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Abstrakt

V soucasné dobé je stanoveni prostatického specifického antigenu (PSA) a volného
prostatického specifického antigenu (fPSA) vyuzivano k cilené detekci ¢asnych stadii
karcinomu prostaty, spolu s dal$imi parametry slouzi také ke sledovani prubéhu jiz
prokdzaného onemocnéni a efektu 1écby.

Cilem bakalarské prace je vypracovat reserSi na téma karcinom prostaty a benigni
hyperplazie prostaty, popsat metody stanoveni PSA a fPSA. Zpracovat naméfena data a
vyhodnotit, ve které vékové skupiné je nejvyssi pocet pozadavkl na vySetfeni PSA a
zda jsou pacienti pii zvySené hodnoté PSA (dle vékové specifikace) dale laboratorné
vySetfovani. Naméfend data jsou dale zpracovana ve tfech vyslovenych hypotézach.

Teoreticka Cast se zabyva poznatky o anatomické stavbé prostaty a fyziologickych
funkcich prostatické tkan¢ v organizmu. V této ¢asti jsou popsana onemocnéni, ktera
mohou prostatu postihovat. Pozornost je vénovana onemocnénim, ktera mohou zpusobit
elevaci laboratorné stanoveného prostatického specifického antigenu a jeho volné
frakce. Mezi tato onemocnéni patii zanéty prostaty (prostatitidy), benigni hyperplazie
prostaty a karcinom prostaty. Dale je popsana etiologie onemocnéni, klinické ptiznaky,
stadia onemocnéni a diagnosticky postup u pacientl, ktefi ptichdzeji s podezienim na
karcinom prostaty.

V teoretické Casti je také popsano laboratorni stanoveni prostatického specifického
antigenu, volného prostatického specifického antigenu a podminky, které mohou
ovlivnit preanalytickou a analytickou fazi jejich vySetfeni. Jsou uvedeny 1 nékteré nové
biochemické parametry, které by mohly v budoucnu doplnit nebo nahradit stavajici
laboratorni markery karcinomu prostaty. Tyto nové metody je vSak nutné podrobit
dal$im studiim.

Nasleduje popis analytickych systémil, které jsou vhodné k laboratornimu méteni
prostatického specifického antigenu a volného prostatického specifického antigenu. Je
vysvétlen jejich princip méfeni a postup, jak probihd analyza samotna.

V zavéru teoretické Casti jsou zminény moznosti sledovani trendi laboratornich

hodnot PSA u pacientli, ktefi maji histologicky potvrzenou diagnézu karcinomu



prostaty v bioptickém vzorku. Ke sledovani naristu hodnot PSA se pouziva sledovani
PSA velocity (PSAV) a doubling time (Cas zdvojeni naristu PSA). Tyto metody
neslouzi k ur€eni diagnozy karcinomu prostaty, maji pouze prognosticky vyznam.

Praktickd cast byla provedena v Klinickych laboratofich Téabor a.s. M¢éfeni
probihalo v prubchu tii let (2011 — 2013) a byl vytvofen rozséhly soubor dat, ktery
zahrnuje 11 357 wvySetieni PSA a 2 074 fPSA. Vysledky jsou zaznamenany
Vv ptislusnych grafech a tabulkach.

Vsechny naméfené hodnoty byly rozdéleny do Sesti skupin podle véku
vySetfovanych pacientll. V prvni skupiné pacientl do 39 let bylo zméteno 243 PSA a 13
fPSA. V dalsich vékovych skupinach pocet vySetifeni postupné vzrustal az do 69 let,
Vv sedmém a osmém deceniu se pocet vySetieni postupné snizoval. Pocet provedenych
vySetfeni v jednotlivych skupinach byl nasledujici: 40 az 49 let — 1305 PSA a 93 fPSA,
50 az 59 let — 3462 PSA a 519 fPSA, 60 az 69 let — 3852 PSA a 785 fPSA, 70 az 79 let
— 1941 PSA a 495 fPSA, nad 80 let — 554 PSA a 162 fPSA. Data PSA vysetieni byla
v kazdé skupiné rozdélena podle cut-off hodnot, na PSA pod cut-off (v normé) a nad
cut-off (mimo normu). Cut-off hodnota je pro kazdou vékovou skupinu rozdilna a
zvySuje se se vzrustajicim vékem.

Byly vysloveny tii hypotézy. Prvni vychazela z predpokladu, ze pokud bude
zjiSténa zvySena hodnota veékové specifického PSA, budou pacienti odeslani ke
kontrolnimu laboratornimu  vySetfeni. Tato hypotéza se nepotvrdila. Ani
Vv nejexponovangjsich vékovych skupinach neptesahlo procento opakovanych odbérti 50
%. Na tomto faktu se mimo jiné faktory mohla podilet i skute¢nost, ze pacienti mohli
byt odeslani pfimo na specializované pracovisté, kde byl proveden kontrolni odbér.

Druhd hypotéza vychéazela z pfedpokladu, Ze pacienti snezvySenym vé&koveé
specifickym PSA budou mit pomér fPSA/PSA vice nez 0,20. Prekvapivym zjiSt€nim
bylo vysoké procento pacienti (43,08 - 67,61 %), kteti pfes normalni vékové
specifickou hodnotu PSA méli pomér fPSA/PSA pod 0,20. Pokud bychom neprovedli
déleni podle vekové specifickych cut-off hodnot a provedli bychom stanoveni fPSA u
vSech pacientt s hodnotami PSA vrozmezi mezi 2 - 10 pg/l, procento pacientt

s patologickym pomérem fPSA/PSA by bylo jesté vyrazné vyssi. Mohlo by tak byt



laboratorn¢ odhaleno vice rizikovych pacienti ohrozenych karcinomem prostaty ve
velmi ¢asné fazi onemocnéni. I tato hypotéza byla vyvracena.

Tieti hypotéza se tykala pacientli s patologickym veékoveé specifickym PSA.
Predpokladalo se, Ze bude pozadovano doplnéni vySetfeni fPSA. Hypotéza se
nepotvrdila. Nejcastéji bylo vysetieni fPSA pozadovano ve vékovych skupinach od 50
do 59 let a od 60 do 69 let, kdy je provadéna cilena detekce Casnych stadii karcinomu
prostaty.



Abstract

Currently, the determination of prostate-specific antigen (PSA) and free prostate-
specific antigen (fPSA) has been used for a targeted detection of early stages of prostate
cancer; together with other parameters this method enables the monitoring of the course
of the already diagnosed disease and the treatment effect.

The goal of the Bachelor's Thesis is to execute the literature search concerning
prostate cancer and benign prostatic hyperplasia and to describe methods for
determination of PSA and fPSA. In addition, to process the measured data and to assess
in which age group the number of requests for PSA testing is highest and whether the
patients with a higher value of PSA (based on the age specification) undergo any other
laboratory tests. The measured data are further processed in terms of three formulated
hypotheses.

The theoretical part of the thesis deals with findings concerning the anatomical
structure and physiological functions of prostatic tissue in a human organism. In this
part, diseases, which may affect prostate, are described. The focus is on diseases, which
may cause the elevation of laboratory-determined prostate-specific antigen and its free
fraction. These diseases include prostatitides, benign prostatic hyperplasia and prostate
cancer. In addition, the etiology of the disease, its clinical symptoms, stages and the
diagnostic procedure in the patients coming with a suspicion of prostate cancer are
described.

The theoretical part also contains the laboratory method used to determine prostate-
specific antigen, free prostate-specific antigen and conditions which might affect pre-
analytical and analytical phases of their testing. Furthermore, some new biochemical
parameters, which may supplement or replace the existing laboratory markers of
prostate cancer in the future are provided. However, these new methods must be tested
in additional studies.

The aforementioned part is followed by a description of the analytical systems

available for the laboratory measurement of prostate-specific antigen and free prostate-



specific antigen. The principle of the measurement and the procedure of the analysis as
such are explained as well.

In the conclusion of the theoretical part, | provide an outline of the possibilities to
monitor trends in PSA laboratory values in patients who were diagnosed with prostate
cancer based on their bioptic samples histology. For the monitoring of an increase in
PSA values, the monitoring of PSA velocity (PSAV) and doubling time (time necessary
for PSA increase to double) are used. These methods are not to diagnose prostate
cancer; they are important from the prognostic point of view only.

