo provedeni reSerSe aktudlné dostupnych a potencidlnich markert karcinomu
prostaty. V posledni dob¢ se objevila fada novych biomarkerd KP, nékteré jsou
velmi nadéjné, nicméné zédkladnim biomarkerem KP ziistavd nadale PSA, které ma

vSak v diagnostice KP znacné¢ limitace.

Zaméfili jsme se tedy na nové molekuly, které svoji tlohu 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 suvazenim laboratorni efektivity, vcetné dobré
automatizace, vysoké presnosti a citlivosti a v neposledni fadé moznosti ziskéani

komer¢né dostupnych kvalitnich kiti, zvolili metodu sendvicové ELISA.

Nasim hlavnim cilem bylo vyuZiti imunochemickych metod ke stanoveni
kandidatnich biomarkert karcinomu prostaty (annexin, SPINK-1, TIMP,

chromogranin A, endoglin, mindin, TK1).

V prvni a druhé studii jsme analyzovali vSechny ze zvolenych biomarkerti v rdmci
pilotniho pokusu na omezeném poctu subjektl s cilem pritkazu vysSich koncentraci
zvolenych analyti u pacientu s KP oproti zdravym kontroldam. Méfeni jsme
provadéli na vzorcich mrazenych krevnich sér a moci pacientti z nasSeho pracovisteé.
S uvazenim vysledkil této analyzy jsme se dale zaméfili na TK1 v krevnim séru,
s cilem ovéfit vysledky na vétsim vzorku pacient s KP a kontrol. Dal§im cilem tedy

bylo navySeni poctu alikvotovanych pacientli s KP 1 zdravych kontrol.

Pti studiu predeslych publikaci zamétenych 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 piesvédcivym
vysledklim analyzy TK 1 jsme jako zadvérecny cil zvolili ovéfeni prave této hypotézy.
Mérenim TK1 a TK210 na dosud nejvétsim poctu pacientll jsme vytvoftili prostor

k dalsi klinické aplikaci ziskanych dat v diagnostice KP.



Na zakladé dostupnych praci jsme predpokladali, Ze:
a) Nami vybrané kandidatni biomarkery jsou pro primarni diagnostiku KP
prinosné.
b) Thymidinkinidza 1 vykazuje signifikantné vyssi koncentraci v krevnim séru
pacientii s KP nez u zdravych kontrol.
¢) Koncentrace mindinu je signifikantné nizsi v krevnim séru pacientti 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 mo¢i metodou ELISA.
b) ReSerse moznych novych markeri KP.
c) Ovéfeni pilotnich vysledkli v analyze se statisticky vyznamnym poctem

pacientil a zdravych kontrol.

Sekundarnimi cili byly:
a) Provéteni alternativni metody stanoveni TK1 pomoci monoklonalni protilatek
specifické pro epitop TK210.
b) Analyza moznosti klinické aplikace vysledklti provedenim korelaci mezi
rizikovymi faktory pro adjuvantni radioterapii, stadiem onemocnéni a
hodnotami TK1.

¢) Rozsifeni poctu alikvotovanych krevnich sér a moci pacientii s KP a zdravych

kontrol.
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3. METODIKA

3.1 Charakteristika souboru pacientii a odbéru vzorku

Provedli jsme retrospektivni analyzu prospektivné odebranych vzorka séra od 169
pacientil s KP planovanych k RP v letech 2013-2016. Kontrolni skupinu tvofily
odbéry séra od 39 zdravych muzl, dobrovolniki, 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 vySetienim. Studie byla
schvalena institucionalni etickou komisi. VSichni ucastnici podepsali pisemny
souhlas s odbérem vzorka a zatazenim do studie. Zakladni tidaje o pacientech a
zdravych kontrolach jsou shrnuty v tabulce 1. Odbéry krve jsme provedli vSem
ucastniklim studie nalacno, punkci z kubity. Pacientim pfed RP byl odbér proveden
v den vykonu. Krev jsme nasledné centrifugovali po dobu 10 minut pfi 3 000
otackadch za minutu (1 450 g). Sérum bylo alikvotovano, okamzité¢ zmrazeno a
uchovéavano pii teplot¢ —70°C az do provedeni analyzy. Patologické preparaty z

radikalni prostatektomie vySettil specializovany patolog.

