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SOUHRN

Soucasné moznosti diagnostiky karcinomu prostaty neumoznuji odliSit agresivni (signifikantni tumory) od klinicky

latentnich (nesignifikantnich forem). Prace se zaméruje na stanoveni hladiny klinicky vyuzitelnych tumorovych

markeryd karcinomu prostaty:

4 alfa-metyl CoA-racemaza (AMACR),

“ caveolin-1,

4 metalothionein (MT),

4 pS3,

¢ NF-kB,

¢ c-FOS,

4 c-JUN,

¢ Ki-67,

¢ prostaticky specificky antigen (PSA),

¢ ZIP1 a ZnT-1 na Grovni prostatické tkané (reprezentované bunéénymi liniemi 22Rv1 a PNT1A) a v séru
pacientl s histologicky oveéfenym adenokarcinomem (82 karcinomovych a 51 kontrolnich ser).

Na arovni mRBNA bylo zjiSténo snizeni exprese Cav-1, NF-kB, c-FOS a c-JUN a zvySeni exprese metalothioneinu,

AMACR, PSA, Ki-67, MMP-9 a zinkovych transportéra ZIP1 a ZnT-1.

V séru je popsano signifikantni zvySeni metalothioneinu nad hladinu 1 KM. Hladina caveolinu-1 se vyznamné zvy-

Suje u high-grade tumort, coz jej stavi do pozice mozného markeru agresivni formy karcinomu prostaty.

Klicova slova: nadorova onemocnéni, polymerazova fetézova reakce, elektrochemie, imunodetekce; molekular-

né-biologické techniky, nadorové markery.

SUMMARY

Gumulec J., Masarik M., Krizkova S., Babula P, Hrabec P, Rovny A., Masarikova 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

4 alpha-methyl CoA-racemase (AMACR)]),

4 caveolin-1,

4 metallothionein (MT),

4 p53,

¢ NF-kB,

4 c-FOS,

4 c-JUN,

+ Ki-67,

4 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 mBNA expression, it was found that Cav-1, NF-kB, c-FOS and c-JUN were down-regulated and MT,
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of prostate carcinoma.

Uvod

adorové markery jsou biomoleku-
le, upozoriiujici na aktivné probi-

hajici nddorové onemocnéni. Jsou
produkovény bud pfimo nadorovymi buii-
kami, nebo jsou disledkem reakce jinych
bunék téla na pfitomnost neoplastického
procesu. Mohou to byt

— specifické genové sekvence,

— mutace,

— latky bilkovinné povahy (enzymy, nad-
orové antigeny, plazmatické proteiny,
rastové faktory),

— hormony, a

— produkty metabolickych drah specific-
kych pro maligni procesy.

Nadorové markery mohou byt deteko-
véany z krve, z moci, pfimo z nadorové tka-
né, ¢i z jinych biologickych materidla (1,
27, 33, 37, 39). Markery detekované pfi-
mo z nadorové tkané maji vyuZiti v hod-

NN

vyuziti vSech nddorovych markeril je
monitorace v pribéhu 1é¢by, anebo detek-
ce po ni s cilem ¢asného zachytu relaps.
Jejich vyuziti ve screeningu je v soucas-
nosti velice omezené predevsim pro vyraz-
né ekonomické néklady. Jedinym scree-
ningov€é vyuZitelnym markerem je
prostaticky specificky antigen (PSA),
enzym produkovany butikami prostaty,
poukazujici na (nddorové i nenddorové)
postiZeni této tkang.

Ackoliv pouZiti tohoto markeru vedlo
v poslednich dvou desetiletich k vyrazné
redukci mortality na nidorové onemocné-
ni prostaty (tedy ke spInéni hlavniho krité-
ria screeningu), neni PSA idedlnim diag-
nostickym nastrojem (6, 20, 35, 38).

Karcinom prostaty, jedno z nejvice stu-
dovanych onkologickych onemocnéni
z davodu vysoké frekvence v muzské
populaci, patii mezi nejcastéjSi priciny
umrti na niddorové onemocnéni (7-11, 17,
18,28, 37, 39, 48). Vyrazné zvySené mnoz-
stvi odhalenych pacientt s timto onemoc-
nénim v poslednich desetiletich pfimo sou-
visi se zavedenim vySetfeni prostatického
specifického antigenu (PSA) do béZné kli-
nické praxe (18, 37, 45). Tento marker
umoznil identifikovat Casnéd stddia one-
mocnéni, kterd byla nezjistitelnd digital-
nim rektdlnim vySetfenim.