The practical part was executed in Klinické laboratofe Tabor, a.s. The
measurements were performed over a period of three years (2011 - 2013) and an
extensive data set, which includes 11 357 PSA tests and 2 074 fPSA tests, was
collected. The results are depicted in the respective diagrams and tables.

All the measured values were divided into six groups depending on the age of the
tested patients. In group one of patients younger than 39 years, 243 PSA and 13 fPSA
were measured. In the remaining age groups, the number of tests increased gradually up
to the age of 69 years; in the seventh and eighths decades of age the number of tests
gradually decreased. The number of tests executed in individual groups was as follows:
40 to 49 years — 1 305 PSA and 93 fPSA, 50 to 59 years — 3 462 PSA and 519 fPSA, 60
to 69 years — 3 852 PSA and 785 fPSA, 70 to 79 years — 1 941 PSA and 495 fPSA,
above 80 years — 554 PSA and 162 fPSA. Dates of PSA tests were divided in each
group depending on the cut-off values, into below cut-off PSA (values corresponding
with the standard) and above cut-off PSA (values exceeding the limits of the standard).
The cut-off value is different for each age group and increases with increasing age.

Three hypotheses were formulated. The first hypothesis was based on the
prerequisite that in case an increased value of age-specific PSA is found out, the
patients will be asked to undergo reference laboratory testing. This hypothesis was not
proven. Not even in the most exposed age groups the percentage of repeated sampling
did not exceed 50 %. This fact may be, together with other factors, a consequence of the
alternative when patients are asked to undergo reference testing directly in a specialized

clinic.



The other hypothesis was based on the prerequisite that in the patients with a non-
increased age-specific PSA the fPSA/PSA ratio will exceed 0,20. | was surprised to
discover the high percentage of patients (43,08 — 67,61 %) who had the fPSA/PSA ratio
lower than 0,20 despite their standard age-specific PSA value. If we did not divide
patients according to their age-specific cut-off values and executed the determination of
fPSA in all patients with the PSA values ranging from 2 to 10 pg/l, the percentage of
patients with the pathological fPSA/PSA ratio would be even considerably higher. This
could result in a greater number of patients exposed to the risk of prostate cancer
revealed in very early stages of the disease. Even this hypothesis was disproven.

The third hypothesis concerned patients with pathological age-specific PSA. We
expected that a supplementation of fPSA tests will be requested. The hypothesis was not
proven. In most cases fPSA tests were requested in age groups from 50 to 59 years and

60 to 69 years when targeted detection of early stages of prostate cancer is executed.
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1. UVOD

Karcinom prostaty je v Ceské republice jednim z nejastéjsich onkologickych
onemocnéni u muzii ve véku nad padesat let. Mortalita tohoto karcinomu ma stagnujici
charakter diky vcasné diagnostice, ke které vyznamnou mérou piispiva i laboratorni
vySetfovani prostatického specifického antigenu (PSA) a jeho volné frakce (fPSA).
Cilené vysetrovani se provadi u muza s pozitivni rodinnou anamnézou a také u muzi
nad 50 let.

V této praci jsem se zamétila na laboratorni vySetieni PSA a fPSA. Sezndmila jsem
se s metodikou stanoveni a provedla jednotliva méfent.

Cilem bakalatské prace je vypracovat reSerSi na téma karcinom prostaty a benigni
hyperplazie prostaty, popsat metody stanoveni PSA a fPSA. Zpracovat naméfena data a
vyhodnotit, ve které vékové skupiné je nejvyssi pocet pozadavkl na vySetfeni PSA a
zda jsou pacienti pti vysSi hodnoté¢ PSA (dle veékové specifikace) dale laboratorné

vySetfovani. Naméiend data budou déle zpracovéna ve tifech vyslovenych hypotézach.



2. TEORETICKA CAST

2.1 PROSTATA

2.1.1 Anatomie prostaty

Prostata (pfedstojnd zlaza) je zZlaza s vnéjsi sekreci, srd¢itého tvaru o rozmeérech
3 x 4 x 2 cm. Jeji hmotnost je cca 20 g. Obkruzuje mocovou trubici a ptiléha ke sténé
konecniku. Je tvofena 30 — 50ti tubuloalveolarnimi zlazami (které jsou vystlany
jednovrstevnym cylindrickym epitelem), hladkou svalovinou a vazivovym stromatem.
Jednotlivé ¢asti jsou Clenény na histologické zony (dle Mc Neala). Podle polohy a podle
vyvojového plivodu Z1az rozliSujeme periferni, centralni, periuretralni, ptechodnou zénu
a predni neZlaznatou zénu. Nejobjemnéjsi je periferni zona, kterd zaujima zhruba 70 %
celkového objemu prostaty a produkuje nejvetsi ¢ast sekretu. Praveé v této oblasti mohou
byt prokazany maligni buiiky, ze kterych vzniké karcinom prostaty. Centralni zona tvori
zhruba 25 % objemu prostaty. Tteti a nejméné objemnou ¢asti je pfechodna (tranzitorni)
zona. V této Casti dochazi nejcastéji ke zvétSeni prostaty v disledku zvySeni poctu jejich

bunék a vznika onemocnéni benigni hyperplazie prostaty (8, 23, 38, 10, 37).
2.1.2 Fyziologie prostaty

Spravna funkce prostaty je za fyziologickych podminek siln€ ovlivnéna
testosteronem, ktery udrZzuje prostatu v aktivité. Prostatické zlazky produkuji €iry, slabé
kysely sekret (pH 6,4), ktery obsahuje latky nutné k vyzivé a pohybu spermii. Sekret
tvoiti 10 - 30 % ejakulatu a obsahuje bilkoviny (fibrinogen a profibrinolyzin,
imunoglobuliny), kyselou fosfatazu, dal§i protedzy a prostaticky specificky antigen
(PSA), polyaminy (spermin a spermidin), prostaglandiny, Kyselinu citronovou, zinek,
fosfatové a vapnikové ionty (38).

Hlavni funkci PSA je zkapalnéni ejakulatu, ¢imZz dochézi ke zvySeni pohyblivosti
spermii. Ochranu spermii, aby v kyselém vaginalnim prostfedi nehynuly, zajiStuji

alkalickeé latky, které jsou soucasti sekretu semennych vacku (18).



2.1.3 Onemocnéni prostaty
NejcastéjSimi onemocnénimi prostaty jsou zanéty, benigni hyperplazie a nadory.
2.1.3.1 Zanéty prostaty (prostatitidy)

Akutni prostatitida se projevuje bolesti v podbiisku, na hrazi, v konecniku,
mik¢énimi obtizemi, febriliemi, a elevaci PSA. Navrat hodnot PSA k normalnim
hodnotdm nastavd po pielééeni po 6 — 8 tydnech. Nejcastéjsim ptivodcem akutni
prostatitidy je Escherichia coli.

Chronicka prostatitida méa podobné, ale déletrvajici klinické ptiznaky. Ptidruzuji se
recidivujici infekce mocovych cest a pritomnost krve ve spermatu. Plivodcem chronické
prostatitidy byva nejcastéji Chlamydia trachomatis a Ureaplasma urealyticum (24, 26,
22).

2.1.3.2 Benigni hyperplazie prostaty

Benigni hyperplazie prostaty (BHP) je onemocnéni, pii kterém dochazi
K uzlovitétmu zbytnéni prostatické tkané. Frekvence vyskytu je piimo umérna

vzrustajicimu véku pacientd. V osmém deceniu postihne zhruba 80 % muzi (24).
2.1.3.2.1 Etiologie benigni hyperplazie prostaty

Ptesny mechanismus vedouci k rozvoji BHP neni zndm. Vyznam se pfisuzuje

hormonim, pfedev§im androgeniim Uvazuje se i o vlivu sedavého zptisobu zivota. (24).
2.1.3.2.2 Priznaky onemocnéni benigni hyperplazie prostaty

ProtoZe hyperplasticka tkan zpiisobuje obstrukci (utlak mocové trubice), miize
dochazet k méstnani moci v mocovém méchyii. To mize mit za nasledek vznik zanétt
mocového méchyte, mocovych kament, reflux moci aZz hydronefrozu, zanéty ledvin.
Pacienti nejCastéji pfichdzi s mikénimi potiZemi jimacimi (diive oznaCované jako
iritativni) jako je nykturie a pollakisurie nebo elevakuaé¢nimi (diive obstrukénimi), kdy
pacienti uvadéji pocit neuplného vyprazdnéni, preruSovanou mikei, slaby proud moci a
nutnost tlacit (14,24).

