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SOUHRN

Souãasné moÏnosti diagnostiky karcinomu prostaty neumoÏÀují odli‰it agresivní (signifikantní tumory) od klinicky
latentních (nesignifikantních forem). Práce se zamûfiuje na stanovení hladiny klinicky vyuÏiteln˘ch tumorov˘ch
markerÛ karcinomu prostaty:
� alfa-metyl CoA-racemáza (AMACR),
¨ caveolin-1,
� metalothionein (MT),
� p53,
� NF-kB,
� c-FOS,
� c-JUN,
� Ki-67,
� prostatick˘ specifick˘ antigen (PSA),
� ZIP1 a ZnT-1 na úrovni prostatické tkánû (reprezentované bunûãn˘mi liniemi 22Rv1 a PNT1A) a v séru
pacientÛ s histologicky ovûfien˘m adenokarcinomem (82 karcinomov˘ch a 51 kontrolních sér).

Na úrovni mRNA bylo zji‰tûno sníÏení exprese Cav-1, NF-kB, c-FOS a c-JUN a zv˘‰ení exprese metalothioneinu,
AMACR, PSA, Ki-67, MMP-9 a zinkov˘ch transportérÛ ZIP1 a ZnT-1.
V séru je popsáno signifikantní zv˘‰ení metalothioneinu nad hladinu 1 µM. Hladina caveolinu-1 se v˘znamnû zvy-
‰uje u high-grade tumorÛ, coÏ jej staví do pozice moÏného markeru agresivní formy karcinomu prostaty.
Klíãová slova: nádorová onemocnûní, polymerázová fietûzová reakce, elektrochemie, imunodetekce; molekulár-
nû-biologické techniky, nádorové markery.

SUMMARY

Gumulec J., Masafiík M., KfiíÏková S., Babula P., Hrabec P., Rovn˘ A., Masafiíková M., Adam V., Eckschla-
ger T., Kizek R.: Bioanalytical study of tumour markers for prostate carcinoma at RNA and protein level

Current methods for diagnosis of prostate carcinoma do not enable us to distinguish aggressive tumours (sig-
nificant tumours) from clinically latent tumours (non-significant tumours). This study aims to determine levels of
potential clinically important tumour markers such as
♦ alpha-methyl CoA-racemase (AMACR),
♦ caveolin-1,
♦ metallothionein (MT),
♦ p53,
♦ NF-kB,
♦ c-FOS,
♦ c-JUN,
♦ Ki-67,
♦ prostate-specific antigen (PSA),
ZIP1 and ZnT-1 in prostatic tissue represented by 22Rv1 (tumour) and PNT1A (healthy) cell lines and in blood
serum of patients with histologically evaluated adenocarcinoma (82 tumour patients and 51 healthy volunteers).
Based on mRNA expression, it was found that Cav-1, NF-kB, c-FOS and c-JUN were down-regulated and MT,
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Úvod

Nádorové markery jsou biomoleku-
ly, upozorÀující na aktivnû probí-
hající nádorové onemocnûní. Jsou

produkovány buì pfiímo nádorov˘mi buÀ-
kami, nebo jsou dÛsledkem reakce jin˘ch
bunûk tûla na pfiítomnost neoplastického
procesu. Mohou to b˘t
– specifické genové sekvence,
– mutace,
– látky bílkovinné povahy (enzymy, nád-

orové antigeny, plazmatické proteiny,
rÛstové faktory),

– hormony, a
– produkty metabolick˘ch drah specific-

k˘ch pro maligní procesy.
Nádorové markery mohou b˘t deteko-

vány z krve, z moãi, pfiímo z nádorové tká-
nû, ãi z jin˘ch biologick˘ch materiálÛ (1,
27, 33, 37, 39). Markery detekované pfií-
mo z nádorové tkánû mají vyuÏití v hod-
nocení bioptick˘ch vzorkÛ. TûÏi‰tûm
vyuÏití v‰ech nádorov˘ch markerÛ je
monitorace v prÛbûhu léãby, anebo detek-
ce po ní s cílem ãasného záchytu relapsÛ.
Jejich vyuÏití ve screeningu je v souãas-
nosti velice omezené pfiedev‰ím pro v˘raz-
né ekonomické náklady. Jedin˘m scree-
ningovû vyuÏiteln˘m markerem je
prostatick˘ specifick˘ antigen (PSA),
enzym produkovan˘ buÀkami prostaty,
poukazující na (nádorové i nenádorové)
postiÏení této tkánû.