Screening PSA pfispél ke sniZeni mor-
tality o 20 %, jak uvadi studie zaméfend na
evropska l1éCebna zafizeni otiSténa v pre-
stiznim periodiku New England Journal of
Medicine (42). ZjiSténa redukce mortality

VXt

rozpoznat vylécitelnd stadia T1 a T2 kar-
cinomu prostaty, které neni spolehlivé
zachytitelné rektdlnim vySetfenim. U nad-
ort Sificich se mimo prostatu (stidium T3)
prestivaji byt nddory kurabilni a na misté
je pouze paliativni pfistup. I pres tento
zjevny benefit vySetieni PSA ma digitalni
rektdlni vySetfeni stile své misto v diag-
nostice a nemélo by byt opomijeno ani
v ordinaci praktického lékare (22, 45).

Na druhou stranu je tieba zdlraznit, Ze
pres vysokou incidenci tohoto onemocné-
ni je drtiva vétSina (aZ 80 %) nidorl bez-
pfiznakovd a jsou Casto prokdzana aZ pfi
pitvé zemrelych na jinou pri¢inu ¢i pii ope-
ra¢nich zdkrocich (9, 28). Nadory prostaty
je proto vhodné rozdélit do dvou skupin,
atona
W nadory signifikantni, s ohroZenim Zivo-

ta, a
B nidory nesignifikantni, u nichZ je ohro-

Zeni Zivota vysoce nepravdépodobné.

Z4dna soucasn& pouZivana diagnostic-
ka metoda, tedy ani hladina PSA, digitalni
rektalni vySetfeni, transrektalni sonografie
¢i biopsie, neni schopna odlisit, jedna-li se
o agresivni, nebo latentni formu nidoru.
VSechny biopticky ovéfené karcinomy se
proto 1é¢i jako signifikantni Zivot ohrozu-
jici formy, tedy radikalné.

Takovyto pristup vede k vyraznému sni-
Zeni kvality Zivota, protoZe u radikalni pro-
statektomie dochazi az u 70 % pacientl
k erektilni dysfunkci a u necelych 10 %
k inkontinenci (45). Vyznamny podil paci-
entl je tedy léCen zbytecné (26). Je proto
zadouci nalézt takové markery karcinomu
prostaty, které budou schopny jiZ v inicial-
nich stadiich bezpecné odliSit agresivni
a latentni formy nadoru (8, 25, 28, 32).

Predklddana price se zaméfuje na stu-
dium zmén exprese vybranych geni
u buné¢nych linii a detekci hladin jejich
proteinovych produktli v séru pacientl
trpicich karcinomem prostaty a jejich zavi-
slosti na klinickych datech pacienta. Pro
préci byly vybrany nasledujici geny:

H metalothionein,

B caveolin-1,

B Ki-67,

W p53,

B NF-kB,

alfa-metyl CoA-raceméiza,

c-FOS,

c-JUN,

matrixovd metaloproteiniza 9, a
zinkové transportéry ZIP1, ZnT-1.
Jsou to latky, u nichZ byla v literatufe
popsdna zména jejich hladiny ve vzorcich
buné¢nych linii, ¢i v jiném biologickém

AMACR, PSA, Ki-67, MMP-9 and zinc transporters ZIP1 and ZnT-1 were up-regulated.
In serum, the level of MIT was significantly enhanced above 1 KM. 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

Key words: tumour diseases, polymerase chain reaction, electrochemistry, immunodetection, molecularly-bio-
logical techniques, tumour markers.
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materidlu, ¢i se zména jejich hladiny oce-
kava v disledku postiZeni urcitych signal-
nich drah.

Cilem préce je popsat hladiny genil na
arovni RNA a proteinu v nddorové tkani
a v séru pacientii. Uroveti nddorové tkdné
je v této praci nahrazena modelem bunéc-
nych linii odvozenych od prostatické tka-
né.