Pacienti pfichazejici se souborem mikénich potizi (LUTS), jsou vySetieni urologem

a to komplexné, protoZze ptiznaky LUTS nejsou typické jen pro BHP, ale i pro dalsi



vazna urologickd onemocnéni (tumor mocového méchyie, tumor prostaty, cystolithiazu,
neurogenni mocovy meéchyt, kontraktura hrdla mocového meéchyte, striktury uretry,
apod.). Pacienti stémito pfiznaky jsou vySetfeni komplexné — anamnéza, fyzikalni
vySetieni (per rectum), laboratorni vysetfeni (mo¢ chemicky a mocovy sediment, moc
kultivaéné, u vybranych pacienti PSA). U BHP hladina PSA zpravidla nepiesahuje 4
ug/l.  Zobrazovaci metody jako USG prostaty, USG postmikéniho rezidua,

uroflowmetrie dopliuji celkovy obraz o stavu pacienta (8).
2.1.3.3 Karcinom prostaty

Karcinom prostaty (CaP) je typické onemocnéni muzi vyssiho veku, ale nejsou
fidké pripady prvniho zachytu onemocnéni jiz pted 50. rokem zivota. NejéastéjSim
histologicky prokazanym typem je adenokarcinom (az v 95 % ptipadl) (2). V dobé
diagnézy CaP jsou témét dvé tietiny pacientil zcela bez piiznaki (3). V Ceské republice
je mortalita na CaP dlouhodobé stabilizovana, bohuzel stale je vysoky pocet pacienti
diagnostikovan az v pokro¢ilém stadiu onemocnéni. Index mortalita / incidence je pro
Ceskou republiku uvadén 0,46, coz znamend ne zcela uspokojivou situaci ve srovnani
S vyspelymi zemémi (2).
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Analyzovana data: N (inc) =92 123; N (mor) = 32 531

Obr. 1: Vyvoj mortality a incidence karcinomu v &ase. Zdroj: Ustav zdravotnickych informaci a

statistiky CR.



2.1.3.3.1 Etiologie karcinomu prostaty

Mechanismus vzniku onemocnéni neni dosud jednoznacné objasnén. S nejvétsi
pravdépodobnosti se jedna o multifaktoridlni etiologii. Pro vznik a vyvoj karcinomu
prostaty je nutna piitomnost androgenii (14, 9, 24). Jsou znamé nékteré rizikové faktory,
které mohou pfispivat ke vzniku onemocnéni. Riziko karcinomu prostaty se vyrazné
zvySuje s pozitivni rodinnou anamnézou. U muzi mladSich 65 let stoupa riziko
onemocnéni az Sestkrat, pokud maji bratra, kterému byl diagnostikovan CaP pied 65
rokem zivota (12). Az jedendctkrat vyssi je riziko, pokud jsou postizeni dva a vice
piibuznych v prvni linii (14). Za potencionalné rizikové faktory se povazuje koufeni a
strava bohata na zivoci$né tuky.

Frekvence vyskytu v riznych geografickych oblastech se vyznamné lisi. Vyssi
vyskyt je u Afroameri¢ani nebo ve Skandinavii, naopak Japonsko a nékteré asijské
zemé& vykazuji vyskyt CaP nizky. Na tomto faktu se podili nejen etnické a geografické
odlisnosti, ale i nepiesnosti statistickych tidaji a v n¢kterych oblastech i nedostupnost

nebo nedostatek diagnostickych moznosti.
2.1.3.3.2 Priznaky onemocnéni karcinomu prostaty

Vzhledem k excentrické lokalizaci nadort v periferni zoné prostaty byvaji ¢asné
faze onemocnéni zpravidla asymptomatické. Pti vySetieni per rectum (DRV) byva
hmatné tuha az tvrda konzistence prostaty.

Na rozdil od benigni hyperplazie prostaty vétSinou nedochazi ke stendze uretry.
Piesto jednim z pfiznakl mize byt i hemospermie ¢i hematurie, erektilni dysfunkce
nebo priapismus (2, 24, 1).

V nékterych ptipadech, kdy onemocnéni probihd zcela asymptomaticky, prvnim
ptiznakem mohou byt kostni bolesti (nejcastéji patete) nebo patologickd zlomenina pii
metastatickém postizeni kosti (1).

U pacientti s pocatecni hodnotou PSA nad 20 pg/l je pravdépodobnost, ze se

vyskytnou kostni metastazy vyssi nez 20 % a zvySuje se s rostouci hodnotou PSA (20).



2.1.3.3.3 Klinicka stadia karcinomu prostaty

Az v 95 % ptipadil je histologicky potvrzen adenokarcinom prostaty. Vzacné se
mohou vyskytovat i leiomyosarkom, rhabdomyosarkom, lymfom, sarkomatoidni
karcinom, mucindzni karcinom, duktalni (endometrialni) karcinom nebo malobunéény
karcinom. Malobunéény karcinom byva vysoce agresivni a laboratorni hodnoty PSA
zpravidla nepiekracuji cut-off hodnoty. Za prekurzor invazivniho CaP je povazovan

karcinom in situ oznacovany jako prostaticka intraepitelova neoplazie (PIN) (2, 12, 1).
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Obr. 2: Model karcinogeneze CaP. Pievzato z literatury ¢. 9.

Prognoza a 1é¢ba CaP jsou zavislé na histologické diferenciaci (grading) a rozsahu
onemocnéni (staging). Stejné jako u solidnich nadort jinych organt se i pro klasifikaci
adenokarcinomu prostaty pouzivd TNM Kklasifikace. TNM Kklasifikace se pouziva od
roku 1958, vznikla na zéklad€ potieby rozlisit lokalni rozsah nadoru (T), Sifeni do

regionalnich lymfatickych uzlin (N) a vyskyt vzdalenych metastaz (M).

Stadium | Tia NO MO G1
Stadium I | T1a NO MO G2,G34
Tib NO MO kazdé G
Tic NO MO kazde G
T1 NO MO kazde G
T2 NO MO kazde G
Stadium Il | T3 NO MO kazde G
Stadium IV | T4 NO MO kazdé G
kazdé T | N1 MO kazdé G
kazdé T | kaZzdé N | M1 kazdé G

Obr. 3: Klinicka stadia u karcinomu prostaty. Pfevzato z literatury ¢. 9.



Pro urceni stupné histologické diferenciace nadoru se od roku 1980 pouziva
Gleasonovo skore (GS). Tato metodika urcuje architektoniku prostatickych zlazek,
v bioptickych vzorcich. Urcuje se nejCastéjsi a druhy nejcastéjsi Gleasoniv stupen
(1 — 5) a GS je jejich soucet. Pokud je k dispozici pouze jeden stupenn histologické
diferenciace, jeho ¢islo se zdvojnasobi. Rozmezi GS skore je 1 — 10. Teoreticky mize
byt hodnota GS skore mezi 2 — 10. Prakticky se dnes karcinomy prostaty rozdéluji na
dobie diferencované — GS6 (nizce rizikové), stiedné diferencované GS7 (stiedné

rizikové) a Spatn¢ diferencované GS8 — GS10 (vysoce rizikové) (14, 9).
2.1.3.3.4 Diagnosticky postup

U pacientt prichazejicich s podezienim na karcinom prostaty je potieba nejprve
odebrat osobni a rodinnou anamnézu, dale je provedeno celkové fyzikalni vySetieni
vcetné vySetfeni per rektum (DRV). Nasleduje odbér krve na PSA. Pokud se zjisténé
hodnoty nachazi v rozmezi od 3,5 — 10 pg/l (na n€kterych pracovistich 3,5 — 20 pg/l) je
indikovano dopliujici laboratorni vySetfeni fPSA a spocitan jejich pomér fPSA/PSA.
Dalsi diagnosticky postup vyuziva dostupné zobrazovaci techniky napf.
transabdominalni ultrasonografii (USG) a transrektalni ultrasonografii (TRUS). Pokud
je indikovana biopsie prostaty, provadi se pod sonografickou kontrolou. Vysledek
biopsie je jediny jednoznaény ukazatel pro piesné uréeni diagnozy a stanoveni postupu
lécby. Ke zjisténi metastatického postizeni panevnich lymfatickych uzlin je indikovano
doplilujici vySetfeni pocitaCcovym tomografem (CT) a magnetickd rezonance (NMR).
V pozdnich fazich onemocnéni mohou byt postizeny proristanim nadoru organy v malé
panvi, napf. mocovy méchyt nebo rektum. K detekci skeletovych metastdz se vyuziva

vySetieni scintigrafie skeletu, zejména v pfipade€, ze PSA piesahne hodnotu 20 pg/l (2).