Aãkoliv pouÏití tohoto markeru vedlo
v posledních dvou desetiletích k v˘razné
redukci mortality na nádorové onemocnû-
ní prostaty (tedy ke splnûní hlavního krité-
ria screeningu), není PSA ideálním diag-
nostick˘m nástrojem (6, 20, 35, 38).

Karcinom prostaty, jedno z nejvíce stu-
dovan˘ch onkologick˘ch onemocnûní
z dÛvodu vysoké frekvence v muÏské
populaci, patfií mezi nejãastûj‰í pfiíãiny
úmrtí na nádorové onemocnûní (7–11, 17,
18, 28, 37, 39, 48). V̆ raznû zv˘‰ené mnoÏ-
ství odhalen˘ch pacientÛ s tímto onemoc-
nûním v posledních desetiletích pfiímo sou-
visí se zavedením vy‰etfiení prostatického
specifického antigenu (PSA) do bûÏné kli-
nické praxe (18, 37, 45). Tento marker
umoÏnil identifikovat ãasná stádia one-
mocnûní, která byla nezjistitelná digitál-
ním rektálním vy‰etfiením.

Screening PSA pfiispûl ke sníÏení mor-
tality o 20 %, jak uvádí studie zamûfiená na
evropská léãebná zafiízení oti‰tûná v pre-
stiÏním periodiku New England Journal of
Medicine (42). Zji‰tûná redukce mortality
je zapfiíãinûna tím, vy‰etfiení PSA dokáÏe

rozpoznat vyléãitelná stádia T1 a T2 kar-
cinomu prostaty, které není spolehlivû
zachytitelné rektálním vy‰etfiením. U nád-
orÛ ‰ífiících se mimo prostatu (stádium T3)
pfiestávají b˘t nádory kurabilní a na místû
je pouze paliativní pfiístup. I pfies tento
zjevn˘ benefit vy‰etfiení PSA má digitální
rektální vy‰etfiení stále své místo v diag-
nostice a nemûlo by b˘t opomíjeno ani
v ordinaci praktického lékafie (22, 45).

Na druhou stranu je tfieba zdÛraznit, Ïe
pfies vysokou incidenci tohoto onemocnû-
ní je drtivá vût‰ina (aÏ 80 %) nádorÛ bez-
pfiíznaková a jsou ãasto prokázána aÏ pfii
pitvû zemfiel˘ch na jinou pfiíãinu ãi pfii ope-
raãních zákrocích (9, 28). Nádory prostaty
je proto vhodné rozdûlit do dvou skupin,
a to na
� nádory signifikantní, s ohroÏením Ïivo-

ta, a
� nádory nesignifikantní, u nichÏ je ohro-

Ïení Ïivota vysoce nepravdûpodobné.
Îádná souãasnû pouÏívaná diagnostic-

ká metoda, tedy ani hladina PSA, digitální
rektální vy‰etfiení, transrektální sonografie
ãi biopsie, není schopna odli‰it, jedná-li se
o agresivní, nebo latentní formu nádoru.
V‰echny biopticky ovûfiené karcinomy se
proto léãí jako signifikantní Ïivot ohroÏu-
jící formy, tedy radikálnû.

Takov˘to pfiístup vede k v˘raznému sní-
Ïení kvality Ïivota, protoÏe u radikální pro-
statektomie dochází aÏ u 70 % pacientÛ
k erektilní dysfunkci a u necel˘ch 10 %
k inkontinenci (45). V̆ znamn˘ podíl paci-
entÛ je tedy léãen zbyteãnû (26). Je proto
Ïádoucí nalézt takové markery karcinomu
prostaty, které budou schopny jiÏ v iniciál-
ních stádiích bezpeãnû odli‰it agresivní
a latentní formy nádoru (8, 25, 28, 32).