Metalothioneiny a nddory prostaty

Metalothioneiny jsou skupinou protei-
ni o molekuldrni hmotnosti 6-10 kDa
s vysokym obsahem cysteinu (12, 30, 31,
33). Pritomnost —SH skupinu obsahujicich
aminokyselin pfimo souvisi se schopnosti
téchto proteinli vazat fadu kova (2-7, 15,
16, 23). Metalothioneiny proto hraji klico-
vou roli v transportu iontd kovi, jejich
detoxikaci a v ochrané bunék pred oxida-
tivnim stresem (12, 24). Funkce téchto
proteintl zasahuji také do regulace apopto-
zy, kdy zvySené hladiny metalothioneinu
maji antiapoptické ptisobeni. Metalothio-
neiny dale reguluji hladinu, aktivitu
a buné¢nou lokalizaci transkripcniho fak-
toru NF- B, ktery aktivuje antiapoptické
geny Bcl-2, c-myc a TRAF-1, které patii
do rodiny protoonkogentl.

Tato antiapoptickd kaskdda muiZe byt
vyuzita jako protektivni mechanismus
bunék karcinomu prostaty pfi jejich pato-
logické proliferaci proti apoptickym sig-
naltm (15).

Alfa-metyl CoA-racemdza (AMACR)

a vztah k prostatické tkdni

Alfa-metyl CoA-racemidza (AMACR)
je peroxizomdlni a mitochondridlni enzym
Ucastnici se -oxidace vétvenych mastnych
kyselin, katabolizmu metabolitd Zlu¢ovych
kyselin a metabolismu ibuprofenu.

ZvySeni hladin tohoto proteinu je
popsédno u vétSiny adenokarcinomil pro-
staty a u prostatické intraepitelidlni neopla-
zie vysokého stupné. Nizké hladiny toho-
to markeru jsou popsdny u benigni
hyperplazie a u atypické adenomatdzni
hyperplazie (14, 28, 32).

Dalsit diagnosticky vyznamné proteiny

u karcinomu prostaty

Caveolin-1 (Cav-1) je membrénovy
protein a vyznamnd strukturdlni sloZzka
kaveol.. Skupina téchto proteini hraje
dilezitou roli v odbouravani cholesterolu,
ale také se vyrazné podili na transmem-
branové signalizaci molekul. V poslednich
letech byl popsén vliv Cav-1 na progresi
nadorovych onemocnéni a zvySeni jeho
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sérovych hladin specificky u karcinomu
prostaty (28).

U androgen-nezévislych forem nidori
prostaty je popsdna role komplexu pro-
toonkogent c-Fos a c-Jun, které aktivuji
nezdvisle na pfitomnosti androgent geny
regulované androgeny a mimoto c-Jun
samostatné funguje jako kofaktor andro-
genniho receptoru (13).

Tumor-supresorovy protein pS3 ovliv-
fuje proliferaci a opravu DNA, apoptézu
a odezvu bunék na ristové faktory. U kar-
cinomil prostaty je ¢asto mutovan (27).

U karcinomu prostaty je disledkem
odchylného metabolismu metalothioneinu
zine¢natych iontl a zinkovych transporté-
ri oCekdvand zména exprese signdlnich
drah ovliviluyjicich pieZivani bunék (12, 15,
19, 23). Hladina zineCnatych iontl je
u karcinomu sniZena zejména v disledku
sniZzeni hladiny zinkového transportéru
ZIP-1. Na tomto se podili kaskdda RAS-
RAF-MEK-ERK-RREB-1 (39, 47), expri-
movand typicky u Spatné diferencovanych
forem s invazivnim ristem a s tendenci
metastazovat (21, 48).

Bunééné kultury odvozené od nddori

prostaty

Procesy probihajici v buiikich karcino-
mu prostaty byly zkoumény zejména na
bunécnych liniich
— LNCaP (androgen-senzitivni),

— PC-3 (androgen-rezistentni), a
— DU 145 (androgen-rezistentni).

Tyto linie nejsou idedlnim modelem
a mohou se od in vivo stavu vyrazné liSit,
protoZe jsou odvozeny z metastatického
rozsevu v kostech (PC-3), mozku (DU
145) a lymfatickych uzlinich a nikoli z pri-
marniho loZiska.