3.2 Vybér onkomarkerii a charakteristika metod

V réamci hledani potencidlnich markert KP jsme provedli reSersi dostupné literatury
mezi roky 2000 a 2017 vénujici se danému tématu s vyuzitim databazi PubMed a
Scopus. Jako kli€ova slova pro hledani jsme zvolili ,,biomarkers® ¢i ,,tumor
markers* a ,,prostate cancer. Z moznych molekul, souvisejicich s KP nebo jinymi
nadorovymi onemocnénimi, jsme vybrali Annexin, SPINK—1, TIMP, Chromogranin

A, Endoglin, Mindin a TK1.
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Tabulka 1: Charakteristika pacientii a zdravych kontrol

pacienti = 169 kontroly = 39

1PSA; 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
V¢ek; median (SD; min - max) 64,93 (6,36; 40,90-79,10) | 65,92 (5,44; 55,30-80,10)
Gleasonovo skoére; n (%)

6 68 X

7 79 X

8 a vice 22 X
Stadium; n (%)

Lokalizovany (pT2) 110 (65) X

Lokalné pokrocily 59 (3%5) X
Chirurgicky okraj; n (%)

Pozitivni 47 (28) X

Negativni 122 (72) X

iPSA — inicidlni prostaticky specificky antigen; SD — standard deviation (smérodatna odchylka)

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

Annexin

Annexiny jsou skupinou strukturné piibuznych proteini vazajicich vapnik, které
maji doménu vazajici se na fosfolipidy a aminoterminalni doménu, ktera urcuje
jejich specificnost. Objeveny byly vroce 1978. Podileji se na regulaci
membranového pienosu a bunééné adhezi. Za fyziologickych podminek se
v prostaté nenachazi, mohou vSak byt exprimovany v jejim epitelu u dobie az nizce

diferencovanych tumort.®

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

Protein SPINK-1 je inhibitor trypsinu, v organismu mtize fungovat jako autokrinni

rustovy faktor. Za fyziologickych podminek inhibuje pifedCasnou aktivaci
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pankreatickych protedz a hovoii se o ném v souvislosti s hereditdirnimi
pankreatitidami. Objeven vSak byl i v moci pacientek s karcinomem ovaria.
V onkologii se s nim setkdvame v rdmci downstream signalizace epidermalniho
ristového faktoru (EGFR).” V piipadé KP byla popsdna nadmérna exprese SPINK—
1 oproti BHP.®

Tkanovy inhibitor metaloproteinaz (TIMP-1)

Protein TIMP-1 je jednim ze Ctyt ptirozené se vyskytujicich inhibitori matrixovych
metaloproteinaz (MMP), coZ jsou enzymy, které hraji dileZitou roli v normalnich
fyziologickych procesech 1 v patologickych remodelacich tkéni. Zde se podili na
Stépeni kolagenu bazalni membrany, diky ¢emuz napoméha invazi tumoru. Rovnéz
stimuluje jeho rust a inhibuje apoptozu. Témito mechanismy mize byt zodpovedny
za zahajeni metastatického procesu. Rovnovaha mezi metaloproteindzami a jejich
inhibitory mize vést k vétsi degradacni aktivité a vySsi invazivité nadorovych
bunék.’ Dle klinickych studii byly nalezeny zvysené hladiny TIMP-1 v nadorovych

tkanich véetné KP.10

Chromogranin A

Glykoprotein  chromogranin A je hlavni slozkou sekre¢nich granul
neuroendokrinnich bunék. V neuroendokrinnich buiikach reguluje uklddani a sekreci
hormonti a neuropeptidii a slouzi jako prekurzor biologicky aktivnich peptida.
Exprimuji ho vSak i neuroendokrinni tumory.!! Neuroendokrinni a malobunééna

varianta KP je obtizng zjistitelna a souvisi s hor$i prognozou.'?
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Endoglin 2