Pfiedkládaná práce se zamûfiuje na stu-
dium zmûn exprese vybran˘ch genÛ
u bunûãn˘ch linií a detekci hladin jejich
proteinov˘ch produktÛ v séru pacientÛ
trpících karcinomem prostaty a jejich závi-
slosti na klinick˘ch datech pacienta. Pro
práci byly vybrány následující geny:
� metalothionein,
� caveolin-1,
� Ki-67,
� p53,
� NF-kB,
� alfa-metyl CoA-racemáza,
� c-FOS,
� c-JUN,
� matrixová metaloproteináza 9, a
� zinkové transportéry ZIP1, ZnT-1.

Jsou to látky, u nichÏ byla v literatufie
popsána zmûna jejich hladiny ve vzorcích
bunûãn˘ch linií, ãi v jiném biologickém

materiálu, ãi se zmûna jejich hladiny oãe-
kává v dÛsledku postiÏení urãit˘ch signál-
ních drah.

Cílem práce je popsat hladiny genÛ na
úrovni RNA a proteinu v nádorové tkáni
a v séru pacientÛ. ÚroveÀ nádorové tkánû
je v této práci nahrazena modelem bunûã-
n˘ch linií odvozen˘ch od prostatické tká-
nû.

Metalothioneiny a nádory prostaty
Metalothioneiny jsou skupinou protei-

nÛ o molekulární hmotnosti 6–10 kDa
s vysok˘m obsahem cysteinu (12, 30, 31,
33). Pfiítomnost –SH skupinu obsahujících
aminokyselin pfiímo souvisí se schopností
tûchto proteinÛ vázat fiadu kovÛ (2-7, 15,
16, 23). Metalothioneiny proto hrají klíão-
vou roli v transportu iontÛ kovÛ, jejich
detoxikaci a v ochranû bunûk pfied oxida-
tivním stresem (12, 24). Funkce tûchto
proteinÛ zasahují také do regulace apoptó-
zy, kdy zv˘‰ené hladiny metalothioneinu
mají antiapoptické pÛsobení. Metalothio-
neiny dále regulují hladinu, aktivitu
a bunûãnou lokalizaci transkripãního fak-
toru NF- B, kter˘ aktivuje antiapoptické
geny Bcl-2, c-myc a TRAF-1, které patfií
do rodiny protoonkogenÛ.

Tato antiapoptická kaskáda mÛÏe b˘t
vyuÏita jako protektivní mechanismus
bunûk karcinomu prostaty pfii jejich pato-
logické proliferaci proti apoptick˘m sig-
nálÛm (15).

Alfa-metyl CoA-racemáza (AMACR)
a vztah k prostatické tkáni
Alfa-metyl CoA-racemáza (AMACR)

je peroxizomální a mitochondriální enzym
úãastnící se -oxidace vûtven˘ch mastn˘ch
kyselin, katabolizmu metabolitÛ Ïluãov˘ch
kyselin a metabolismu ibuprofenu.

Zv˘‰ení hladin tohoto proteinu je
popsáno u vût‰iny adenokarcinomÛ pro-
staty a u prostatické intraepiteliální neoplá-
zie vysokého stupnû. Nízké hladiny toho-
to markeru jsou popsány u benigní
hyperplazie a u atypické adenomatózní
hyperplazie (14, 28, 32).

Dal‰í diagnosticky v˘znamné proteiny
u karcinomu prostaty
Caveolin-1 (Cav-1) je membránov˘

protein a v˘znamná strukturální sloÏka
kaveolÛ. Skupina tûchto proteinÛ hraje
dÛleÏitou roli v odbourávání cholesterolu,
ale také se v˘raznû podílí na transmem-
bránové signalizaci molekul. V posledních
letech byl popsán vliv Cav-1 na progresi
nádorov˘ch onemocnûní a zv˘‰ení jeho
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AMACR, PSA, Ki-67, MMP-9 and zinc transporters ZIP1 and ZnT-1 were up-regulated.
In serum, the level of MT was significantly enhanced above 1 µM. Caveolin-1 levels were significantly increased
in high-grade tumours, which points to the possibility of using this protein as a marker for the aggressive form
of prostate carcinoma.
Key words: tumour diseases, polymerase chain reaction, electrochemistry, immunodetection, molecularly-bio-
logical techniques, tumour markers.
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sérov˘ch hladin specificky u karcinomu
prostaty (28).