2.2 VYSETRENI PROSTATY

2.2.1 Digitalni rektalni vySetieni

K nejstar§Sim a nejdostupnéj$im screeningovym vySetfovacim postuptim patii

digitalni rektalni vySetieni (DRV). Gerber et al. uvadi velmi nizkou senzitivitu pro



¢asnou diagnézu, pohybujici se v rozmezi od 0,1 — 7,6 %. Rovnéz pozitivni prediktivni
hodnota ma veliké rozpéti mezi 6 — 39 % (13).

Pokud bychom srovnavali suspektni nalezy zjisténé pomoci DRV a PSA, lze
prokazat, ze posléze histologicky potvrzené tumory detekované pomoci DRV jsou
daleko pokrocilejsi nez tumory odhalené pomoci PSA (13, 16).

Pomoci DRV neni mozné odhalit malé nadory do velikosti cca 0,2 ml. Pokud je
palpacné nalezen nador o vétsi velikosti, hodnoti se zmény konzistence (prostata miize
byt tuhd az tvrda), hladkost povrchu (zpravidla byva nerovny az hrbolaty) a pohyblivost
nadoru vici okoli. Dvé vysetfeni, ktera vedou k Gspésné detekci karcinomu prostaty,

jsou DRV a PSA (2).
2.2.2 Laboratorni vySetieni

2.2.2.1 Prostaticky specificky antigen

Prostaticky specificky antigen (PSA) je lidsky kalikrein, glykoprotein o molekulové
hmotnosti 33 kD s aktivitou neutrdlni serinové proteazy. Jeho molekula je tvofena
jednim uhlovodikovym fetézcem, ktery je navdzany na aminoskupinu kyseliny
asparagové, a 237 aminokyselinami. VyuzZitim PSA jako nadorového markeru se
podafilo dosdhnout detekce casnéjSich stadii CaP, zvysit zachyt onemocnéni a tim
zlepsit prognoézu nemocnych. PSA neni tumor specificky, ale organové specificky
marker. (8, 22).

Nadorovym markerem miZeme nazvat latku produkovanou nadorem nebo
substanci pfitomnou v nddoru. Doporuc¢enym materidlem pro analyzu nadorovych
markerd je sérum. Obecné plati, ze vysetfeni vSech naddorovych markerti by se mélo
provadet u konkrétniho pacienta vzdy stejnou metodikou, diagnostickou soupravou od
stejného vyrobce a pokud mozno vzdy ve stejné laboratofi (22).

Diagnosticka specificita celkového PSA v séru v koncentraci 2,5 az 10 pg/l je pro
detekci karcinomu prostaty nizka.

ZvySenou hladinu PSA nalézame 1 u pacientil s benigni hyperplazii prostaty, pii
bakterialnich prostatitidich, po traumatech prostaty, po DRV. Krev na stanoveni

hladiny PSA se odebira nejdiive 48 hodin po vySetieni DRV. ZvySenou hladinu vSak



muze zpusobit i jakakoliv manipulace s prostatou vcetné sexudlni aktivity nebo jizdy na
kole

PSA existuje v séru ve dvou molekularnich formach, jako volny a vazany. Vaze se
pfevazné¢ na al-antichymotrypsin  (ACT), =zanedbatelny podil vazany naa2-
makroglobulin je prakticky nedetekovatelny. Laboratorni stanoveni jednotlivych
molekularnich forem a jejich porovnani ptispiva k diferenciaci mezi benigni hyperplazii
prostaty a karcinomu prostaty (3, 22).

Hladinu PSA hodnotime vzhledem k véku pacienta. Vékové specifické referencni
rozmezi pro sérové hladiny PSA bylo vytvorfeno s cilem zlepSeni citlivosti u mladsich
muzu a zvySeni specifi¢nosti ve vyssich vékovych kategoriich. Je vhodné mit vékové
specifické referencni rozmezi pro vékovou proménnou v riznych zemich, coz zvysi
pozitivni prediktivni hodnotu PSA v diagnostice karcinomu prostaty v kazdé etnické

spolecnosti. Byly stanoveny vékové specifické cut-off hodnoty viz tabulka I (25, 28).

Tabulka I: Cut-off hodnoty PSA

vek hodnota PSA
do 50- ti let 2,5 ug/l
do 60- ti let 3,5 ug/l
do 70- ti let 4,5 ng/l
nad 70 let 6,5 ng/l

2.2.2.1.1 Preanalyticka faze

Pro spravné laboratorni stanoveni PSA je nezbytn€ nutné dodrZovat preanalytickou
fazi vySetfeni. Byla publikovana studie stability PSA v séru v zavislosti na teploté.
Studie byla rozliSena do tii zékladnich skupin. Prvni sledovala stabilitu pii pokojové
teploté, druha pii — 20°C a tfeti analyzovala stabilitu PSA v situaci, kdy pii -20°C bylo
stiidaveé prerusovano napéti kazdych 6 hodin. Celkovy prostaticky antigen se ukéazal byt
pomérné stabilnim analytem (11).

Dilezitou roli pro laboratorni stanoveni ma nejen stabilita séra pii rGznych
teplotach, ale i fakt, zda je PSA analyzovan ze séra nebo z plazmy. Chemiluminiscen¢ni

metoda umoznuje stanoveni vV obou materialech. Védci provedli imunofluorimetricka



vySetfeni PSA ze séra i plazmy za pouziti stejné metodiky, stejnou Sarzi ¢inidel a vnitini
kontrolou kvality u kazdého testu. Studie neprokézala rozdily mezi reprodukovatelnosti

a variabilitou v séru a plazm¢. Plazma byla doporuéena pro dalsi vyhledové studie (36).
2.2.2.1.2 Odbér a skladovani vzorku
Postup odbéru a skladovani vzorkti je popsan v kapitole 3.1.3.
2.2.2.2 Volny prostaticky specificky antigen

U zdravého jedince predstavuje volna frakce PSA (fPSA) zhruba 15 — 25 %
celkového detekovatelného PSA. Stanoveni fPSA probihd imunochemicky, pomoci

protilatky, ktera reaguje s tou oblasti molekuly, ktera je navazana na ACT (40).
2.2.2.2.1 Preanalyticka faze

El Ezzi provedl studii, ve které se zamé&fil na stabilitu fPSA v séru pii pokojové
teploté, pti 4°C, pti — 20°C, ale i teplotnich vykyvech. Volna frakce PSA vykazuje
daleko mensi stabilitu nez PSA. Pfi teploté 4°C je stabilni pouze 24 hodin (11).

2.2.2.3 Pomér fPSA/PSA

V klinické praxi je tento pomér pouzivan jako jedno z kritérii pro rozliSeni BHP a
CaP u muzi, kterym byla zjiSténa hladina PSA v rozmezi od 4 do 10 pg/l s negativnim
DRV.

PSA v referen¢nich mezich nevylucuje karcinom prostaty. Az 20 % muzid s
diagnostikovanym karcinomem maé laboratorni hodnotu PSA niz$i nez 4 pg/l. Pomér
volného k vazanému (fPSA/PSA) by mél byt v piipadé nezhoubnych onemocnéni nad
20 %, protoze hladina volného PSA je timérna velikosti prostaty a Gizce souvisi s ristem
benigni hyperplazie prostaty — objemem prostaty. Pii velkém objemu prostatické tkané
postizen¢ BHP a nedodrZeni preanalytické faze fPSA (nestabilita pfi pokojové teploté
4°C) mize dojit k tzv. efektu ziedéni (falesna negativita).

Jako cut-off hodnoty poméru fPSA/PSA jsou povazovany pro maligni onemocnéni
0 — 15 %, za hrani¢ni hodnoty jsou povazovany 15 — 20 %, a pro benigni onemocnéni
nad 20 % (28).