Endoglin 2 je transmembranovy receptor s ulohou v modulaci adheze a motility
riznych typti bun€k vcetné prostaty. Exprimuji jej proliferujici bunky hladké
svaloviny vcetné¢ prostaty, ve zvySené mife pak pfi tumorové angiogenezi. Ve
studiich byly prokdzany zvySené sérové koncentrace endoglinu u fady
onkologickych onemocnéni, vCetné kolorektalniho karcinomu, karcinomu plic a
prsu. Byla prokdzana souvislost mezi vysokymi hladinami endoglinu a zvySenou

mortalitou pacientl s KP."

Thymidinkinaza 1 (TK1)

Sérova thymidinkindza 1 je biomarker proliferace, v minulosti jiz opakované vyuZzit
jako diagnosticky marker malignich onemocnéni. Jednd se o bunéény enzym, ktery
se podili na syntéze prekurzori DNA. Katalyzuje pfeménu thymidinu na
deoxythymidinmonofosfat, ktery je dale fosforylovan na deoxythymidindi— a
trifosfaty ptred inkorporaci do DNA.!'* Aktivita TK1 z4visi na bunééném cyklu a
vykazuje rozdily u fyziologicky proliferujicich a malignich bun¢k. V normalnich
bunikédch 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 muZe ale zlstat aktivita TK1 zvySend i ve fazich G2 a
M bunécného cyklu, nejspise v diisledku narusené regulace transkripce a procesu
degradace.'® Vysoké hladiny TK1 byly pozorovany v proliferujicich a malignich
burnkach.!’?

Koncentrace vybranych biomarkerti byly méfeny u 58 pacienti (praimérny vék 68
let, rozmezi 45-82 let) s klinicky diagnostikovanym KP a u 30 zdravych kontrol
(primérny veék 64 let, rozmezi 55-78 let), bez relevantni urologické anamnézy a s

normalni hladinou PSA. V souboru pacientti a kontrol byly stanoveny koncentrace

14



chromograninu A, TK1 a SPINK-1, endoglinu, annexinu a TIMP-1 v moc¢i metodou

ELISA. Charakteristiku metod uvadime v tabulce 2.

Tabulka 2: Charakteristika metod

pracovni sttedni
VysSetfovany detek¢ni | rozsah variacni
Biomarker material Metoda Vyrobce kitu limit koeficient
sendvicova 31,20 - 110-12%
Cloud-Clone [13,70 2000
chromogranin A |sérum ELISA Corp. (USA) |[pg/ml pg/ml
1,56 - [10-12 %
sendvicova [Cloud-Clone |0,61 100,0
SPINK-1 mo¢ ELISA Corp. (USA) |ng/ml ng/ml
sendvicova 0,156— 1012 %
Cloud-Clone [0,06 10,00
endoglin moc, sérum ELISA Corp. (USA) |ng/ml ng/ml
0,063 - [5,3-8,6%
sendvicova |LSBio, Inc. 0,06 4,00
TK1 sérum ELISA (USA) pmol/l pmol/l
0,16 — [10-12 %
sendvicova [Cloud-Clone |0,05 10,00
annexin mo¢ ELISA Corp. (USA) |ng/ml ng/ml
sendvi¢ova | RayBiotech 24,69~ [10-12%
A (Velka 24,69 18 000
TIMP-1 mo¢, sérum ELIS Britanie) pg/ml pg/ml

SPINK-1 — serin protedzovy inhibitor Kazal-type 1; TIMP — tkanovy inhibitor metaloproteinaz,
TK1 — thimidinkinaza 1

3.2.2 Studie 2: Stanoveni mindinu

Mindin (spondin—2, M—spondin)

Mindin je protein secernovany extraceluldrni matrix, spad4 do rodiny F—spondind.

