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Sidhrn: Cielom nasej Stidie bolo zistit mozné vyuZitie metodiky RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction - spdtnd po-
lymerazova retazova reakcia) ako diagnostickej a prognostickej metédy pre urcenie stupria progresie karcinému prostaty. Tato metodika
sa beZne vyuZiva na detekciu cirkulujicich rakovinovych buniek v periférnej krvi pacientok so zhubnym nadorom prsnika a nasou snahou
bolo zaviest tiito metodiku i pri karcinéme prostaty. Jej prinosom je v€asné zachytenie rozsevu rakovinovych buniek, tzv. mikrometastaz,
v periférnej krvi, ako jednej z prvych kaskad zacinajiceho metastatického procesu. Na zaklade stanovenia progresie ochorenia je potom
mozné zvolit vhodny individudlny pristup lie¢by u jednotlivych pacientov. Pomocou tejto metodiky sme analyzovali sibor 50 muZov:
28 pacientov s klinicky lokalizovanym, resp. lokdlne pokrocilym karcinémom prostaty, 7 pacientov s klinicky overenym metastatickym
rozsevom ochorenia, 8 pacientov s benignou hyperplaziou prostaty a 7 zdravych mladych muzov.
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Determination of the progression of prostate cancer using RT-PCR method

Summary: The aim of our study was to verify possible utilization of RT-PCR method (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction)
as a diagnostic and prognostic modality of the progression of prostate cancer. This approach is commonly used for the detection of cir-
culating carcinomatous cells in peripheral blood of patients with malignant breast tumors, and our ambition was to adopt this method
for patients with prostate cancer. The contribution of this method consists in its ability to detect early stages of the dispersion of carci-
nomatous cells, so called micrometastases, in the peripheral circulation of patients. The estimation of the progression of the disease is
especially important for the selection of appropriate therapy for individual patients. Using this method we analyzed 50 men: 28 patients
with clinically localized or locally advanced prostate cancer, 7 patients with clinically proven metastases, 8 patients with benign prostatic
hyperplasia, and 7 healthy young men.
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Uvod
Karciném prostaty (CaP) patri medzi
najc¢astejsie sa vyskytujice zhubné na-
dory u muzov v Eurépe i v USA [1]. Zo
vietkych malignych nddorov incidencia
karcinému prostaty narasta najrychlej-
Sie s vekom. Viac nez 95% karcinémov
prostaty st adenokarcinémy. Karciném
prostaty sa vyznacuje Sirokou skalou kli-
nickych, patologickych, histologickych,
genetickych a molekuldarnych prejavov
a prdve toto spektrum moZze staZovat
rozhodnutia o lie¢be individualnych pa-
cientov [2]. Prave preto karciném pro-
staty patri v sic¢asnosti medzi najviac
$tudované maligne ochorenia.
Karciném prostaty ma dlhd pred-
klinickd fazu vyvoja a mnohokrat sa
diagnostikuje skoér, ako sa stane kli-
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nicky symptomaticky. To umozriuje
diagnostikovat aj klinicky nezdvazné
karcinémy [3]. Vela karcinémov pro-
staty je totiz latentnych, bez dosled-
kov pre pacienta a lie¢ba by u tychto
pacientov bola zbyto¢na a zataZujlca.
Na druhej strane, iné karcinémy st vy-
razne agresivne, a ak ostanu bez liecby,
vedu k smrti pacienta [4]. Prave posu-
denie zavaznosti ochorenia a nésledny
vyber vhodnej liecby je obzvlast tazky,
kedZe priznaky karcinému prostaty
a rychlost progresie ochorenia sa zna-
¢ne liSia od pacienta k pacientovi [5].
Najvacsia pozornost je v dnesnej dobe
venovand nielen odhaleniu rizikovych
faktorov a véasnej detekcii tohto ocho-
renia [6,7], ale snahou je ¢o moZno
najadekvatnejsie posudit, ¢i sa jedna

o klinicky nezdvazny alebo zavazny typ
karcinému, a stanovit $tddium pro-
gresie ochorenia, s ¢im suvisi nasledny
vyber adekvétnej terapie.

Standardne pouzivané prognostické
parametre karcinému prostaty, ako ur-
enie stupria diferencidcie nddorovych
buniek (grading, Glesonovo skére), roz-
sahu nadorového ochorenia (staging,
TNM klasifikdcia), stanovenie hodnoty
prostatického Specifického antigénu
(PSA) v krvi a sledovanie jeho dynamiky,
sa zdaju byt nedostato¢né pri predikcii
spravania karcinému prostaty [8,9].
Tendencie zaviest molekuldrno-gene-
tické metédy pre hodnotenie stupria
progresie ochorenia sa dostdvaju ¢oraz
viac do popredia, najma pri detekcii
véasnych $tddii metastatického pro-
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Obr. 1. Ukédzka vyhodnotenia vysledkov RT-PCR reakcie pre PSA pred RP pomo-
cou gélovej elektroforézy.