2.2.2.4 Kysela fosfataza

Pii podezfeni na generalizaci tumoru prostaty stanovujeme laboratornim
imunochemickym vysetfeni hladiny prostatické kyselé fosfatazy (PACP). ZvySené
hodnoty nalézdme pouze u generalizovaného onemocnéni. Nevykazuje dostateCnou
specificitu, jeji sérova hladina kolisa v zavislosti na dialnim rytmu a jeji celkova
prediktivni hodnota je nizs$i nez 25 %. S pifihlédnutim k témto omezenim nelze tento
marker pouzit pro cilenou detekci velmi ¢asnych stadii onemocnéni (9, 29). V soucasné

dob¢ je tento parametr povazovan za zastaraly.
2.2.2.5 PSA denzita a PSA denzita tranzitorni zony

PSA denzita (PSAD) a PSA denzita tranzitorni zony (PSAD-TZ) je podil celkové
hodnoty PSA (ug/l) a objemu prostaty (cm®) pro PSAD, pro PSAD-TZ objemu
tranzitorni zony stanovenych pomoci transrektalni ultrasonografie (TRUS). Tento podil
je vyssi u pacientil s karcinomem prostaty oproti nemocnym bez nalezu CaP.
Doporucena hrani¢ni hodnota pro PSAD je 0,15 a pro PSAD-TZ 0,35. Vysledek

vySetfeni zavisi na zkusenostech 1ékare, ktery provadi TRUS (9, 15).
2.2.2.6 Nové metody

Vzhledem k nizké specificité a nizké pozitivni prediktivni hodnoté neni prostaticky
specificky antigen dokonalym markerem. Nedostatek specifi¢nosti je caste¢né zplisoben
skutecnosti, Ze zniCeni bazalni membrany epitelidlnich bun¢k prostaty miize mit za
nasledek nadmérny unik PSA do krevniho ob&hu. Benigni onemocnéni prostaty, i
fyzické trauma prostaty mize mit za nasledek vyznamné zvyseni hladiny PSA v séru.
Objev dalsich molekularnich forem PSA v séru na pocatku 90. let minulého stoleti
pfinesl nutnost hledani specifictéjSich markeri. Bylo objeveno, Ze volny PSA mize
existovat ve tfech molekularnich formach: proPSA, "benigni" PSA (BPSA) a neaktivni
"neporuseny" PSA (IPSA). Odhaduje se, Ze tfi izoformy (proPSA, BPSA, a IPSA)
zahrnuji pfiblizné 33 %, 28 %, a 39 % volného PSA. Tento vyzkum poskytuje
vysvétleni pro puvod proPSA v séru (27). Zvysledkt studie vyplyva, ze tkané

pifechodové zony obsahuji malé nebo zadné mnozstvi proPSA a je pravdépodobné, ze



kazdy laboratorn¢ zachyceny [-2] proPSA v séru je odvozen z tkané nadorové postizené

prostaty (39).
2.2.2.6.1 [-2] proPSA

Sokoll et al. v roce 2003 prokazal, ze [-2] proPSA by mohl snizit pocet zbytecné
provedenych biopsii u muzi s celkovym PSA mezi 2,5 - 4,0 pg/l. Ve srovnavaci studii
byly vysledky PSA 4 - 10 pg/l a 2 - 10 pg/l podobné, a proto jsou uvedeny pouze
vysledky PSA 2 - 10 pg/l. V tomto rozsahu bylo [-2] proPSA signifikantné vyssi u
muza s karcinomem prostaty, jako tomu bylo ve studii z roku 2003. Vysledky z této
laboratorni studie poskytuji dtivod pro SirSi valida¢ni studie k ureni, zda [-2] proPSA

muze nahradit jiné markery CaP a zpfesnit diagnostiku onemocnéni (34).
2.2.2.6.2 Index zdravé prostaty

Nedostatecnd specifita PSA vede k vysokému poctu falesné pozitivnich vysledkd.
Casteéného zpfesnéni bylo dosaZeno zavedenim vysetfeni fPSA a jejich poméru
(fPSA/PSA). Hladiny PSA a fPSA navic nedostate¢né koreluji s agresivitou nadoru.
Stale hledame idedlni marker, ktery by jednoznacné odlisil BHP a CaP. Index zdravé
prostaty napomaha stanovit hranici, kdy provést biopsii. V Ceské republice byla pilotni
studie provedena ve FN Plzen (fakultni nemocnice). U vSech pacientli bylo stanoveno
PSA, pokud byla hodnota v rozmezi 0 - 20 pg/l, bylo dovysetieno fPSA a [-2] proPSA a
vypocitan pomér fPSA/PSA a PHI.

PHI byl dopoéitan podle vzorce ([-2] proPSA/fPSA) v tPSA.

Vysledkem bylo zjisténi signifikantné zvySené hladiny PHI u nemocnych s
histologicky prokdzanym CaP. Navic byla zjiSténa pozitivni korelace s Gleason score.
PHI neni zavisly na véku (30).

2.2.2.7 Typy metod stanoveni

Pro stanoveni hormond, 1€Civ a latek, které se v biologickém materialu vyskytuji ve
stopovém mnozstvi, tj. v koncentraci pod 10 mg/ |, jsou doporucovany imunochemické

metody. Zakladem téchto reakci je vytvofeni imunokomplexu, ktery vznikne spojenim

dvou reaktanti — antigenu (Ag) a specifické protilatky. Je-li koncentrace Ag pod



10 mg/ |, pridava se do reakce treti reaktant - antigen znaceny indikatorem. Tim mohou
byt napt. fluoreskujici latky, enzymy nebo substraty (7)

VétsSina dostupnych metod je obtizné navzajem porovnatelna, protoze jejich
vysledky zévisi na pouzitych standardech, specificité protilatek a Cistot¢ antigent,
pouzitych pro vyrobu protilatek. Pro vyrobu monoklonalni protilatkou definovaného
vnitiniho standardu PSA byla doporucena vysoce u€innd imunoafinitni chromatografie.

Pro stanoveni PSA se vyuzivaji nejCastéji neizotopové imunoanalyzy na principu
EIA, FIAaLIA.

Enzymoimunoanalyza (EIA) je metoda pouzivana ke stanoveni antigentl, protilatek
a hapteni. Ke znaceni se pouzivaji enzymy na polystyrenovych kulickéach.
Nejcastéj$imi pouzivanymi enzymy jsou kienova peroxidaza, alkalicka fosfataza (ALP)
a glukosaoxidaza. PSA lze stanovit metodou ELISA a to nejcastéji tzv. sendvicovou
metodou. ELISA pouziva mikrotitra¢ni jamky potazené monoklonalni protilatkou proti
PSA. Po pridani vzorku se pipetuje druhd monoklonalni protilatka proti PSA, znacena
kienovou peroxidazou a tetrametylbenzidin jako substrat. Reakce probiha v kyselém
prostfedi a mé&fi se absorbance pii 450 nm. Jako marker lze pouzit také alkalickou
fosfatazu, substratem je pak 4-nitrofenylfosfat a detekci lze provadét pii 405 — 450 nm.
(17, 7).

Imunometricka analyza (IRMA) pouzivd dvé mysi monoklonalni protilatky proti
odlisnym epitoptim molekuly PSA. Je zna¢ena radioaktivnim jodem 12,

Fluoroimunoanylyza (FIA) pracuje opét se tfemi reaktanty. Princip metody je
méfeni fluorescence znaCkovaného imunokomplexu po odstranéni volné¢ho znaceného
antigenu, na ktery se jiz protilatka nenavazala. PouZivd magnetické nebo latexové
mikrokulicky potazené monoklonalni protilatkou proti PSA, znackou je ALP a
substratem 4-metylumbelliferylfostat. Fluorescence se méfi pii 448 nm (excitace pfii
365 nm) (7).

Luminiscenéni analyza (LIA) je vysoce citliva metoda a vyuziva se jako nahrada
radioaktivni imunoanalyzy. LIA stanoveni s vyuzitim volného substratu je zalozeno na
sendvicové imunochemické reakci. PouZivaji se polyklonalni kozi protilatky a

monoklonadlni mysi protilatky. Jako substrat se pouzivd adamantyldioxetanfenylfosfat,



ktery hydrolyzuje kontaktem s alkalickou fosfatizou za vzniku nestabilniho
meziproduktu. Ten se ihned rozpada za vzniku zareni, které se detekuje luminometrem.

Intenzita zafeni je pfimo umérna koncentraci PSA ve vySetfovaném vzorku (35, 7).
2.2.3 Transrektalni ultrasonografie

Transrektalni ultrasonografie (TRUS) umozni sonograficky zhodnotit strukturu
prostaty, jeji velikost a napomaha odliSeni maligni a benigni tkané. Vysetieni vyzaduje
specialni vybaveni a prostory. Vysledek vysetieni zavisi na zkuSenostech provadéjiciho
1ékare. Metoda je nenahraditelnd pti bioptickém odbéru prostatické tkane.