Buné¢na linie 22Rv1 reprezentuje pri-
marni prostaticky Spatné diferencovany ade-
nokarcinom o Gleason skére 9. Linie expri-
muje androgenni receptor (AR) a syntetizuje
vysoké hladiny PSA (44). Linie 22Rv1 je
vhodnéj$im modelem prostatického karcino-
mu také proto, Ze vykazuje oproti ostatnim
linifm vyrazné niZ3i stupeii genové variabili-
ty a niZ8i stupeti aneuploidie — karyotyp 50
XY (trizomie 7,8,12) — DNA index 1,30
(vedle toho PC-3 1,84 a LNCaP 2,09) (43).

Material a metody

V prvnich fazich experimentu bylo pra-
covano s buné¢nymi liniemi. U nich byla
latek na drovni RNA. Dle vysledkil expre-
se u bun&¢nych linii byly vybrané latky
stanoveny také na urovni proteinu. U latek,
u nichZ se ocekava, ¢i u nichZ bylo popsa-
no zvySeni jejich hladin v séru (jednd se
tedy o ,,plazmatické markery*), byla detek-
ce provedena na vzorcich s histologicky
ovéfenym nadorem.

Bunécné linie, séra

V nasi studii byly pouZity dvé bunécné
linie:

kontrolni, PNT1A, lidsk4 buné¢na linie
ziskand imortalizaci normalnich prostatic-
kych epitelidlnich bunék 35letého muze
post mortem, a

22Rvl, linie odvozend z xenograftu
pasdZovaného na kastrovanych mysich.

Tyto bunécné linie byly zakoupeny
u HPA Culture Collections (Salisbury,
UK). Proteiny z téchto linii a z testovanych
vzorkll krevnich sér pacientll byly izolo-
vany pomoci RIPA pufru mechanickou
homogenizaci, nebo tepelnou denaturaci
(99 °C) ziskaného materidlu.

Soubor pacientii s diagnostikovanym

karcinomem prostaty

Ve studii byla pouZita séra pacientl
s histologicky ovéfenym adenokarcino-
mem prostaty (82 vzorki). VEk pacientil se
pohyboval v rozpéti 40 aZ 78 let s primé-
rem 63 let. Jednalo se o dobfe az Spatné
diferencované tumory s Gleasonovym sko-
re v rozmezi 5 a7 10. Patologicky staging
vzorkl se pohyboval v rozmezi 1c az 4,
vSichni pacienti byli bez postiZeni lymfa-
tickych uzlin a bez vzdéilenych metastaz.

V souboru bylo 80 % nekuidkil, 12 %
kufdki a 8 % ex-kufaki.

Co se pfidruzenych onemocnéni tyce,
40 % pacienti bylo bez komorbidit, 37 %
pacientd mélo jednu komorbiditu, 17 %
pacientll mélo 2 a zbylych 6 % mélo 3
a vice komorbidit.

Dale 24 % pacientll mélo diagnostiko-
véanu hyperlipoproteinémii, 47 % pacienti
hypertenzi, 7 % pacientl ischemickou cho-
robu srdecni, 7 % diabetes mellitus 2. typu,
2 % ischemickou chorobu dolnich konce-
tin, 5 % viedovou chorobu gastroduodena
a 1 % pacientll mélo tumor v anamnéze.

V kontrolni skupiné bylo 51 testova-
nych probandti. VEk kontrolni skupiny se
pohyboval v rozmezi 18 az 55 let s primé-
rem 38 let.

Testovana séra byla ziskana z Urologic-
ké kliniky nemocnice U svaté Anny
v Brné. Zatazeni pacientli do realizované
klinické studie bylo schvidleno etickou
komisi Lékatské fakulty Masarykovy uni-
verzity a FNUSA.

Polymerdzovd fetézovd reakce

K izolaci RNA z buné¢nych linii byl
pouZit High pure total RNA isolation kit
(Roche, Svycarsko). Izolovana RNA byla
pfepsdana do cDNA pomoci Transcriptor
first strand cDNA synthesis kit (Roche) dle
pokyni vyrobce. Real-time PCR byla pro-
vedena pomoci systému TagMan na pfist-
roji 7500 real-time PCR system (Applied
Biosystems, USA). Vysledky byly vyhod-
noceny v triplikitech komparativni Ct
metodou a standardizovany vici -aktinu.