Jeho regulaci zprostiedkovava exprese regulacniho proteinu Early Growth Response

1 (EGR-1). Vztah mezi expresi EGR-1 a KP byl experimentalné prokdzan. U
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pacienti s klinicky prokazanym KP je EGR-1 downregulovan.'® Koncentrace
mindinu jsme méfili u 56 pacientll (primérny vék 68 let, rozmezi 45-82 let)
s klinicky diagnostikovanym KP a u 29 zdravych kontrol (primérmy 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: detek¢ni limit 0,78 ng/ml, pracovni rozsah 3,12-200,00 ng/ml,

stfedni variacni koeficient (CV) 11 %.

3.2.3 Studie 3: Stanoveni thymidinkinazy 1 (TK1) — rozSifena studie

Sérové koncentrace biomarkeru TK1 jsme méfili u 169 pacientt (primérny veék 62
let, rozmezi 45-82 let) s klinicky diagnostikovanym KP a u 39 zdravych kontrol
(primérny veék 61 let, rozmezi 54-78 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 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 %.

3.2.4 Studie 4: Stanoveni epitopu TK210 u thymidinkinazy 1 (TK1)

Stanoveni epitopu TK210 je novou alternativni metodou stanoveni TK1. V séru
existuje nékolik forem TK1 s riznymi molekulovymi hmotnostmi a enzymovymi
aktivitami, coz vede k potencidlnimu podhodnoceni enzymové aktivity TK1. Velka
¢ast séroveé TK1 miiZe byt u pacientt se solidnimi tumory enzymaticky deaktivovana

a nalezena jako multimerni agregaty. Epitop TK210 vSak exprimuji vSechny formy
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TKI1. Tato nova metoda vyuzivd monoklondlni protilatky specifické pro epitop

TK210, které dle vyrobce zlepsuji citlivost a specifitu stanoveni.'”

Sérové koncentrace biomarkeru TK-1 jsme méfili u 126 pacientll (pramérny veék 70
let, rozmezi 4685 let) s klinicky diagnostikovanym KP a u 49 zdravych kontrol
(pramérny veék 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 %.

3.3 Statistické metody

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

Pro méfené parametry byly pocitany zakladni statistick¢ tdaje jako primer,
smérodatnad odchylka, rozptyl, median, mezikvartilové rozpéti, minimum,
maximum. U kategorickych proménnych byly zkoumany jejich absolutni a relativni

¢etnosti.

Na porovndni distribuci zkoumanych parametrii mezi testovanymi skupinami jsme
pouzili neparametrické testy (Wilcoxonliv dvouvybérovy test a jeho zobecnéna
varianta, tzv. Kruskal-Wallist test). Shodu véku mezi zkoumanymi skupinami jsme
testovali pomoci Two One Sample Test (TOST). Vztahy mezi parametry jsme
zkoumali pomoci Spearmanova korelacniho koeficientu a graficky byly vyjadfili

pomoci linearni regrese.

Statistickd vyznamnost byla stanovena na hranici alpha =5 %.

17



4. VYSLEDKY

4.1
endoglinu a TK1

V ramci studie 1 jsme méfili koncentrace analytl annexinu, SPINK-1, TIMP,
chromograninu A, endoglinu a TK. Koncentrace zminénych analytl jsou uvedeny
v tabulce 3. Signifikantni rozdily byly nalezeny v sérovych koncentraci TKI.

Vzhledem k signifikantn¢ vys$§im méfenym hodnotam u TK1 jsme vysledky ovéfili

ve studii 3 na vyrazn¢ vétSim mnozstvi pacienttl.

Studie 1 — Stanoveni annexinu, SPINK-1, TIMP, chromograninu A,

Tabulka 3: Vysledky annexin, SPINK—1, TIMP, chromogranin A, endoglin, TK1

Kontrolni
skupina (n= Pacienti

Biomarker 30) (n=158) Pvalue | 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 — tkdfovy inhibitor metaloproteinaz,
TK1 — thimidinkinaza 1; AUC — plocha pod kifivkou; SD — standard deviation (smérodatna

odchylka)

* statisticky vyznamny rozdil
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4.2 Studie 2 — Stanoveni mindinu

V dal$im méteni jsme se zamétili mindin. Jeho sérové hodnoty byly u pacienti s KP
signifikantné niz8i nez u zdravych kontrol (2,12 ng/ml vs. 0,78 ng/ml, p = 0,0007).
Déle jsme jeho diagnostickou UCinnost vyjadiili pomoci Receiver Operating
Characteristic (ROC) analyzy, kde vypoctend AUC byla 0,71, specificita 73 % a
senzitivita 64 % (Obrazek 1).