U androgen-nezávisl˘ch forem nádorÛ
prostaty je popsána role komplexu pro-
toonkogenÛ c-Fos a c-Jun, které aktivují
nezávisle na pfiítomnosti androgenÛ geny
regulované androgeny a mimoto c-Jun
samostatnû funguje jako kofaktor andro-
genního receptoru (13).

Tumor-supresorov˘ protein p53 ovliv-
Àuje proliferaci a opravu DNA, apoptózu
a odezvu bunûk na rÛstové faktory. U kar-
cinomÛ prostaty je ãasto mutován (27).

U karcinomu prostaty je dÛsledkem
odchylného metabolismu metalothioneinu
zineãnat˘ch iontÛ a zinkov˘ch transporté-
rÛ oãekávaná zmûna exprese signálních
drah ovlivÀujících pfieÏívání bunûk (12, 15,
19, 23). Hladina zineãnat˘ch iontÛ je
u karcinomu sníÏena zejména v dÛsledku
sníÏení hladiny zinkového transportéru
ZIP-1. Na tomto se podílí kaskáda RAS-
RAF-MEK-ERK-RREB-1 (39, 47), expri-
movaná typicky u ‰patnû diferencovan˘ch
forem s invazivním rÛstem a s tendencí
metastazovat (21, 48).

Bunûãné kultury odvozené od nádorÛ
prostaty
Procesy probíhající v buÀkách karcino-

mu prostaty byly zkoumány zejména na
bunûãn˘ch liniích
– LNCaP (androgen-senzitivní),
– PC-3 (androgen-rezistentní), a
– DU 145 (androgen-rezistentní).

Tyto linie nejsou ideálním modelem
a mohou se od in vivo stavu v˘raznû li‰it,
protoÏe jsou odvozeny z metastatického
rozsevu v kostech (PC-3), mozku (DU
145) a lymfatick˘ch uzlinách a nikoli z pri-
márního loÏiska.

Bunûãná linie 22Rv1 reprezentuje pri-
mární prostatick˘ ‰patnû diferencovan˘ ade-
nokarcinom o Gleason skóre 9. Linie expri-
muje androgenní receptor (AR) a syntetizuje
vysoké hladiny PSA (44). Linie 22Rv1 je
vhodnûj‰ím modelem prostatického karcino-
mu také proto, Ïe vykazuje oproti ostatním
liniím v˘raznû niÏ‰í stupeÀ genové variabili-
ty a niÏ‰í stupeÀ aneuploidie – karyotyp 50
XY (trizomie 7,8,12) – DNA index 1,30
(vedle toho PC-3 1,84 a LNCaP 2,09) (43).

Materiál a metody

V prvních fázích experimentu bylo pra-
cováno s bunûãn˘mi liniemi. U nich byla
stanovena nej‰ir‰í skupina sledovan˘ch
látek na úrovni RNA. Dle v˘sledkÛ expre-
se u bunûãn˘ch linií byly vybrané látky
stanoveny také na úrovni proteinu. U látek,
u nichÏ se oãekává, ãi u nichÏ bylo popsá-
no zv˘‰ení jejich hladin v séru (jedná se
tedy o „plazmatické markery“), byla detek-
ce provedena na vzorcích s histologicky
ovûfien˘m nádorem.

Bunûãné linie, séra
V na‰í studii byly pouÏity dvû bunûãné

linie:
kontrolní, PNT1A, lidská bunûãná linie

získaná imortalizací normálních prostatic-
k˘ch epiteliálních bunûk 35letého muÏe
post mortem, a

22Rv1, linie odvozená z xenograftu
pasáÏovaného na kastrovan˘ch my‰ích.

Tyto bunûãné linie byly zakoupeny
u HPA Culture Collections (Salisbury,
UK). Proteiny z tûchto linií a z testovan˘ch
vzorkÛ krevních sér pacientÛ byly izolo-
vány pomocí RIPA pufru mechanickou
homogenizací, nebo tepelnou denaturací
(99 °C) získaného materiálu.