Elektrochemickd detekce
metalothioneinu a imunodetekce
caveolinu-1

K detekci hladiny metalothioneinu bylo
pouZito elektrochemické detekce (31, 33).
Elektrochemicka detekce MT se provadi
na piistroji AUTOLAB Analyser v klasic-
kém tiielektrodovém uspotfddani pomoci
tzv. Brdi¢kovy reakce. Analyzovany vzo-
rek je akumulovin na povrch pracovni
elektrody, kterou je visici rtutova elektro-
da. Po akumulaci stanoveni probiha
v zdkladnim elektrolytu obsahujicim
kobaltitou stil v amonném pufru s pH 9,6
(2,3, 31).

K detekci caveolinu-1 bylo pouZito
ELISA kitu (USCN Life Science Inc.)
Postup ELISA byl proveden dle pokyni
vyrobce. Vysledek vyjadfeny zménou bar-
vy substritu byl detekovan fotometricky
pfi 495 nm.

Gelovd elektroforéza

Vzorky byly elektroforeticky separova-
ny na 10% SDS-PAGE gelech, barveny
dusi¢nanem stiibrnym (kit BioRad, postup
dle vyrobce) a soub&Zzné blotoviny na
nitrocelul6zovou membranu a imunodete-
kovany pomoci specifickych protilatek.
Pro rychlou orientaci byly pouZivany dot-
bloty.

Proti metalothioneinu (isoformé 1a 2)
byla pouZita polyklondlni krali¢i protilat-
ka (Santa Cruz biotechnology, USA), pro-
ti AMACR polyklondlni krali¢i protilatka
(Clonestar, CZ), proti PSA monoklonalni
mySi protilatka (Santa Cruz Biotechnolo-
gy, Santa Cruz, USA).

Statistické vyhodnocent

Vysledky byly vyhodnocovény v soft-
waru Statistica 9. K porovnani hladiny
mezi kontrolni a nddorovou skupinou bylo
pouZito t-testll. Korela¢ni matice byly
pouZity k nalezeni souvislosti mezi testo-
vanymi veli¢inami.

K orientaci v souboru pacientli byla
provedena clusterova analyza (K-means).
Hladina vyznamnosti p = 0,05 byla stano-
vena pro urceni signifikantné odli$né hod-
noty.

Vysledky

Ze sledovanych biomolekul byla zjiste-
na zména hladin (ve smyslu zvySeni i sni-
Zeni) na drovni mRNA u fady gent, a to:
— Cavl,

— NF-kB,
— FOS,

— JUN,

- P33,

— MTIA,
- Ki67,
— MT2A,
— PSA,
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- MMP9,
— AMACR,
— 7ZnTl,

- ZIP1.

Zména v expresi jednotlivych proteini
neni v soucasnosti aplikovatelna pro béz-
nou zdravotnickou praxi. Experimentalné,
ale prokazuje urcitou zménu ,,chovani®
nadorové zménéné tkané, kterd mize byt
v budoucnu pro praktickou medicinu velmi
pfinosnd. Kromé toho zména hladiny na
drovni proteinu (zjiSt€na na experimental-
ni buné¢né linii) miZe byt vyuZita v histo-
chemické analyze (tkdnovych markeri)
u bioptickych vzorkd pacientll s nadoro-
vym onemocnénim prostaty.

V séru pacientli se zhoubnymi nadory
prostaty byla sledovédna hladina caveolinu-
1, AMACR a metalothioneinu.

Molekuldrné-biologickd analyza

bunécnych linit

Model tkané karcinomu reprezentuje
bunécna linie 22Rv1. V této linii byla sta-
novena hladina potenciondlnich markert
tohoto onemocnéni na drovni mRNA
a proteinu. Hladina mRNA je vyjadiena
jako relativni ndsobek oproti expresi ve
zdravé tkani. Modelem zdravé tkané je
bunécna linie PNTI1A.

Na trovni mRNA bylo detekovéno sta-
tisticky vyznamné sniZeni exprese gentl
B Cav-1 (2 % oproti kontrole),

B NF-kB (9 % oproti kontrole),
B c-FOS, (15 % oproti kontole), a
B c-JUN (20 % oproti kontrole).