M - marker, 19-24 - pacienti, 19, 21, 24 pozit., 20,22,23 negat., RP - radikdlna

prostatektémia

cesu [10]. Hfadanie novych parametrov
schopnych lepsie predvidat biologické
spravanie nadoru je jedina cesta vedtca
k individualizovanému pristupu v lie¢be
jednotlivych pacientov.

Pokdusili sme sa urobit jednu z prvych
analyz vybranych ukazovatefov v Sloven-
skej republike. Zaviedli sme vyuZitie me-
todiky RT-PCR (Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction - Spitna
polymerdzovd retazova reakcia) pre de-
tekciu cirkulujtcich nadorovych buniek,
tzv. mikrometastaz, v periférnej krvi pa-
cientov s karcinémom prostaty. Tato
metéda sa pouziva v mnohych krajinach
pre hodnotenie progresie karcinému
prsnika, obli¢iek, mo¢ového mechdra
a nasim ciefom bolo predstavit tdto
metédu pre laboratérid na Slovensku.
Hlavnym ciefom nasej Stidie bolo overit
najma spolahlivost tejto metodiky.

Material

Pocas 5 rokov nasej Stidie (od roku
2004 do roku 2009) sme analyzovali
subor 50 muzov. Dvadsatosem z nich
tvorili pacienti s lokalizovanym, resp.
lokdlne pokroc¢ilym karcinémom pro-
staty, u ktorych Standardnymi vy3et-
rovacimi metédami neboli zistené me-
tastdzy. V3etci tito pacienti podstipili
radikdlnu prostatektémiu a ich zdra-
votny stav bol pravidelne sledovany, sa-
mozrejme i so sledovanim hladin PSA
v krvi. Ciefom nagej Stidie bolo pouzi-
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tim metodiky RT-PCR zachytit prvotné
$tadium progresie ochorenia pomocou
detekcie mikrometastaz v periférnej krvi
tychto pacientov. Zamerali sme sa na
expresiu génu pre PSA (prostate speci-
fic antigen) a PSMA (prostate specific
membrane antigen). Tieto antigény su
produkované ako normélnymi, tak aj
maligne zmenenymi bunkami prostaty.
Analyzovali sme expresiu PSA a PSMA
kédujdceho génu pomocou detekcie
jeho RNA produktu v cirkulujdcich pro-
statickych bunkach.

RT-PCR reakciu pre PSA a pre PSMA
sme u tychto pacientov vykonali pred
radikdlnou prostatektémiou a 2 roky
po operdcii a zistovali sme vztah tychto
vysledkov s klinickym stavom pacientov
4 roky po vykonanej radikalnej prosta-
tektémii. Udaje o hladinach PSA v krvi
tychto pacientov, ktoré sme mali k dis-
pozicii, boli z obdobia tesne pred ope-
raciou, kratky ¢as po operéacii, 1 rok
po operacii a 2 roky po operdcii. Tieto
tdaje sme takisto porovnali so sucas-
nym zdravotnym stavom pacientov.

Potom sme pomocou RT-PCR reak-
cie analyzovali 7 pacientov s klinicky
diagnostikovanymi metastdzami kar-
cinému prostaty, 8 pacientov s beni-
gnou hyperplaziou prostaty a 7 zdra-
vych mladych muZov. V3etci vy3etro-
vani muzi boli vo veku 48-80 rokov.

Ako negativnu kontrolu sme pouZili
periférnu krv zdravych mladych Zien
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vo veku 18-24 rokov a maligne tkanivo
ziskané z prostaty pacientov s pokro-
¢ilym $tadiom ochorenia bolo pouzité
ako pozitivna kontrola.