Senzitivita TRUS se pfi pouziti v ramci cilené detekce pohybuje kolem 2,6 %
podobné jako DRV (21).

2.2.4 Biopsie

Jedinou mozZnou metodou, kterd spolehlivé potvrdi ¢i vyvrati diagnéozu CaP je
biopsie s naslednym histologickym vySetfenim. Sensitivita biopsie je zavislda na
zkuSenostech provadéjiciho lékate a na tom, zda se podafi odebrat vzorek tkané
Z loziska karcinomu. M¢la by byt indikovana na zéklad€ elevace hladin PSA nebo
podezielého néalezu DRV s pfihlédnutim k polymorbidité¢ jedince a celkovému
biologickému véku. Provadi se transrektdln¢ pod kontrolou ultrazvukem, aby bylo
mozno cilené¢ kontrolovat misto odbéru vzorku. Pro sniZeni bolestivého vjemu pacienta
je vhodné odbér provadét v lokalni infiltrani anestezii (2).

Minimalni pocet odebranych vzorkt pfi prvni biopsii je 10, pfi opakované biopsii je
odebrano minimalné 12 vzorkd.

Ze vSech odebranych vzorkt se ptipravi histologické preparaty, které se standardné

barvi Hematoxylinem a Eozinem (37).

2.3 MONITOROVANI PRUBEHU ONEMOCNENI

K laboratornimu monitorovani pribéhu jiz prokédzanych a léCenych CaP se
vyuzivaji metody méieni PSA v Case. Sleduje se PSA velocita (PSAV) a PSA doubling

time (PSADT). Obé metody maji monitorovaci vyznam a nejsou urceny K diagnostice



casnych stadii CaP. Rozhoduji o dalsi strategii 1é€by u dispenzarizovanych pacientt

(salvage aktinoterapie, adjuvantni aktinoterapie, hormonalni terapie).
2.3.1 PSA velocita

K monitorovani priubéhu jiz diagnostikovaného onemocnéni se vyuziva PSA
velocita (PSAV), kterd kalkuluje se zménou celkového PSA v ¢asovém horizontu
ug/l/rok a je piimo zavisla na objemu prostaty nebo nadoru. Pacient, ktery ma PSA nizsi
nez 4 pg/l, ale jeho PSA stoupa vice nez 0,75 pg/l za rok by mél podstoupit biopsii i bez
dalSich indikaci. Ve studii védci ukazali, ze jedinci s rychlosti nartistu PSA vyssi nez
0,75 ng/l za rok, méfeno 10 - 15 let pred diagnézou rakoviny prostaty, méli 4,7x
zvySené relativni riziko amrti ve srovnani s muzi, jejichz rychlost narustu byla 0,75 ug/1
za rok nebo nizsi (5, 4).

PSAV ziskala uznani jako prognosticka veli¢ina v roce 2004. D'Amico et al.
prokazali horsi patologické rysy a zvySeni umrtnosti u muzt podstupujicich radikalni
prostatektomii s PSAV 2,0 ug/l/rok v roce pted operaci (6). Nizsi prahova hodnota pro
PSAV byla pozdé¢ji doporucena po roce 2006, kdy byla laboratorni studii prokazana
vy$$i imrtnost u muzi s PSAV vétsi nez 0,75 pg/l /rok 10-15 let pfed diagnézou CaP

(5).
2.3.2 Doubling time

Cas zdvojeni PSA — doubling time je &as potiebny ke zdvojnasobeni sérové hladiny
PSA a uvadi se v ¢asovych jednotkach (dny, tydny, mésice a roky). Jeho hodnoceni je
zéavislé na exponencialnim ristu nddoru a jeho nartst koreluje s chovanim nadoru.

Vypocet se provadi podle vzorce: PSADT = (PSA; x Casovy interval) / (PSA; —
PSA;) (4). Kde PSADT je doubling time, PSA; je prvni naméfena hodnota a PSA; je

druha namé&fena hodnota prostatického specifického antigenu v Case.



3. PRAKTICKA CAST

3.1 METODIKA PRACE

3.1.1 Charakteristika souboru dat

Vsechny vzorky byly zpracovany v Klinickych laboratotich Tabor a.s. Vzorky byly
odebrany v odbérové mistnosti laboratofe, v urologické ambulanci nebo v ordinacich
praktickych Iékatt.

Soubor dat tvoii 11 357 vySetieni PSA a 2 074 fPSA métenych od ledna roku 2011
do konce roku 2013. Data jsem rozdé¢lila do Sesti vékovych skupin podle vékoveé

specifického PSA. VySetfovani pacienti byli ve véku 19 az 94 let.
3.1.2 Preanalyticka faze

Preanalyticka faze ma velky vliv na kone¢ny vysledek vySetfeni a tim je i velice
zranitelnd. Chyba v preanalytické fazi mtize vzniknout chybnym odbérem biologického
materialu, neSetrnym zachazenim se vzorkem a Spatnym skladovanim vzorku. Ale i ze
strany pacienta mize dojit k pochybeni. Pacient by mél byt vzdy poucen od svého
Iékate o okolnostech, které mohou ovlivnit vysledek vysetieni. Naméfenou hodnotu
PSA ovliviiuje jakékoliv manipulace s prostatou, DRV vysetfeni, vySetfeni TRUS, ale 1
jizda na kole nebo uzivani nckterych 1€kt (inhibitory 5o reduktizy — enzym, ktery
transformuje testosteron na u¢inny dihydrotestosteron).

Postup pii odbéru krve je popsan ve Smérnici pro odbér biologického materialu
(interni dokumentace laboratofe). Bylo odebrano 5 ml venozni krve do zkumavek
Vacutest s cervenou zatkou. Zvlastni diiraz byl kladen na dezinfekci mista vpichu pted
venepunkci. Kiize se musi nechat dostatecné oschnout, aby zbytky dezinfekéniho
prostiedku nezptisobily hemolyzu vzorku. Hemolyzu mutze zptsobit i dlouhodobé
zaSkrceni paze turniketem, proto byl turniket pouZzit pouze v ptipadé¢ obtizné¢ho odbéru.

Zkumavky Vacutest s cervenou zatkou jsou urCeny pro rutinni biochemicka
vySetieni ze séra a stanoveni hormonll. Na dné zkumavek je separacni gel, ktery

v priibéhu centrifugace méni hustotu a tim se posouvd mezi povrch krevni srazeniny



a sérum. Vytvoii tak bariéru, ktera oddéluje sérum od krevnich bunék a vysrazeného
fibrinu. Na vnitinich sténach zkumavek jsou umistény mikronizované silikatové Castice,
které maji za ukol aktivovat hemokoagula¢ni proces. Aby byl tento proces odstartovan,
musi se odebrana krev ve zkumavce promichat. Promichdni musi byt natolik Setrné, aby
nedoslo k mechanické hemolyze.

Vzorky odebrané v odbérové mistnosti a v urologické ambulanci byly pied
analyzou uchovany pti pokojové teploté. Vzorky od praktickych 1ékatti byly pfepraveny
do laboratofe v transportnich boxech. Transport je fizen tak, aby vzorky byly do
laboratote doru¢eny do dvou hodin od pfevzeti transportni sluzbou.

U vsech vzorkll byla provedena kontrola identifikace pacienta a zddanky. Spravné
vyplnénd zaddanka musi obsahovat jméno, piijmeni, rodné Cislo, zdravotni pojistovnu,
diagnézu, razitko ordinujiciho lékafe, pozadované vySetfeni, datum, cas provedeni
odbéru a jméno pracovnika, ktery odbér provedl. Zkumavka musi byt oznalena
jménem, piijmenim a rodnym Cdislem pacienta. Po provedeni kontroly spravné
identifikace byl vzorek piijat ke zpracovani. Na zkumavku a zadanku byl nalepen
shodny identifikacni ¢arovy kod. Poté byl vzorek centrifugovan.