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

AUC = 0,705
Senzitivita = 63,8 %
Specifita =73,3 %

Senzitivita

I.:|||r1rl|||l|r1|1r1|||r|r1rl|||'||r1|||||
0 20 40 60 80 100

Specifita

Obrazek 1: Diagnosticka u¢innost Mindinu

AUC - plocha pod kiivkou
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4.3 Studie 3 — Stanoveni TK1 — rozSirena studie

V tfeti studii jsme rozsifili pocet pacientll 1 kontrol a zaméfili se na analyt
s nejpiesvédcivejsimi vysledky, tedy TKI1. Potvrdili jsme signifikantné vyssi
hodnoty TK1 u pacientli s KP. Median sérovych hladin TK1 byl stanoven na 0,289
pmol/l (smérodatnd odchylka — standard deviation [SD] 0,289; 95 % konfidencni
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. Dale jsme zhodnotili TK1 denzitu, median
0,825 (SD 0,902; 95 % CI 0,066—6,538). Diagnosticka u¢innost TK1 vyjadiena jako
AUC byla 0,796 (specificita = 51,3 % a senzitivita = 93,5 %) viz Obrazek 2.

e
90 - AUC = 0,796
Senzitivita = 93,5 %
Specifita = 51,3 %

Sensitivity

0O 10 20 30 40 S50 60 70 8O 90 100
Specifita

Obrazek 2: Diagnosticka u¢innost Thymidinkinazy 1

AUC — plocha pod kiivkou
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Pfi porovnani pacientli s GS <6 vs. 7 vs. >8 (p=0,010) jsme nalezli statisticky
vyznamné rozdily (Obrazek 3), stejného vysledku jsme vSak nedosahli pti srovnani
pacient s GS <6 vs. >7 (p=1,000). Staging neprokazal zadny signifikantni rozdil pti
porovnani stadii pT2 vs. pT3a vs. pT3b (p=0,989), ani piti porovnani stadii pT2 vs.
pT3a+pT3b (p=1,0). Vramci korelace hodnot TKI1 a rizikovych faktorii pro
adjuvantni radioterapii (aRT), definovanymi jako GS 8-10, pT3 a pozitivni
chirurgicky okraj, jsme zjistili signifikantni rozdil, p=0,021. Nejnizsi hladiny TK1

byly u pacientli se vSemi tfemi rizikovymi faktory.

Rozdil mezi pacienty bez rizikovych faktort a t€émi s alespon jednim rizikovym
faktorem nebyl signifikantni (p=0,579). Statisticky vyznamn€ niz§i hladiny STK1
jsme zjistili pf1 porovnani pacientll s zadnym nebo jednim a pacientl s dvéma nebo

ttemi rizikovymi faktory (p=0,009) (obrazek 4). Vysledky jsou shrnuty v tabulce 7.

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

velikosti prostaty méfené pomoci TRUS se statisticky vyznamné nelisily.

2.0
1.5
< 1.0 :
» E
0.5_ o
| : |
0.0_ T T T
GS=<6 GS=7 GS=8

Obrazek 3: Korelace mezi Gleasonovym skore (GS) a sérovou hladinou Thymidinkinazy 1

(STKT) (pmol/T)
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Obrazek 4: Korelace mezi poctem rizikovych faktorii pro adjuvantni radioterapii (Gleasonovo
skore 8-10, pT3, pozitivni chirurgicky okraj) a sérovou hladinou Thymidinkinazy 1 (STK1)
(pmol/l)

4.4 Studie 4 — stanoveni epitopu TK210

Stejné jako u TKI1 jsme 1 u thymidinkindzy epitopu TK210 prokazali zvySené
hodnoty u KP oproti zdravym kontrolam, konkrétné 0,292 ng/mL vs. 0,246 ng/mL,
p =0,6109. Dle ROC analyzy byla diagnosticka u¢innost epitopu TK210 vypoctena
jako AUC 0,54 (specificita = 80,7 % a senzitivita = 32,7 %)