Metédy

Na detekciu pritomnosti moznych mi-
krometastaz v periférnej krvi pacientov
s karcinémom prostaty bola pouzitd
metodika RT-PCR (Reverse Transcrip-
tase-Polymerase Chain Reaction -
spdtnd polymerdzovd retazovd reak-
cia). Pre tieto rakovinové prostatické
bunky cirkulujice v periférnej krvi je ty-
picka expresia génu pre PSA a PSMA.
Prvym krokom bola izolacia bunkovych
elementov z periférnej krvi pacientov,
pricom predpokladom bolo, ze pri-
padné nadorové bunky prostaty st su-
¢astou izolovanej bunkovej frakcie [11].
Ziskanie dostato¢ného mnoZstva bu-
niek z periférnej krvi bolo nevyhnutné
pre naslednu analyzu. Druhym krokom
bola izoldcia RNA z buniek, konkrétne
mRNA. Nésledne bola pouzitd RT-PCR
reakcia, ktord umoziuje prepis RNA vy-
izolovanej z periférnej krvi pacientov do
komplementarnej DNA (cDNA) a jej
nédslednd amplifikdciu [12]. Na usku-
tocnenie tohto procesu sa vyuziva su-
prava zndma pod ndzvom PLATINUM
Quantitative RT-PCR Thermoscript
One-Step System. Tento systém zabez-
pecuje oboje - reverznu transkripciu,
Cize prepis RNA do ¢cDNA, i amplifika-
ciu novonasyntetizovanej cDNA, cize
polymerazovu retazovi reakciu (Poly-
merase Chain Reaction - PCR) [13,14].
Primery pouZité v tomto kroku sa v8ak
ukdzali ako nedostatoéne $pecifické.
Preto sme zvolili nested PCR reakciu,
pre ktoru slazil ako templat produke
predchddzajicej RT-PCR reakcie. V ne-
sted PCR reakcii bol pouzity set vnu-
tornych primerov pre selektivnu am-
plifikdciu mensieho dseku DNA, ktory
sa nikde inde v genéme nenachadza.
Vysledné produkty nested PCR reak-
cie, ¢ize kone¢ny pozadovany namno-
zeny tsek PSA a PSMA génu, mali dlzku
231bp (PSA) a 142bp (PSMA) a de-
tegovali sme ich pomocou separdcie
gélovou elektroforézou (obr. 1). Ampli-
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fikdcia tohto Specifického PSA/PSMA
génového produktu by mala korelovat
s pritomnostou PSA/PSMA exprimu-
jucich prostatickych buniek v perifér-
nej cirkulacii [15]. Pre realizaciu na3ej
Studie sme teda museli urcit sekvenciu
vhodnych primerov, vytvorit vhodny al-
goritmus programov pre nas teplotny
cykldtor a upravit vietky reakcie pre
nade laboratérne podmienky.

Vysledky

Vysledky RT-PCR reakcie 28 pacientov
s lokalizovanym, resp. lokalne pokro-
¢ilym karcinémom prostaty uvddzame
pre porovnanie spolu so $tandardne
pouzivanymi prognostickymi parame-
trami karcinému prostaty - s Gleaso-
novym skére (TNM klasifikdcia) a hla-
dinou PSA v krvi (tab. 1).

U 9 z 28 pacientov s klinicky diagnos-
tikovanym lokalizovanym, resp. lo-
kalne pokrocilym karcinémom pro-
staty, bol vysledok RT-PCR reakcie pre
PSA aj pre PSMA pred podstipenim
radikdlnej prostatektémie pozitivny.
Sest z tychto pacientov vykazovalo po-
zitivny RT-PCR vysledok pre PSA i pre
PSMA aj 2 roky po operdcii. Ich zdra-
votny stav sa postupne zhorSoval, v re-
lativne krdtkom case sa u nich objavili
metastazy a 4 z nich uz zomreli. Jeden
z 9 pacientoyv, ktorf mali pozitivny vysle-
dok RT-PCR pre PSA a PSMA pred ope-
raciou, mal negativne vysledky RT-PCR
reakcie ako pre PSA, tak aj pre PSMA
2 roky po operdcii. Zdravotny stav
tohto pacienta nevykazuje Ziadnu pro-
gresiu ochorenia. Posledni 2 z 9 pa-
cientov s pozitivnym PSA a PSMA
vysledkom RT-PCR reakcie pred radi-
kalnou prostatektémiou mali nega-
tivny vysledok pre PSA, avsak pozitivny
vysledok RT-PCR reakcie pre PSMA
2 roky po operécii. U tychto pacientov
boli zistené metastdzy v kostiach.

Sest z 28 pacientov s lokalizova-
nym karcinémom prostaty malo ne-
gativny vysledok RT-PCR reakcie pre
PSA a pozitivny vysledok RT-PCR pre
PSMA pred radikdlnou prostatekté-
miou. Nezavisle od vysledkov RT-PCR
reakcie pre PSA 2 roky po operdcii,
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5 z tychto pacientov malo pozitivny vy-
sledok RT-PCR pre PSMA aj 2 roky po
operdcii, pricom 1 z tychto 5 pacien-
tov uz zomrel a u 2 sa vytvorili meta-
stazy. Zvysni 2 pacienti s pozitivnym
vysledkom RT-PCR reakcie pre PSMA
po operdcii zatial nemaju Ziadne zdra-
votné problémy, nepozoruje sa progre-
sia ochorenia. U tychto pacientov na-
vrhujeme pravidelné monitorovanie.
Posledny zo 6 pacientov mal 2 roky po
operdcii negativny vysledok pre PSMA.
U tohto pacienta sa nepozoruje pro-
gresia ochorenia. Z uvedenych vysled-
kov mdZeme konstatovat, Ze nezdvisle
na vysledky RT-PCR reakcie pre PSA,
pozitivny vysledok RT-PCR reakcie pre
PSMA s vysokou presnostou predpo-
vedal progresiu ochorenia. Predpokla-
dame, Ze RT-PCR reakcia pre PSMA
ma lepsiu prognostickd hodnotu pro-
gresie ochorenia ako pre PSA.