Vyznamné zvySeni hladiny bylo popsa-
no u metalothioneinu t¥idy 1A a 2A:
B MTI1A (190 %) a MT2A (240 %),
B PSA (260 %),

B Ki-67 (200 %),
B MMP-9 (370 %),
B AMACR (840 %),

a u zinkovych transportéra
W ZIP1 (4 500 %),

B ZnT-1 (2 500 %).

Nebyla popsdna statisticky vyznamna
zména hladiny protinddorové ptsobiciho
proteinu p53 (obr. 1A). Na drovni protei-
nu bylo nalezeno statisticky vyznamné
zvySeni PSA volného (PSA free) i celko-
vého (PSA total) u nddorové bunécné linie,
hladina metalothioneinu byla naopak
v nadorové linii signifikantn€ sniZena (obr.
1B, C, D).

Klinickd studie u pacientii s nddorem
prostaty

Metalothionein, caveolin-1 a AMACR
byly vybrany pro detekci v krevnim séru
pacientt a dobrovolnik(l zahrnutych do této
studie, protoZe bylo u téchto proteinli popsa-
no, Ze pfi nidorovém procesu opoustéji pro-
statickou tkan a dostavaji se tak do séra.
Bylo zjisténo statisticky vyznamné zvySeni
hladiny metalothioneinu (p < 0,001), pfi-
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Obr. 1. Hladina narodovych markerd u buneécnych linii.

(A) — hladina mRNA markert vyjadrena jako relativni nasobek exprese nadorové
linie (22Rv1) oproti nenadoroveé linii (PNT1A];

(B) - hladina volneho PSA (obsah proteinu] v bunécnych liniich;

(C) - hladina metalothioneinu (obsah proteinu] v bunécnych liniich;

(D) - hladina celkového PSA v bunécnych liniich (obsah proteinuy.

¢emZ hladina caveolinu-1 a AMACR se
mezi kontrolni a nadorovou skupinou signi-
fikantné neménila (obr. 2A, B).

I pres statistickou nevyznamnost odli$-
nosti v hladiné Cav-1 clusterové analyza
odhalila vyrazny rozptyl hodnot a rozdéli-
la tak pacienty do dvou skupin a to s vyso-
kym Cav-1 a nizkym Cav-1 (data nezob-
razena). Byly proto provedeny korelace
s daty ziskanymi z chorobopisi. Diky sta-
tistické analyze byly odhaleny slabé zavi-
slosti mezi hladinou Cav-1 aPSA (r=0,41
pfi p = 0,002) (obr. 2D). Nebyly nalezeny
statisticky vyznamné korelace mezi vékem
a vSemi tfemi sledovanymi markery.

V zavislosti na Gleasonové gradingu
onemocnéni se hladina AMACR sniZuje
(hrani¢né vyznamny jev, r = -0,43 pii p =
0,056) (obr. 2E), naopak, hladina Cav-1 se
v zavislosti na gradingu zvySuje (r = 0,29
pri p = 0,028) (obr. 2F). Metalothionein je
na gradingu nadorového onemocnéni
nezdvisly.

Z pohledu hladiny markert u pacientt
s lokalizovanym a S§ificim se tumorem
nebyly nalezeny statisticky vyznamné roz-
dily mezi lokalizovanymi (T'1,2) a Sificimi
se (T3,4) nadory u vSech tfi sledovanych
markertt (data nezobrazena). Nicméné,
sérovd hladina Cav-1 byla vyS$i u pacien-
th s nddory T4, nicméné pod hladinou sta-
tistické vyznamnosti (obr. 2C).
Hladina Zadného ze sledovanych mar-
kerli se neméni u pacienti s:
— hypertenzi,
— ischemickou chorobou srde¢ni a hyper-
lipoproteinémii,
— ischemickou chorobou dolnich konce-
tin, a
— vredovou chorobou gastroduodena.
Obdobné, hladina sledovanych markera
neni odliSnd ve skupiné kurdka a nekutaki
(data nezobrazena).
Statistickd vyznamnost korelace Cav-1
se zvyraznila pfi ndsledném rozdéleni do
skupin dle stagingu, komorbidit a gradin-
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Obr. 2. Hladina nadorovych markerd v seru pacientd.