5. 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 nepteberné mnozstvi novych nadéjnych markert
KP. I ptes euforii vzniklou z téchto poznatki je tieba podotknout, Ze vétSina vystupt

se zaklada na relativné malych kohortach pacientl a na retrospektivnich studiich.
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Naprostd vétSina soucCasnych studii, predevSim ty zamétfujici se na predikei
onemocnéni a volbu pacientii k BP, nebere rovnéz do uvahy vyrazny pokrok v

zobrazovacich vySetfenich, predev§im multiparametrické magnetické rezonanci a

PSMA-PET/CT.

Vzhledem k heterogenité tohoto onemocnéni mohou studie 0 malém poctu pacientd
piinaSet nepfesné zavéry. Zaroven neexistuji ani prospektivni studie srovnavajici
jednotlivé biomarkery. Dal§i vyzkum by mél zohlednit financni zatéZz novych
biomarkerii a zda se s jejich pomoci mizeme klinicky fidit, zvolit spravného
pacienta k biopsii, respektive u prognostickych biomarkera k dalsi lecbé. Idealni

marker neméame ani u aktivniho sledovani nizkorizikovych KP.

V ramci naSeho vyzkumu jsme provedli resersi aktualné zkoumanych markerti pro
KP 1 jina onkologickd onemocnéni a vybrali spektrum moznych molekul, které by
bylo moZzné méftit z krevniho séra uzitim metody ELISA a komeréné dostupnych
ELISA kitl. Konkrétné jsme zvolili annexin, SPINK-1, TIMP, chromogranin A,
endoglin, mindin a TK1. VSechny tyto markery se ukazaly jako vhodné doplitkové
markery pro KP v pfedchozich studiich. Nejpiesvédcivesi vysledky z vyse
zminénych vykazoval mindin a pfedev§im TK1. Jako metodu volby jsme zvolili

imunochemickou analyzu.

V prvni analyze jsme na ziklad¢ analyzy ROC posoudili diagnostickou tc¢innost
biomarkeril ve vztahu ke KP. I pfes nadéjné vysledky ve studované literatufe se ve
sledovaném souboru pacientli signifikantni u¢innost u méfenych markert (vSechny
zvolené krom mindinu) nepotvrdila, s vyjimkou TK1. Thymidinkindza vykazovala
naopak velmi nadéjné vysledky s hodnotou AUC 0,79 — tedy novy biomarker by byl

teoreticky schopen spravné rozpoznat az 79 % pacientii s KP.

Hodnoty AUC pro ostatni biomarkery byly niZsi, a to od 0,51 pro endoglin 2 do 0,62
pro TIMP-1. Nepodafilo se ndm tedy zopakovat pfedchozi experimenty. Nizké
hodnoty AUC pro ostatni biomarkery mohou byt dany ndhodnym vybérem pacientil

s rizn¢ zavaznymi formami onemocnéni. Je tedy tfeba provést dalsi studie s vétSim
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souborem pacientd k piesnéjSimu posouzeni diagnostické ucinnosti zvolenych

biomarkeru.

Druha analyza se vénovala stanoveni hodnot mindinu v obdobném souboru pacientt
s KP.

Hladiny mindinu v krevnim séru byly signifikantné sniZeny u pacient s KP oproti
zdravym kontrolam. Timto zdvérem jsme nepotvrdili nékteré z piedchozich studii,

které naopak prezentovaly zvySené hladiny mindinu u KP.2%2!

NaSe vysledky vSak souhlasi s publikovanou studii Wanga et al., zaméfenou na
karcinom kolorekta, plic, zaludku, jicnu a prsu, kde byly hodnoty mindinu ve shodé
s na§im nalezem signifikantng sniZeny.”> Autofi déale uvadé&ji vyznamnou roli
regulacniho proteinu EGR—1, ktery ma zasadni vyznam v regulaci exprese mindinu

na transkripcni tirovni.