Napokon, 13 z 28 pacientov malo
pred operdciou negativny vysledok
RT-PCR reakcie pre PSA i pre PSMA.
Devéat z nich malo negativny vysledok
pre PSA a negativny vysledok pre PSMA
aj 2 roky po operacii a dal3f 2 mali po
operdcii pozitivny vysledok pre PSA
a negativny vysledok pre PSMA. Zdra-
votny stav vietkych tychto 11 pacientov
je vefmi dobry, nevykazuji Ziadnu pro-
gresiu ochorenia. Posledny 2 z 13 pa-
cientov mali 2 roky po operdcii nega-
tivny vysledok RT-PCR reakcie pre PSA
a pozitivny vysledok pre PSMA. Ich
zdravotny stav sa zhorSuje, ochore-
nie progreduje a objavili sa u nich uz
aj metastdzy v kostiach ¢i niektorych
dal3ich orgdnoch. TieZ to moze svedcit
o lep3sej vypovednej hodnote RT-PCR
reakcie pre PSMA.

PouZitim RT-PCR reakcie sme dia-
gnostikovalii 7 pacientov s klinicky ove-
renymi metastdzami. RT-PCR reak-
cia pre PSA a tieZz pre PSMA bola po-
zitivna u vietkych tychto pacientov.
Vysledky RT-PCR reakcie u 8 pacien-
tov s benignou hyperplaziou prostaty
boli negativne ako pre PSA, tak aj pre
PSMA. Podobne bola RT-PCR reakcia
u 7 zdravych mladych muZov negativna
pre oba parametre.

Diskusia
PSA antigén a detekcia jeho sérovych
hladin je v sic¢asnosti jednym z najcas-
tejSie vyuzivanych skriningovych a pro-
gnostickych parametrov pouZivanych
v klinickej urologickej praxi; ma viak
viacero limitov. Zdéraznime niektoré
z nich. Ako hornd hranica normélu
sa povazuje hodnota PSA 4,0 ng/ml.
U muzov s karcinémom prostaty sa
tdto hladina zvyéajne zvySuje [16]. Ra-
kovinové prostatické bunky totiz oby-
¢ajne produkujd viac PSA, aviak aj
akékolvek iné podmienky, ktoré naru-
Suji normalnu architektiru prostaty,
vratane nodularnej hyperplazie, pro-
statitidy ¢i prostatolitidzy, mbZu tiez
sposobit zvysenie sérovej hladiny PSA.
Rovnako transrektdlna ¢i transperi-
nedlna biopsia prostaty, masaZ pro-
staty, cystoskopia a transuretrdlna
resekcia prostaty zvySuju sérové hla-
diny PSA [17]. Na druhej strane viak
v mensine pripadov karcinému pro-
staty, najma tych, ktoré st obmedzené
na prostatu, sérové hladiny PSA nie su
zvy$ené. Okrem toho, zdrojom patolo-
gicky zvySenej produkcie PSA pri karci-
ndéme prostaty a kostnych metastdzach
st najcastejSie dobre diferencované
adenokarcinémové Struktiry a pro-
dukcia PSA spravidla klesa s poklesom
diferenciacie [18]. Napokon, PSA an-
tigén bol pévodne povaZzovany za Spe-
cificky produkt tkaniva prostaty. Bolo
viak zistené, Ze tento antigén nie je tka-
nivovo 3pecificky. Pomocou imunohis-
tochemickych metéd boli zistené malé
hladiny tohto antigénu i v krvi pacien-
tov, resp. pacientok s karcinémom prs-
nika, zhubnym nddorom plic, endo-
metria ¢i periuretralnych zliaz [19].
Kvoli tymto obmedzeniam, tykaju-
cich sa $pecificity i senzitivity, je vyuZitie
PSA antigénu pre diagnostiku a skrining
karcinému prostaty ako izolovaného
parametra nie Uplne spolahlivé. Lepsie
uplatnenie ma sledovanie PSA antigénu
v krvi u pacientov po radikanej prosta-
tektédmii, aviak aj v tychto pripadoch
je jeho prognostickd hodnota limito-
vand. Pre posilnenie jeho postavenia
ako prognostického faktora sa sleduje
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staty a ich porovnanie s klasickym skérovacim systémom.
Pacient Vek Gleason TNM PSA-~ PSA1 PSM1 3P§f::l;e 1 I::C _o ; i:k_ PSA2  PSM2
P pred RP RT-PCR RT-PCR ° V% P Y RT-PCR RT-PCR
o RP RP po RP
1 55 5[2+3] T2aNOMO 7 negat. negat. 0 0,1 0,12 negat. negat.
2 62 5[3+2] T2aNOMO 12 negat. negat. 0 0,08 0,14  negat. negat.
8 53 5[3+2] T2cNOMO 8 negat. negat. 0 0,1 0,12  negat. negat.
4 61 6[3+3] T2bNOMO 1 negat. negat. 0 0,06 0,08  pozit. negat.
S 48 6 [4+2] T2cNOMO 9 negat.  pozit. 0 0,05 0,09  negat. negat.
6 59 6[3+3] T3aNOMO 10 pozit.  pozit. 0 0,1 0,15 negat. negat.
7 70 6[3+3] T2bNOMO 12 negat. negat. 0 0,08 0,12 negat. negat.
8 62 6 [4+2] T2aNOMO 8 negat. negat. 0 0,04 0,04  negat. negat.
9 66 7 [3+4] T2cNOMO 12 negat.  pozit. 0 0,09 0,12 pozit.  pozit.
10 58 7 [4+3] T3bNOMO 1 negat. negat. 0 0,1 0,18  pozit. negat.
1 61 7 [3+4] T2bNOMO 13 negat. negat. 0 0,12 0,19  negat. negat.
12 59 8[5+3] T2cNOMO 12 negat. negat. 0 0,07 0,1 negat. negat.
13 60 8[3+5] T2aNOMO 7 negat.  pozit. 0 0,04 0,06  negat. pozit.
14 52 9[5+4] T2bNOMO 18 negat. negat. 0 0,1 0,15  negat. negat.
15 78 10 [5+5] T2cNOMO 15 negat. negat. 0 0,1 0,77  negat. negat.
16 64 5[2+3] T3aNOMO 14 negat.  pozit. 0 0,03 0,1 negat.  pozit.
17 63 6 [3+3] T3bNOMO 19 pozit.  pozit. 0 0,5 0,7 pozit.  pozit.
18 57 7 [4+3] T3cNOMO 9 pozit.  pozit. 0 0,08 0,1 negat.  pozit.
19 64 7 [3+4] T3aNOMO 14 pozit.  pozit. 0 0,1 0,16 pozit.  pozit.
20 54 8 [4+4] T2bNOMO 8 negat. negat. 0 0,09 0,16 negat.  pozit.
21 56 9 [4+5] T3aNOMO 14 pozit.  pozit. 0 0,07 0,72 negat. pozit.
22 77 9[5+4] T2cNOMO 16 negat. negat. 0 0 0,25  negat. pozit.
23 61 10 [5+5] T3aNOMO 12 negat.  pozit. 0,08 0,8 5,2 pozit.  pozit.
24 72 8 [4+4] T3bNOMO 17 pozit.  pozit. 0,2 1,3 3,9 pozit.  pozit.
25 64 9[5+4] T3bNOMO 10 negat.  pozit. 0,15 0,3 5,6 pozit.  pozit.
26 72 9 [4+5] T2cNOMO 9 pozit.  pozit. 0 0,1 0,3 pozit.  pozit.
27 56 10 [5+5] T2aNOMO 13 pozit.  pozit. 0,15 2 8,9 pozit.  pozit.
28 54 10 [5+5] T2bNOMO 1 pozit.  pozit. 0 0,4 3,2 pozit.  pozit.