Soubor pacientÛ s diagnostikovan˘m
karcinomem prostaty
Ve studii byla pouÏita séra pacientÛ

s histologicky ovûfien˘m adenokarcino-
mem prostaty (82 vzorkÛ). Vûk pacientÛ se
pohyboval v rozpûtí 40 aÏ 78 let s prÛmû-
rem 63 let. Jednalo se o dobfie aÏ ‰patnû
diferencované tumory s Gleasonov˘m skó-
re v rozmezí 5 aÏ 10. Patologick˘ staging
vzorkÛ se pohyboval v rozmezí 1c aÏ 4,
v‰ichni pacienti byli bez postiÏení lymfa-
tick˘ch uzlin a bez vzdálen˘ch metastáz.

V souboru bylo 80 % nekufiákÛ, 12 %
kufiákÛ a 8 % ex-kufiákÛ.

Co se pfiidruÏen˘ch onemocnûní t˘ãe,
40 % pacientÛ bylo bez komorbidit, 37 %
pacientÛ mûlo jednu komorbiditu, 17 %
pacientÛ mûlo 2 a zbyl˘ch 6 % mûlo 3
a více komorbidit.

Dále 24 % pacientÛ mûlo diagnostiko-
vánu hyperlipoproteinémii, 47 % pacientÛ
hypertenzi, 7 % pacientÛ ischemickou cho-
robu srdeãní, 7 % diabetes mellitus 2. typu,
2 % ischemickou chorobu dolních konãe-
tin, 5 % vfiedovou chorobu gastroduodena
a 1 % pacientÛ mûlo tumor v anamnéze.

V kontrolní skupinû bylo 51 testova-
n˘ch probandÛ. Vûk kontrolní skupiny se
pohyboval v rozmezí 18 aÏ 55 let s prÛmû-
rem 38 let.

Testovaná séra byla získána z Urologic-
ké kliniky nemocnice U svaté Anny
v Brnû. Zafiazení pacientÛ do realizované
klinické studie bylo schváleno etickou
komisí Lékafiské fakulty Masarykovy uni-
verzity a FNUSA.

Polymerázová fietûzová reakce
K izolaci RNA z bunûãn˘ch linií byl

pouÏit High pure total RNA isolation kit
(Roche, ·v˘carsko). Izolovaná RNA byla
pfiepsána do cDNA pomocí Transcriptor
first strand cDNA synthesis kit (Roche) dle
pokynÛ v˘robce. Real-time PCR byla pro-
vedena pomocí systému TaqMan na pfiíst-
roji 7500 real-time PCR system (Applied
Biosystems, USA). V̆ sledky byly vyhod-
noceny v triplikátech komparativní Ct
metodou a standardizovány vÛãi -aktinu.

Elektrochemická detekce
metalothioneinu a imunodetekce
caveolinu-1
K detekci hladiny metalothioneinu bylo

pouÏito elektrochemické detekce (31, 33).
Elektrochemická detekce MT se provádí
na pfiístroji AUTOLAB Analyser v klasic-
kém tfiíelektrodovém uspofiádání pomocí
tzv. Brdiãkovy reakce. Analyzovan˘ vzo-
rek je akumulován na povrch pracovní
elektrody, kterou je visící rtuÈová elektro-
da. Po akumulaci stanovení probíhá
v základním elektrolytu obsahujícím
kobaltitou sÛl v amonném pufru s pH 9,6
(2, 3, 31).

K detekci caveolinu-1 bylo pouÏito
ELISA kitu (USCN Life Science Inc.)
Postup ELISA byl proveden dle pokynÛ
v˘robce. V̆ sledek vyjádfien˘ zmûnou bar-
vy substrátu byl detekován fotometricky
pfii 495 nm.

Gelová elektroforéza
Vzorky byly elektroforeticky separová-

ny na 10% SDS-PAGE gelech, barveny
dusiãnanem stfiíbrn˘m (kit BioRad, postup
dle v˘robce) a soubûÏnû blotovány na
nitrocelulózovou membránu a imunodete-
kovány pomocí specifick˘ch protilátek.
Pro rychlou orientaci byly pouÏívány dot-
bloty.