Centrifugace vzorkl probihala v centrifuze Heraecu megafuge 16 pii 3500 otackach
po dobu 15 minut. Pfi centrifugaci dochazi k oddéleni krevniho kolace od séra
separacnim gelem. Proto je mozné pouzit primarni zkumavku k analyze bez nutnosti
alikvotace vzorku. Po centrifugaci byly vzorky umistény do robotického ramene Sample
Management System (SMS), ktery automaticky piedd zkumavku do analyzatoru, ve
kterém je pozadovana analyza provadéna. Informaci o pozadavku na analyzu si SMS

automaticky stahne z laboratorniho informacéniho systému (LIS).
3.1.3 Analyticka faze

Vysetteni PSA a fPSA byla provadéna na analyzatoru Immulite 2000. Vzorky,
které prokazatelné nespliiovaly dodrZeni preanalytické faze, byly odmitnuty. K analyze
byly pouzity reagencie firmy Siemens. Pfed pouzitim reagen¢niho kitu byla provedena
adjustace (kalibrace) metody, kazda dalsi adjustace byla provedena v intervalu 4

respektive 2 tydnli. Pfed kaZzdou sérii méfeni byla provedena analyza kontrolniho



materialu Lyphochek Immunoassay plus control na hladinach 1, 2 a 3 (Bio — Rad) a
vyhodnocena shoda s deklarovanou hodnotou.

Analyza PSA zacind tim, Ze analyzator nadavkuje do reakcéni tuby jednu kulicku
potazenou polyklonalni kozi protilatkou protiPSA. Nasledné ptidéa reagencii obsahujici
alkalickou fosfatazu (ALP) konjugovanou monoklonalni mysi protilatkou protiPSA a
nakonec ptida 10 pl séra. Nasleduje 30ti minutova inkubace. Béhem této inkubace tvori
PSA ze vzorku sendvi¢ovy komplex s polyklonalnimi kozimi protilatkami protiPSA na
kulicce a enzymaticky konjugovanymi mysimi monoklonalnimi protilatkami proti PSA
v reagencii. Po inkubaci se reagencni zkumavka promyje (nenavdzané sérum a
nenavazana protilatka je odstranéna centrifugaénim mytim) a pfida se substrat, v tomto
pfipad¢ adamantyldioxetanfosfat. Probéhne kratkd 5ti minutova inkubace. Zkumavka
putuje pred trubici fotondsobiCe, ve kterém se méii svétlo vytvofené luminogenni
reakci. Pusobenim ALP navédzané na sendvicovém komplexu je substrat
defosforylovany na nestabilni produkt, ktery se rychle rozpadd a vyzatuje svétlo.
V trubici fotonasobice probihd méfeni, signal je generovan imérné navazané znacené
protilatce. Mé&fici rozsah metody je 0,04 — 150 ug/l. Analyzu ovliviiuje hladina
bilirubinu nad 684 umol/l, koncentrace hemoglobinu nad 2 g/l a triacylglyceroly (TAG)
s koncentraci nad 22 mmol/1 (32).

Pti analyze fPSA se méfi mnozstvi volného nekomplexovaného PSA ;.
nenavazaného na al-antichymotrypsin ani na jiny protein v séru. Reakce probiha ve
dvou krocich. V prvnim cyklu je do reagencni zkumavky vlozena kulicka a 25 pl séra.
fPSA ze vzorku se navaze na specifickou monoklonalni protilatku protiPSA na kulicce.
Nasleduje 30ti minutova inkubace. Po inkubaci je pfebytek séra, ktery se nenavazal
odstranén centrifugaci a promytim. Ve druhém cyklu je pfiddna ALP konjugovana
S kozi polyklonalni protilatkou protiPSA, kterd se navdze se na fPSA na kulicce.
Probéhne druhd 30ti minutovd inkubace. Po inkubaci je nenavazany konjugat opét
odstranén centrifugaénim mytim. Néasledné je ptidan substrat a prob&hne kratka 5ti
minutovd inkubace. Poté nastdva vlastni méfeni, kdy je signdl generovan umeérné

navazané znacené protilatce. Méfici rozsah je 0,07 — 25 pg/l. Podminky pro ovlivnéni



analyzy ikteritou a hemolyzou jsou stejné jako pfi analyze celkového PSA. Chylozita

séra ovliviiuje stanoveni fPSA od koncentrace TAG nad 13 mmol/l (31).
3.1.4 Immulite 2000

Automaticky analyzator Immulite 2000 (obr. 4) pracuje na principu chemilumi-
niscencni imunologické analyzy. Analyzator miZze pipetovat sérum Zz primdrnich i
sekunddrnich zkumavek, Vv pfipadé malého mnoZstvi materidlu je mozné pouzit i
mikrozkumavky. Lze jej propojit na LIS, tim zajistit ptfimy pienos vysledki, kapacita

zpracovani je az 200 vysledkt za hodinu. Doba analyzy (35 nebo 65 minut) se odviji od

zpusobu usporadani metody — urcujicim faktorem je pocet inkubaci.
A P ﬁ—’l

Obr. 4: Immulite 2000. Zdroj: vlastni foto.

Hlavni ¢asti analyzatoru jsou: vzorkovy, kulickovy a reagencni karusel, vzorkova a
reagencni jehla, dopravnik reakénich tub, inkubator, promyvaci stanice, zasobnik
substratu, luminometr, fotometr s fotonasobi¢em, odpadni zasobnik, fidici stanice s
pocitatem. Reagencni karusel je chlazen na teplotu 2 — 8°C. Kuli¢kovy karusel je

odvlhceny, aby polystyrenové kulicky nezvlhly. Do otacivého vzorkového karuselu se



vejde Sest stojankl, do kazdého stojanku 15 zkumavek, najednou lze vlozit do
analyzatoru 90 vzorkt. Carové kody na zkumavkach se naditaji pii otadeni karuselu. Je
v nich zakodovana identifikace pacienta a informace o pozadovanych vysetfenich. Pii
inkubaci jsou reakéni tuby nepfetrzité protfepavany pii teploté 37°C. Substrat se ptidava
V promyvaci stanici po promyti a odstranéni veskeré zbytkové nenavazané reagencie a

vzorku.

Obr. 6: Reakéni tuba s polystyrenovou kuli¢kou. Zdroj: vlastni foto.
3.1.5 Pracovni hypotézy

Hypotéza ¢. 1
Pacienti se zvySenym vé&kové specifickym PSA jsou odesilani ke kontrolnim

opakovanym laboratornim vySetfenim.

Hypotéza ¢. 2
Pacienti s nezvySenym vékoveé specifickym PSA maji pomér fPSA/PSA vyssi nez
0,20.

Hypotéza ¢. 3
U pacienti s patologickym vékove specifickym PSA bude pozadovano doplnéni

vySetfeni fPSA.



4. VYSLEDKY

Soubor dat tvoti 11 357 vySetieni PSA a 2 074 fPSA métenych od ledna roku 2011
do prosince roku 2013. Data jsem rozd¢lila do Sesti vékovych skupin podle vékoveé

specifického PSA. Data z jednotlivych vékovych skupin jsem dale hodnotila.
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Graf ¢. 1: Pocet vySetteni PSA a fPSA podle vékovych skupin pacientd
uskute¢nény v prabéhu tii let (leden 2011 — prosinec 2013)

Graf ¢. 1 ukazuje celkovy pocet vSech vysetfenych PSA a fPSA rozdé€lenych do
Sesti vékovych kategorii. Nejvice zastoupené vékové skupiny byly 50 — 59 let a 60 — 69
let. Ve vé€kové skupiné pacientd do 39 let bylo vySetfeno 243 PSA a 13 {PSA, ve
skuping 40 — 49 let 1 305 PSA a 93 fPSA. Vé&kova skupina 50 — 59 let zahrnovala 3 462
PSA a 519 fPSA vysSetieni a vékova skupina od 60 do 69 let 3 852 PSA a 785 fPSA.
Posledni dvé vekové skupiny byly od 70 do 79 let a nad 80 let. Zde bylo vysetieno
1941 PSA a 495 fPSA respektive 554 PSA a 169 fPSA.



Pocet vysetreni podle indikujicich
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Graf ¢. 2: Pocet vysetfeni podle indikujicich 1ékait
V grafu ¢. 2 je zndzornén pocet pozadovanych PSA vySetfeni zurologické

ambulance a od praktickych 1¢kait.
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Graf ¢. 3: Celkovy pocet pacientti rozdéleny podle jejich véku
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Rozdéleni poétu pacientll v zavislosti na véku prezentuje graf ¢. 3. Nejmladsimu

pacientovi je 19 let a nejstarSimu 94 let.