Tab. 1. Prehlad vysledkov RT-PCR reakcie u pacientov s lokalizovanym, resp. lokalne pokro¢ilym karciné6mom pro-

RP - radikalna prostatektémia, PSAT RT-PCR, PSM1 RT-PCR - vysledky RT-PCR reakcie pred radikdlnou prostatektémiou, PSA2 RT-PCR,
PSM2 RT-PCR - vysledky RT-PCR reakcie 2 roky po radikélnej prostatektémii, PSA antigén — hodnoty st uvedené v ng/ml

Zdravotny
stav 4 roky
po opericii
dobry
dobry
dobry
dobry
dobry
dobry
dobry
dobry
dobry
dobry
dobry
dobry
dobry
dobry
dobry
progresia
ochorenia
progresia
ochorenia
progresia
ochorenia
progresia
ochorenia
progresia
ochorenia
progresia
ochorenia
progresia
ochorenia
progresia
ochorenia
progresia ocho-
renia (exitus)
progresia ocho-
renia (exitus)
progresia ocho-
renia (exitus)
progresia ocho-
renia (exitus)
progresia ocho-
renia (exitus)

jeho dynamika (velocita PSA), najma
PSA doubling time (¢as zdvojnasobe-
nia PSA), uréuje sa pomer medzi hod-
notou sérového PSA a objemom pro-
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staty (denzita PSA), meria sa volfna
vs viazand forma PSA v obehu (PSA
ratio), priom sa samozrejme tieto
hodnoty porovnévaju s vekovo Stan-

dardizovanymi referenénymi rozpa-
tiami PSA (vek-$pecifické PSA) [20].
Ciefom vyskumov molekularnej bio-