Proti metalothioneinu (isoformû 1a 2)
byla pouÏita polyklonální králiãí protilát-
ka (Santa Cruz biotechnology, USA), pro-
ti AMACR polyklonální králiãí protilátka
(Clonestar, CZ), proti PSA monoklonální
my‰í protilátka (Santa Cruz Biotechnolo-
gy, Santa Cruz, USA).

Statistické vyhodnocení
V˘sledky byly vyhodnocovány v soft-

waru Statistica 9. K porovnání hladiny
mezi kontrolní a nádorovou skupinou bylo
pouÏito t-testÛ. Korelaãní matice byly
pouÏity k nalezení souvislostí mezi testo-
van˘mi veliãinami.

K orientaci v souboru pacientÛ byla
provedena clusterová anal˘za (K-means).
Hladina v˘znamnosti p = 0,05 byla stano-
vena pro urãení signifikantnû odli‰né hod-
noty.

Výsledky

Ze sledovan˘ch biomolekul byla zji‰tû-
na zmûna hladin (ve smyslu zv˘‰ení i sní-
Ïení) na úrovni mRNA u fiady genÛ, a to:
– Cav1,
– NF-kB,
– FOS,
– JUN,
– p53,
– MT1A,
– Ki67,
– MT2A,
– PSA,
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– MMP9,
– AMACR,
– ZnT1,
– ZIP1.

Zmûna v expresi jednotliv˘ch proteinÛ
není v souãasnosti aplikovatelná pro bûÏ-
nou zdravotnickou praxi. Experimentálnû,
ale prokazuje urãitou zmûnu „chování“
nádorové zmûnûné tkánû, která mÛÏe b˘t
v budoucnu pro praktickou medicínu velmi
pfiínosná. Kromû toho zmûna hladiny na
úrovni proteinu (zji‰tûná na experimentál-
ní bunûãné linii) mÛÏe b˘t vyuÏita v histo-
chemické anal˘ze (tkáÀov˘ch markerÛ)
u bioptick˘ch vzorkÛ pacientÛ s nádoro-
v˘m onemocnûním prostaty.

V séru pacientÛ se zhoubn˘mi nádory
prostaty byla sledována hladina caveolinu-
1, AMACR a metalothioneinu.

Molekulárnû-biologická anal˘za
bunûãn˘ch linií
Model tkánû karcinomu reprezentuje

bunûãná linie 22Rv1. V této linii byla sta-
novena hladina potencionálních markerÛ
tohoto onemocnûní na úrovni mRNA
a proteinu. Hladina mRNA je vyjádfiena
jako relativní násobek oproti expresi ve
zdravé tkáni. Modelem zdravé tkánû je
bunûãná linie PNT1A.

Na úrovni mRNA bylo detekováno sta-
tisticky v˘znamné sníÏení exprese genÛ
� Cav-1 (2 % oproti kontrole),
� NF-kB (9 % oproti kontrole),
� c-FOS, (15 % oproti kontole), a
� c-JUN (20 % oproti kontrole).

V̆ znamné zv˘‰ení hladiny bylo popsá-
no u metalothioneinu tfiídy 1A a 2A:
� MT1A (190 %) a MT2A (240 %),
� PSA (260 %),
� Ki-67 (200 %),
� MMP-9 (370 %),
� AMACR (840 %),

a u zinkov˘ch transportérÛ
� ZIP1 (4 500 %),
� ZnT-1 (2 500 %).

Nebyla popsána statisticky v˘znamná
zmûna hladiny protinádorovû pÛsobícího
proteinu p53 (obr. 1A). Na úrovni protei-
nu bylo nalezeno statisticky v˘znamné
zv˘‰ení PSA volného (PSA free) i celko-
vého (PSA total) u nádorové bunûãné linie,
hladina metalothioneinu byla naopak
v nádorové linii signifikantnû sníÏena (obr.
1B, C, D).