Obdobné¢ vysledky byly navic publikovany 1 pfimo u KP skupinou Jokerse et al., kde
se autorum podaftilo prokdzat snizené hodnoty u KP oproti BHP a pacientim po
RP.? Autory zmé&fené hodnoty diagnostické u¢innosti mindinu (AUC = 0,760; P
<0,0001) byly srovnatelné s nasi analyzou (AUC = 0,705; P = 0,0007).

Zm¢étfend hladina mindinu v séru nekorelovala s koncentraci PSA, byla vSak
prokazana souvislost s vékem pacientt (p = 0,014). Podobn¢ jako u TK1 byl nalezen
signifikantni rozdil v koncentracich mindinu v zavislosti na stagingu dle TNM
klasifikace. (p = 0,015 a p = 0,019). NaSe vysledky poukazuji na mozné vyuziti
mindinu jako doplikového markeru KP, nicméné obdobné jako u TKI je tfeba
provést dalsi studie s vétSim souborem pacientii k pfesnéjSimu posouzeni jeho

diagnostické u¢innosti.

V tfeti analyze jsme srovnavali sérové hladiny TK1 u pacientl s KP, opétovné
pomoci metody ELISA s vyuZzitim komeréné dostupného kitu. Podafilo se ndm ale
roz§ifit soubor pacienttl, respektive kontrol na 169, respektive 39 pacientti, a v tomto

souboru déle potvrdit a uptfesnit piedchozi vysledky pilotniho pokusu.
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Prokézali jsme vyznamné vyssi koncentrace TK 1 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 autord Li et al., ktefi prokazali
signifikantné vys$si koncentrace TK1 u pacienti s KP v porovnani s pacienty s BHP
a zdravymi jedinci.?* Koncentrace TK1 korelovaly rovnéZ s GS, kdeZzto hodnoty
PSA nikoli. Zadnou spojitost mezi koncentraci TK1 a celkovym PSA autofi
nenalezli. NaSe vysledky rovnéz poukazuji na souvislost mezi koncentraci TK1

a gradingu KP dle GS.

V na$i studii jsme méfili hladinu TK1 u vys§iho poctu pacienti s KP nez v
predchozich studiich. Na rozdil od ptedchozich praci jsme zohlednili rovnéz
rizikové faktory pro aRT po RP (GS 8-10, pT3, pozitivni chirurgicky okraj). Tyto
mohou byt cennou prediktivni kombinaci parametrt s klinickym pfinosem. Mohli
bychom tak ptesnéji informovat o riziku nasledné RT po operaci. Nase vysledky
potvrzuji, ze hladiny TK1 jsou vyznamné vys§i u pacientd s KP nez u zdravych
kontrol. Hodnoty TK1 navic dle naSich vysledki koreluji s hodnotami GS a fadou
predem definovanych rizikovych faktort pro aRT. TK1 je proto slibnym nddorovym

markerem KP.

Limitaci této ¢asti nasi prace je, Ze se nejedna o klinickou studii v pravém slova
smyslu, vychazeli jsme spiSe z udaji shroméazdénych béhem bézné praxe, coz miize

omezovat spolehlivost vyvozenych zavéri.

Zavérecna, cCtvrta analyza, byla vénovana opét TKI1, respektive stanoveni
alternativniho epitopu TK210. Dle dostupné literatury je pravdépodobné, ze
stanoveni epitopu TK210 vykazuje vysSi specificitu oproti pouhému zméfeni

koncentrace TK 1. 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." V na§em méfeni jsme stanovili pro TK210
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vyrazné niz§i hodnotu AUC = 0,54 a ptedchozi vysledky nepotvrdili. Hodnoty PHI
byly dostupné u pacientt KP, ale ne u kontrolni skupiny. Rozdilné vysledky mohou

souviset s rozdilnym souborem pacientii v obou studiich.