|6gie je ndjst vhodné markery biolo-
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Tab. 2. Kontingenénd tabulka vztahu vysledku RT-PCR reakcie pre PSA pred RP a sti¢asného zdravotného stavu pacientov.
Zdravotny stav
1 dobry 2 progresia ochorenia Total
PSA1 RT-PCR
pocet 14 5 19
0 negat % v ramci PSA1 RT-PCR 73,7% 26,3% 100,0%
% v rdmci zdravotného stavu 93,3% 38,5% 67,9%
upraveny zvySok 3,1 -3,1
pocet 1 8 9
1 porit % v ramci PSA1 RT-PCR 11,1% 88,9% 100,0%
% v rdmci zdravotného stavu 6,7% 61,5% 321%
upraveny zvySok -3,1 31
cotal pocet 15 13 28
% v ramci PSA1 RT-PCR 53,6% 46,4% 100,0%
% v ramci zdravotného stavu 100,0% 100,0% 100,0%
PSAT RT-PCR - vysledok RT-PCR reakcie pre PSA pred RP
y* - test signifikantnosti
A - Bl SN
Pearson Chi-Square 9,614 1 0,002 0,004 0,003
Continuity Correction® 7,263 1 0,007
Likelihood Ratio 10,494 1 0,001 0,004 0,003
Fisher’s Exact Test (P) 0,004 0,003
Linear-by-Linear Association 9,270¢ 1 0,002 0,004 0,003 0,003
N of Valid Cases 28
2computed only fora 2 x 2 table
b2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 4,18.
“The standardized statistic is 3,045.

gického sprdvania sa karcinému pro-
staty, a tym napomoct k ureniu stra-
tégie a agresivity liec¢by. V periférnej
krvi cirkulujice prostatické bunky sa
povazuju za maligne, pretoZze imuno-
logicka reakcia nepredpoklada prezitie
normalnych a benignych hyperplastic-
kych prostatickych buniek v periférne;
cirkuldcii. Pritomnost tychto buniek
v periférnej cirkuldcii nemusi za kaz-
dych okolnosti indikovat vyskyt meta-
staz. Telo sa ich totiz moze zbavit bez
toho, aby sa vytvorilo metastatické lo-
Zisko. Uspegnost metodiky RT-PCR in
vivo teda zavisi od prebiehajlicej di-
semindcie mikrometastdz v krvi a na
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dspesnosti imunitného systému pri od-
straniovanf( tychto cirkulujicich tumo-
rovych buniek [21]. Tumorové bunky
v cirkuldcii vsak mézu byt prvym kro-
kom v kaskade tvorby metastdz karci-
nému prostaty [22]. Detekcia cirku-
lujicich prostatickych rakovinovych
buniek tak méze indikovat vyskyt me-
tastdz a moze sluzit ako nezavisly pro-
gnosticky faktor u pacientov s CaP.
Experimentdlne 3tudie ukazuju, Ze
metodika RT-PCR moZe detegovat
jednu PSA exprimujlcu prostatickd
bunku na 100 miliénov dalsich bu-
niek in vitro. Pomocou tejto metodiky
moze byt detegovand jedna PSA pozi-

tivna bunka v 5ml periférnej krvi pa-
cienta. Pritomnost 1 000 PSA exprimu-
jucich buniek v periférnej cirkuldcii by
mala vyustit v pozitivnu RT-PCR reak-
ciu. Senzitivita tejto metodiky je teda
dost vysoka na to, aby odhalila mensi
pocet cirkulujucich buniek, ako je po-
trebny pre tvorbu metastdz (priblizne
10 000 cirkulujicich tumorovych bu-
niek v periférnej krvi). Odhaduje sa to
z pokusov robenych na zvieratach [23].

Co sa tyka vysledkov naej $tudie,
mobzeme skon3tatovat, Ze vysledky
RT-PCR reakcie pre PSA a PSMA dobre
koreluju so zdravotnym stavom pacien-
tov. Aj pri porovnani so $tandardnymi
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Tab. 3. Kontingen¢na tabulka vztahu vysledku RT-PCR reakcie pre PSM pred RP a sti¢asného zdravotného stavu pacientov.
Zdravotny stav
1 dobry 2 progresia ochorenia Total
PSM1 RT-PCR
pocet 1 2 13
0 negat % v ramci PSM1RT-PCR 84,6 % 15,4 % 100,0 %
% v ramci zdravotného stavu 73,3% 15,4 % 46,4 %
upraveny zvy$ok 3,1 -3,1
pocet 4 1k 15
1 posit % v ramci PSM1 RT-PCR 26,7 % 73,3 % 100,0 %
% v ramci zdravotného stavu 26,7 % 84,6 % 53,6 %
upraveny zvySok =31 31
cotal pocet 15 13 28
% v rdmci PSM1 RT-PCR 53,6 % 46,4 % 100,0 %
% v rdmci zdravotného stavu 100,0 % 100,0 % 100,0 %
PSM1 RT-PCR - vysledok RT-PCR reakcie pre PSM pred RP
y* - test signifikantnosti
O e v Sl e S
Pearson Chi-Square 9,403 1 0,002 0,003 0,003
Continuity Correction® 7,217 1 0,007
Likelihood Ratio 10,113 1 0,001 0,003 0,003
Fisher’s Exact Test (P) 0,003 0,003
Linear-by-Linear Association 9,067¢ 1 0,003 0,003 0,003 0,003
N of Valid Cases 28
2computed only fora 2 x 2 table
®0 cells (0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 6,04.
“The standardized statistic is 3,011.

prognostickymi parametrami, ako je
Gleasonove skére, rozsah ochorenia
¢i hladina PSA antigénu v sére, vidiet
korelaciu a mozno predpokladat pro-
gnostickd relevanciu tejto metodiky.
V niektorych pripadoch sa dokonca
detekcia mikrometastdz v periférnej
krvi pacientov pomocou RT-PCR reak-
cie javila ako lepsi prognosticky fak-
tor progresie ochorenia nez sledovanie
hladiny PSA antigénu v sére.