Klinická studie u pacientÛ s nádorem
prostaty

Metalothionein, caveolin-1 a AMACR
byly vybrány pro detekci v krevním séru
pacientÛ a dobrovolníkÛ zahrnut˘ch do této
studie, protoÏe bylo u tûchto proteinÛ popsá-
no, Ïe pfii nádorovém procesu opou‰tûjí pro-
statickou tkáÀ a dostávají se tak do séra.
Bylo zji‰tûno statisticky v˘znamné zv˘‰ení
hladiny metalothioneinu (p < 0,001), pfii-

ãemÏ hladina caveolinu-1 a AMACR se
mezi kontrolní a nádorovou skupinou signi-
fikantnû nemûnila (obr. 2A, B).

I pfies statistickou nev˘znamnost odli‰-
ností v hladinû Cav-1 clusterová anal˘za
odhalila v˘razn˘ rozptyl hodnot a rozdûli-
la tak pacienty do dvou skupin a to s vyso-
k˘m Cav-1 a nízk˘m Cav-1 (data nezob-
razena). Byly proto provedeny korelace
s daty získan˘mi z chorobopisÛ. Díky sta-
tistické anal˘ze byly odhaleny slabé závi-
slosti mezi hladinou Cav-1 a PSA (r = 0,41
pfii p = 0,002) (obr. 2D). Nebyly nalezeny
statisticky v˘znamné korelace mezi vûkem
a v‰emi tfiemi sledovan˘mi markery.

V závislosti na Gleasonovû gradingu
onemocnûní se hladina AMACR sniÏuje
(hraniãnû v˘znamn˘ jev, r = -0,43 pfii p =
0,056) (obr. 2E), naopak, hladina Cav-1 se
v závislosti na gradingu zvy‰uje (r = 0,29
pfii p = 0,028) (obr. 2F).Metalothionein je
na gradingu nádorového onemocnûní
nezávisl˘.

Z pohledu hladiny markerÛ u pacientÛ
s lokalizovan˘m a ‰ífiícím se tumorem
nebyly nalezeny statisticky v˘znamné roz-
díly mezi lokalizovan˘mi (T1,2) a ‰ífiícími
se (T3,4) nádory u v‰ech tfií sledovan˘ch
markerÛ (data nezobrazena). Nicménû,
sérová hladina Cav-1 byla vy‰‰í u pacien-
tÛ s nádory T4, nicménû pod hladinou sta-
tistické v˘znamnosti (obr. 2C).

Hladina Ïádného ze sledovan˘ch mar-
kerÛ se nemûní u pacientÛ s:
– hypertenzí,
– ischemickou chorobou srdeãní a hyper-

lipoproteinémií,
– ischemickou chorobou dolních konãe-

tin, a
– vfiedovou chorobou gastroduodena.

Obdobnû, hladina sledovan˘ch markerÛ
není odli‰ná ve skupinû kufiákÛ a nekufiákÛ
(data nezobrazena).

Statistická v˘znamnost korelace Cav-1
se zv˘raznila pfii následném rozdûlení do
skupin dle stagingu, komorbidit a gradin-
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Obr. 1. Hladina národov˘ch markerÛ u bunûãn˘ch linií.
(A) – hladina mRNA markerÛ vyjádfiená jako relativní násobek exprese nádorové
linie (22Rv1) oproti nenádorové linii (PNT1A);
(B) – hladina volného PSA (obsah proteinu) v bunûãn˘ch liniích;
(C) – hladina metalothioneinu (obsah proteinu) v bunûãn˘ch liniích;
(D) – hladina celkového PSA v bunûãn˘ch liniích (obsah proteinu).
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gu. U dobfie diferencovan˘ch tumorÛ kore-
luje hladina Cav-1 zápornû se stagingem
onemocnûní, u nízce diferencovan˘ch
tumorÛ koreluje s PSA a gradingem.

U pacientÛ s komorbiditami hypertenze
a hyperlipoproteinémie a u nekufiákÛ se
trend korelace mezi gradingem a vûkem
zv˘razní. U skupiny kufiákÛ koreluje hla-
dina Cav-1 s poãtem pfiidruÏen˘ch nemocí.