(A) — hladina metalothioneinu;

(B) - hladina alfa metyl-Coa-racemazy (AMACR);

(C) - hladina Cavealinu-1 v zavislosti na stagingu onemocnéni;
(D) - zavislost hladiny caveolinu-1 na hladiné celkového PSA;
(E) - zavislost hladiny AMACR na Gleasonové skore;

(F) - zavislost Caveolinu na Gleasonové skore.

gu. U dobre diferencovanych tumort kore-
luje hladina Cav-1 zdporné€ se stagingem
onemocnéni, u nizce diferencovanych
tumort koreluje s PSA a gradingem.

U pacientd s komorbiditami hypertenze
a hyperlipoproteinémie a u nekufdka se
trend korelace mezi gradingem a vékem
zvyrazni. U skupiny kufdka koreluje hla-
dina Cav-1 s poctem pridruZenych nemoci.

Diskuse

Metalothionein je u pacientl s nddoro-
vym onemocnénim (vcetné karcinomu
prostaty) vyrazné zvysen (12). To jej stavi
do pozice mozného naddorového markeru
tohoto onemocnéni (49), minimalné ovliv-
néného klinickym stavem pacienta, proto-
7Ze jeho vysokou hladinu neovliviiuje
kuréctvi, v€k, grading onemocnéni, ani
pritomnost komorbidit ¢astych v populaci.

Ze studia na buné¢nych liniich je patrné,
Ze hladina metalothioneinové exprese na
arovni RNA je vyS8i oproti kontrole,
a naopak hladina proteinu je v porovnini
s kontrolou mirné nizena (32, 33). To
nasvédCuje tomu, Ze metalothionein je
u pacientll s karcinomem exprimovan ve
veét§i mife (proto vy$$i RNA) a nasledné je
aktivng transportovan do extracelularniho
prostoru prozatim nezndmymi mechanis-
my. Z tohoto diivodu je hladina metalo-
thioneinu v cytoplasmé bunék nizsi.
Vzhledem k jeho vztahu k zine¢natym ion-
tm, jejichZ metabolismus je u karcinomu
prostaty patologicky, je mozné ocekavat,
Ze se metalothionein miZe podilet na pato-
genezi onemocnéni (7, 19).

Ac hladina caveolinu-1 nebyla rozdilna
mezi skupinou nddorovou a nenadorovou,
byla nalezena jeho vyS$Si sérovd hladina
u pacientlt s postiZenim okolnich tkéni

a orgdnd (TNM stadium T4) oproti stadiim
niz§im. Hladina tohoto markeru se zvysu-
je v zavislosti na gradingu onemocnéni.
Podobné jako u metalothioneinu, hladina
caveolinu-1 neni ovlivnéna pritomnosti
komorbidit ani koufenim a neni zavisla na
v€ku. TaktéZ hladina alfa-metyl CoA-race-
mézy nebyla rozdilnd mezi pacienty a kon-
trolou. Oproti vySe zminénym markerim
se hladina AMACR sniZuje v zdvislosti na
gradingu onemocnéni.

Zadna ze zde sledovanych latek
nespliiuje kritéria markeru agresivni formy
onemocnéni. Toto tvrzeni stoji na predpo-
kladu, Ze vétSina tumort prostaty je latent-
ni a pomalu rostouci (tedy o stadiu T1 a 2)
a pouze mald Cast se chova agresivné
(dosdhne tedy stadia T3 a 4). Mezi témito
dvéma skupinami nebyl popsén statisticky
vyznamny rozdil v hladin€ sledovanych
proteintl. Nicméné, hladina caveolinu-1 je
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v séru pacientl s tumorem ve stadiu 4
vyrazné vys§i a taktéZ jeho hladina se zvy-
Suje s gradingem. Hladinu tohoto markeru
je proto Zadouci ovéfit na vét§im souboru
pacientl s agresivni formou tumoru.

Metalothionein, byt nespliiuje kritéria
pro marker agresivni formy onemocnéni,
je jako jediny v této studii vyrazn€ zvySen
v séru pacientll s tumory prostaty. Jako
jediny ze sledovanych tak miZe byt vyuZit
jako dopln€k ke screeningu PSA. Nicmé-
né, jeho dalsi vyuZiti v klinické mediciné
je tfeba ovéfit na vétSim souboru dat zis-
kanych od pacientll s timto nddorovym
onemocnénim.
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