Z nasich vysledkov uvedenych vtab. 1
mbzeme vidiet, Ze pozitivny vysledok
RT-PCR reakcie pre PSA a PSMA zna-
menal vac¢Sinou progresiu ochorenia
a vznik metastaz. Takisto pacienti s ne-
gativnym vysledkom RT-PCR reakcie
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pre PSA a pozitivnym vysledkom pre
PSMA vykazovali vo vdésine pripadov
zhorsenie zdravotného stavu. Choroba
u nich progredovala a ¢oskoro boli po-
mocou scintigrafie skeletu diagnos-
tikované metastdzy. Niektoré studie
proklamuju, Ze uroveri detekcie nddo-
rovych buniek s pozitivnou RT-PCR pre
PSMA je signifikantne vy$3ia neZ pre
PSA, pretoze PSMA, nie PSA, je vysoko
exprimované v anaplastickych bun-
kdch, hormdnrezistentnych bunkach
a v kostnych metastazach [24]. Spo-
zorovali sme tieZ, Ze u pacientov s po-
zitivnym RT-PCR vysledkom pre PSA
a negativnym vysledkom pre PSMA sa
v prevaZnej miere nezistila progresia

ochorenia; zdravotny stav tychto pa-
cientov bol optimélny. D4 sa predpo-
kladat vyssia citlivost a prognosticka
hodnota RT-PCR reakcie pre PSMA
ako pre PSA. Pacienti s negativnym vy-
sledkom RT-PCR reakcie pre PSA aj
pre PSMA tiez nepreukazovali Ziadnu
progresiu ochorenia. Usudzujeme, Ze
v Case realizdcie RT-PCR reakcie ne-
mali tito pacienti detekovatelnd hla-
dinu mikrometastaz v periférnej krvi.
Viaceré stiidie dokazuju potrebu opa-
kujliceho testovania série postupne
odobranych vzoriek krvi pomocou
RT-PCR reakcie, ktoré ma podstatne
lepSiu prognostickd hodnotu ako ana-
lyza jednej odobratej vzorky krvi. U pa-
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Tab. 4. Kontingen¢na tabulka vztahu vysledku RT-PCR reakcie pre PSA + PSM pred RP a sti¢asného zdravotného stavu
pacientov.
Zdravotny stav
1 dobry 2 progresia ochorenia Total
PSA1+PSM1 RT-PCR
pocet " 2 13
% v ramci PSAT+PSM1 84,6 % 15,4 % 100,0 %
0 - obe negat i
% v rdmci zdravotného stavu 73,3% 15,4 % 46,4 %
upraveny zvy$ok 3,1 =31
pocet 4 n 15
1 - PSAT1 alebo % v ramci PSAT1+PSM1 26,7 % 73,3 % 100,0 %
PSM1 pozit. % v ramci zdravotného stavu 26,7 % 84,6 % 53,6 %
upraveny zvy$ok -3,1 31
cotal pocet 15 13 28
% v ramci PSA1+PSM1 53,6 % 46,4 % 100,0 %
% v ramci zdravotného stavu 100,0 % 100,0 % 100,0 %
PSA1+SM1 RT-PCR - vysledok RT-PCR reakcie pre PSA+PSM pred RP
y* - test signifikantnosti
awe a fgmeSy bausk  baask | mib
Pearson Chi-Square 9,403° 1 0,002 0,003 0,003
Continuity Correction? 7,217 1 0,007
Likelihood Ratio 10,113 1 0,001 0,003 0,003
Fisher’s Exact Test (P) 0,003 0,003
Linear-by-Linear Association 9,067¢ 1 0,003 0,003 0,003 0,003
N of Valid Cases 28
*computed only fora 2 x 2 table
®0 cells (0%) have expected count less than 5. The minimum expected count.