Diskuse

Metalothionein je u pacientÛ s nádoro-
v˘m onemocnûním (vãetnû karcinomu
prostaty) v˘raznû zv˘‰en (12). To jej staví
do pozice moÏného nádorového markeru
tohoto onemocnûní (49), minimálnû ovliv-
nûného klinick˘m stavem pacienta, proto-
Ïe jeho vysokou hladinu neovlivÀuje
kufiáctví, vûk, grading onemocnûní, ani
pfiítomnost komorbidit ãast˘ch v populaci.

Ze studia na bunûãn˘ch liniích je patrné,
Ïe hladina metalothioneinové exprese na
úrovni RNA je vy‰‰í oproti kontrole,
a naopak hladina proteinu je v porovnání
s kontrolou mírnû níÏena (32, 33). To
nasvûdãuje tomu, Ïe metalothionein je
u pacientÛ s karcinomem exprimován ve
vût‰í mífie (proto vy‰‰í RNA) a následnû je
aktivnû transportován do extracelulárního
prostoru prozatím neznám˘mi mechanis-
my. Z tohoto dÛvodu je hladina metalo-
thioneinu v cytoplasmû bunûk niÏ‰í.
Vzhledem k jeho vztahu k zineãnat˘m ion-
tÛm, jejichÏ metabolismus je u karcinomu
prostaty patologick˘, je moÏné oãekávat,
Ïe se metalothionein mÛÏe podílet na pato-
genezi onemocnûní (7, 19).

Aã hladina caveolinu-1 nebyla rozdílná
mezi skupinou nádorovou a nenádorovou,
byla nalezena jeho vy‰‰í sérová hladina
u pacientÛ s postiÏením okolních tkání

a orgánÛ (TNM stádium T4) oproti stádiím
niÏ‰ím. Hladina tohoto markeru se zvy‰u-
je v závislosti na gradingu onemocnûní.
Podobnû jako u metalothioneinu, hladina
caveolinu-1 není ovlivnûna pfiítomností
komorbidit ani koufiením a není závislá na
vûku. TaktéÏ hladina alfa-metyl CoA-race-
mázy nebyla rozdílná mezi pacienty a kon-
trolou. Oproti v˘‰e zmínûn˘m markerÛm
se hladina AMACR sniÏuje v závislosti na
gradingu onemocnûní.

Îádná ze zde sledovan˘ch látek
nesplÀuje kritéria markeru agresivní formy
onemocnûní. Toto tvrzení stojí na pfiedpo-
kladu, Ïe vût‰ina tumorÛ prostaty je latent-
ní a pomalu rostoucí (tedy o stádiu T1 a 2)
a pouze malá ãást se chová agresivnû
(dosáhne tedy stádia T3 a 4). Mezi tûmito
dvûma skupinami nebyl popsán statisticky
v˘znamn˘ rozdíl v hladinû sledovan˘ch
proteinÛ. Nicménû, hladina caveolinu-1 je
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Obr. 2. Hladina nádorov˘ch markerÛ v séru pacientÛ.
(A) – hladina metalothioneinu;
(B) – hladina alfa metyl-Coa-racemázy (AMACR);
(C) – hladina Caveolinu-1 v závislosti na stagingu onemocnûní;
(D) – závislost hladiny caveolinu-1 na hladinû celkového PSA;
(E) – závislost hladiny AMACR na Gleasonovû skóre;
(F) – závislost Caveolinu na Gleasonovû skóre.
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v séru pacientÛ s tumorem ve stádiu 4
v˘raznû vy‰‰í a taktéÏ jeho hladina se zvy-
‰uje s gradingem. Hladinu tohoto markeru
je proto Ïádoucí ovûfiit na vût‰ím souboru
pacientÛ s agresivní formou tumoru.

Metalothionein, byÈ nesplÀuje kritéria
pro marker agresivní formy onemocnûní,
je jako jedin˘ v této studii v˘raznû zv˘‰en
v séru pacientÛ s tumory prostaty. Jako
jedin˘ ze sledovan˘ch tak mÛÏe b˘t vyuÏit
jako doplnûk ke screeningu PSA. Nicmé-
nû, jeho dal‰í vyuÏití v klinické medicínû
je tfieba ovûfiit na vût‰ím souboru dat zís-
kan˘ch od pacientÛ s tímto nádorov˘m
onemocnûním.
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