6. ZAVER

I kdyz PSA pravdépodobné zlistane nejpouzivangjsim nadorovym markerem KP i v
blizké budoucnosti, bude potieba i dalSich diagnostickych metod, at’ uz jednotlivych
markeru a jejich kombinaci, nomogramu ¢i zobrazovacich metod, zejména z diivodu
nedostatecné senzitivity a specificity testu PSA. Potencidlni novy marker musi
splnovat n€kolik kritérii, mezi nimi naptiklad nakladovou efektivitu nebo minimalni

invazivitu pro pacienta.

V ramci naseho vyzkumu jsme provedli reSersSi aktudlné zkoumanych markerti KP 1
jinych onkologickych onemocnéni a vybrali spektrum moznych markerd, které by
bylo moZzné méftit z krevniho séra uzitim metody ELISA a komerén€ dostupnych
ELISA kith. Konkrétné jsme zvolili annexin, SPINK-1, TIMP, chromogranin A,
endoglin, mindin a TK1. Nejpiesvédc¢ivejsi vysledky z vySe zminénych vykazoval

mindin a predev§im TKI1.

Moderni imunoanalytické metody jsou jednoduché, snadno proveditelné, relativné
finan¢né dostupné a plné automatizovatelné. Vynikaji vysokou citlivosti a pfesnosti
s extrémné nizkymi detekénimi limity. To umoziuje jejich vyuziti pro rutinni

analyzy latek s velmi nizkou koncentraci, napt. studovanych nadorovych markerd.

Nami studované molekuly, a pfedev§im TKI1, maji potencial vyrazné zlepSit
diagnostiku KP, samostatné¢ anebo v kombinaci s dalSimi markery. Nalezli jsme
vyznamné rozdily v hladin¢ TK1 u pacienti s KP a dalsi progresi s vySsi agresivitou
onemocnéni. Stanoveni hladiny TK1 rovnéz dle nasich vysledkii uptesiiuje predikci

mozn¢ adjuvantni RT po RP.
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7. SOUHRN

Karcinom prostaty (KP) je velmi Casté onkologické onemocnéni. V poslednich
letech bylo nalezeno velké mnoZstvi novych, nadéjnych markert KP v séru, mo¢i i
v tkani. Nové biomarkery napomahaji rozliSeni mezi agresivni a neagresivni formou
KP a ptfesnéjsi diagnostice klinicky vyznamného KP. Pfedpokladem pro zavedeni
nového markeru do klinické praxe je kromé jeho diagnostické ptesnosti pfedevSim
nizka financni a technickd naro¢nost a minimalni invazivita metody. Pravé z téchto
divodu zlistavaji nadale nejvice vyuzivanymi sérové onkomarkery KP, nejvice PSA.
Budoucnost biomarkeri je nutno chdpat nejen ve zlepseni zachytu vSech stadii KP,
ale ptfedevsim v zachytu signifikantniho, potencialné Zivot ohrozujicitho onemocnéni
a jeho nasledné odpovidajici 1é¢b&. Markery nam mohou napomoci v diagnostice a
nasledné 1 monitoraci 1écby, jejiho 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 pacientt a 39 zdravych kontrol
u molekul annexin, SPINK-1, TIMP, chromogranin A, endoglin, mindin a TKI.
NejptesveédcEivejsi vysledky z vySe zminénych vykazoval mindin a pfedevSim TKI.
Analyzu TK1 jsme dale rozsifili o epitop TK210, kde jsme nepotvrdili piedchozi
zaveéry zahrani¢nich studii. Naopak se vSak podaftilo potvrdit vysledky analyzy TK1
na vétSim souboru pacientll nez u zahrani¢nich pracich.

Na rozdil od jinych analyz jsme zohlednili rovnéZ rizikoveé faktory pro adjuvantni
radioterapii (RT) po radikalni prostatektomii (GS 8—10, pT3, pozitivni chirurgicky
okraj). Tyto mohou byt cennou prediktivni kombinaci parametrd s klinickym
pfinosem. Hodnoty TK1 dle naSich vysledkl koreluji s hodnotami GS 1 rizikovymi
faktory pro adjuvantni RT. TK1 je proto slibnym nddorovym markerem KP.
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8. 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 TK 1. 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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