cientov s negativnym ndlezom RT-PCR
na PSA a PSMA je teda obzvlast dole-
zité kontinudlne sledovanie pritom-
nosti mikrometastaz v periférnej krvi.
Pre lepsie postidenie prognostického
vyznamu RT-PCR reakcie bolo vykona-
nych niekolko Statistickych analyz. Sig-
nifikantnost vysledkov RT-PCR reakcie
ako prognostického parametra budu-
ceho zdravotného stavu pacientov sme
hodnotili u 28 pacientov s lokalizova-
nym, resp. lokalne pokroc¢ilym karci-
némom prostaty, ktori podstipili ra-
dikdlnu prostatektémiu. Hodnotena
bola samostatne vypovednd hodnota
vysledku RT-PCR pre PSA a pre PSMA
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a potom ich kombindcia, pricom sme
hodnotili vysledky ako pred operaciou
(tab. 2-4), tak aj 2 roky po operacii. Vo
vietkych pripadoch bol vysledok Statis-
ticky signifikantny (P < 0,05), ¢o zna-
mena, ze vysledky RT-PCT pre PSA a pre
PSMA sa daju chapat ako vyznamny
prognosticky parameter vo vztahu k su-
¢asnému zdravotnému stavu pacientov.
Bolo vyrdtané aj odd ratio pre predpo-
vedanie progresie ochorenia, ktoré pre
predoperaény vysledok RT-PCR reakcie
pre PSA bolo 22,4 (95% konfidenény
interval, 2,3-100; P = 0,03) a pre pred-
operaéné PSMA 15,12 (95% konfi-
den¢ny interval, 2,3-100; P = 0,03).

Rovnako sme posudili predpovednt
hodnotu PSA antigénu, Standardne
pouZivaného prognostického para-
mentra. KedZe v3etci 28 pacienti mali
pred operadciou hodnoty PSA anti-
génu nad hornou hranicou normalu
(> 4,0 ng/ml), hodnotili sme predikéndi
hodnotu hladiny PSA antigénu v krvi
1 a 2 roky po vykonanej radikalnej pro-
statektémii. Tieto vysledky sme dali do
stvisu s teraj$im zdravotnym stavom
pacientov. Hodnota 0,2 ng/ml PSA an-
tigénu v krvi po radikélnej prostatekté-
mii bola povaZovana za hornd hranicu
podfa medzindrodnej dohody definu-
jucej rekurenciu ochorenia. Vysledky
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potvrdili signifikanciu tohto prognos-
tického parametra (P = 0,005 pre PSA
1 rok po operécii a P = 0,000 pre PSA
2 roky po operacii).

Mnohé stidie dokazuja vysokdu citli-
vost RT-PCR reakcie. Takmer vo viet-
kym pripadoch vyskumy sveddia pre
vyssie riziko rekurencie karcinému
prostaty po radikalnej prostatekté-
mii u RT-CR pozitivnych pacientov
[25,26]. Vo viacerych pripadoch sa vy-
sledok RT-PCR reakcie pre PSMA javi
ako relevantnej$i marker progresie
ochorenia nez vysledok RT-PCR reakcie
pre PSA. K ucelenym zaverom je vsak
potrebné vykonat sériu dalsich analyz.
RT-PCR metodika sa viak kazdopadne
zdd byt prisfubom do budtcnosti.

Zaver

Potvrdili sme zhodu medzi vysledkom
RT-PCR reakcie a klinickym stavom
ochorenia. Preukazali sme, Ze pozitivne
vysledky RT-PCR reakcie dobre korelo-
vali s progresiou ochorenia. Takmer
u vietkych pacientov s pozitivnym vy-
sledkom RT-PCR reakcie sa v kratkom
¢ase objavili metastdzy a viacerf z nich
i zomreli. Délezité je zd6raznit, Ze nami
diagnostikovani pacienti, ¢iZze pozitivni
na PSA a PSMA, mali metastazy, ktoré
klinici e3te neboli schopni v tom case
odhalit. Na druhej strane negativne vy-
sledky boli v stilade s dobrym zdravot-
nym stavom pacientov. Vo viacerych
pripadoch sa vysledok RT-PCR reakcie
pre PSMA javil ako senzitivnejsi a rele-
vantnej${ marker progresie ochorenia
nez vysledok RT-PCR reakcie pre PSA.
Pozitivny vysledok RT-PCR reakcie pre
PSA, a najmé pre PSMA, by tak mohol
slazit ako prediktor extrakapsuldrneho
Sirenia a zacinajiceho metastatického
procesu.

Metodika RT-PCR by v sdcinnosti
so Standardne pouzivanymi prognos-
tickymi parametrami mohla pred-
stavovat vhodny pristup pri detekcii
v¢asnych $tadii metastdzovania karci-
nému prostaty, pri predpovedani pro-
gresie ochorenia, a tym byt napomoc-
nym prostriedkom novych stratégif
urcovania vhodnej terapie pre jednot-
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livych pacientov. K definitivnym zave-
rom je vSak nevyhnutny dalsi vyskum
tejto metodiky. RT-PCR metodika sa
v8ak kazdopddne zdd byt prisflubom
do buddcnosti.

Skratky

RT-PCR - Reverse Transcriptase-Polymer-
ase Chain Reaction - spatnd polymera-
zova retazova reakcia, PCR - Polymerase
Chain Reaction - polymerazova retazova
reakcia, PSA - prostatic specific antigen -
prostaticky Specificky antigén, PSMA -
prostate-specific membrane antigen - pro-
staticky Specificky membranovy antigén
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