Zastoupeni skupin diagnoéz
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Graf ¢. 4: Zastoupeni skupin diagn6z

Zastoupeni diagnéz sledovaného souboru vypadalo nasledovné: 5 860 (51,6 %)

pacientll bylo vySetieno v ramci cilené detekce karcinomu prostaty, 1 796 pacienti

s diagndzou benigni hyperplazie prostaty (15,8 %), 620 pacienti S diagnézou karcinomu

prostaty (5,5 %) a 3 081pacientt s diagndzou jiného onemocnéni.(27,1 %).
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Graf ¢. 5: Rozd¢leni vySetfenych PSA, které se nachéazeli v normé a které byli

V nadlimitnich hodnotach.




Graf ¢. 5 ukazuje rozdéleni celkového poctu vSech vySettenych PSA, jejichz
hodnoty se pohybuji pod a nad cut-off hodnoty. VySetiena PSA jsou rozdé€lena do
prislusnych vékovych skupin. Ve vékové skupiné do 39 let bylo z 243 namétenych PSA
nad cut-off hodnotu 20 coz ¢ini 8,23 %. Ve vékové skupiné 40 — 49 let bylo nad cut-off
hodnotu 93 PSA to je 7,13 %. V nasledujicich dvou pocetnéjsich skupinach bylo nad
cut-off hodnotu 372 PSA (10,75 %) ve skupiné pacienti od 50 do 59 let a 561 PSA
(14,56 %) ve vékové skupiné od 60 do 69 let. V soubor pacientti ve véku od 70 do 79 let
jsme nasli PSA nad cut-off hodnotu u 279 pacientt (14,37 %) a v posledni skupiné nad
80 let u 121 pacientt (21,84 %).

Hypotéza ¢. 1

Nasledujici tabulka II shrnuje celkovy pocet vySetieni PSA nad cut-off hodnoty (N)
a pocet pacientl (n), ktefi byli opakované laboratorné sledovani. Pacienti jsou rozdéleni
do Sesti veékovych skupin. Tabulka dale uvadi procentudlni zastoupeni pacientt, kteti

podstoupili opakované laboratorni vysetieni.

Tabulka I1: Procentudlni zastoupeni pacientii s opakovanymi odbéry na PSA

opakované

Vek N sledovani

n %
do 39 16 3 18,80
40-49 |68 21 30,90
50-59 |243 101 41,60
60 - 69 | 365 171 46,80
70-79 |172 83 48,30
nad 80 |83 28 33,70
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Graf €. 6: Pocet opakovanych vysetieni vychazejici z dat uvedenych v tabulce I1.

Hypotéza ¢. 2
Tabulka 111 shrnuje celkovy pocet pacienti, ktefi maji vySetfené PSA 1 fPSA (N) a
pocet pacientt (n), ktefi maji pomér PSA pod cut-off hodnotu a fPSA/PSA pod 0,20 a
jejich procentudlni zastoupeni. ProtoZe se cut-off hodnoty lisi v jednotlivych vékovych
skupindach, jsou podle téchto hodnot data rozdélena.
Tabulka III: Procentudlni zastoupeni pacientii SPSA pod cut-off hodnotu a
pomérem fPSA/PSA pod 0,20

PSA pod cut-off
y hodnotu s pomérem
Vek N sod (I)), 20
n %
do39 |10 6 60,00
40-49 |65 28 43,08
50-59 |198 109 55,05
60-69 |362 203 56,08
70-79 |355 240 67,61
nad 80 |119 71 59,66
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Graf ¢. 7: Pocet vySetfeni PSA v normé a Spatnym pomérem fPSA/PSA vychézejici

z dat uvedenych v tabulce IlI.

Hypotéza ¢. 3

Tabulka IV uvadi pocet pacientd, kteti maji zvySené vékove specifické PSA (N) a
nebylo u nich pozadovano vysetteni fPSA (n). Tabulka uvadi i procentualni zastoupeni
poctu pacientil s nevySetienym fPSA.

Tabulka 1V: Procentudlni zastoupeni pacientii se zvySenym PSA a nevySetienym

fPSA
PSA zvySené, bez
Vek N fPSA
n %
do39 |20 17 85,00
40-49 |92 64 69,57
50-59 |372 51 13,71
60 - 69 |561 138 24,60
70-79 |279 138 49,46
nad 80 |121 71 58,68
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Graf ¢. 8: Pocet pacientl se zvySenym PSA a nevySetfenym fPSA vychazejici z dat

uvedenych v tabulce IV.



5. DISKUZE

Cilem prace bylo zpracovani naméfenych vysledkiu PSA a fPSA v obdobi let 2011
az 2013 a jejich vyhodnoceni. Soubor obsahoval dostatecny pocet dat k vyhodnoceni.
Vzhledem Kk velikosti souboru mohla byt data hodnocena dle vékovych skupin viz graf
¢. 1. Z né¢ho vyplyva, ze maximum vysetiovanych pacientt je ve véku od 50 do 69 let,
tedy ve véku muzi s life expectance vyssi nez 10 let, kdy je snaha diagnostikovat
asymptomaticky lokalizovany CaP a tyto muze pak radikalné¢ I1écit (radikalni
prostatektomie, aktinoterapie). Pievazna vétSina naméfenych dat byla pozadovana
z ordinaci praktickych 1ékaia (84,38 %), jak je vidét v grafu ¢. 2. Nejmlad$imu
vySetfenému pacientovi je 19 let, nejstar§Simu 94 let. S rostoucim vékem pacientil
vzrista 1 pocet vySetfeni PSA, vrcholu dosahuje ve véku 63 let a poté ma klesajici
tendenci. V otazce zastoupeni diagndzy byla nejpocetnéjsi skupinou diagnoza
preventivniho vySetfeni (cilena detekce CaP). Tvotila 51,6 %. Diagnéza benigni
hyperplazie prostaty byla na zadance uvedena z 15,8 % a karcinom prostaty z 5,5 %. Ve
zbyvajicich 27,1 % se diagndza netykala onemocnéni prostaty.

Hypotéza ¢. 1 vychazela z predpokladu, ze pacient, kterému byla zjisténa zvySena
hodnota PSA, bude odeslan ke kontrolnimu laboratornimu vysetfeni. Z namétenych dat,
ktera jsou shrnuty v tabulce 11 je ziejmé, Ze nejvyssi procento kontrolnich laboratornich
vySetieni neptesdahlo 50 %. Tim se hypotéza ¢. 1 nepotvrdila. Nejvice kontrolnich
vySetieni je ve v€kové skupiné 70 az 79 let (48,3 %). Nasleduje skupina 60 — 69 let
(46,8 %) a tieti skupinou piesahujici 40 % je 50 — 59 let (41,6 %). U skupiny pacienti
nad 80 let klesa pocet vySetieni i procentualni zastoupeni (33,7 %) kontrolnich analyz.
V této vékovée kategorii mize byt celkovy pocet vySetieni ovlivnén nizkym zastoupenim
Vv populaci. Posledni dvé vékové skupiny 40 — 49 let (30,9 %) a do 39 let (18,8 %) maji
prekvapivé nejmensi procento kontrolnich odbérti. Nicméné vysledek této hypotézy
muze byt zatizen chybou, Ze nebyla dodrzena obecné platnd zasada pro vySetfovani
nadorovych markerd. Mohlo dojit k odeslani pacienta hned po prvnim vySetfeni na
specializované pracovisteé, kde byl proveden kontrolni odbér a dopliujici diagnostické

vySetieni. Pacienti z urologické ambulance byli k opakovanym odbértim odesilani.



Hypotéza ¢. 2 vychazela z ptedpokladu, Ze u pacientt, kterym bylo naméfeno PSA
pod veékove specifické cut-off hodnoty a zaroven bylo pozadovano vysetieni fPSA bude
pomér fPSA/PSA vyssi nez 0,20. Ze zpracovanych dat v tabulce III je patrné, ze se
hypotéza nepotvrdila. V nizkych vékovych skupinach (do 39 let a od 40 do 49 let) je
zpracovano malé mnozstvi dat. Divodem muze byt fakt, ze mladsSi pacienti nemaji
klinické obtize nebo s nimi z riznych divodu nepiichazi k 1ékafi. VySetieni pro ¢asnou
detekci CaP je doporuc¢ovano od 50 let. U pacienti s pozitivni rodinnou anamnézou je
vékova hranice pro provadéni cileného vySetieni snizena i na 40 let. Ale i v ostatnich
veékovych skupinach je vysoké procento patologického poméru fPSA/PSA. Vysoké
procentualni zastoupeni by mohlo byt zptuisobeno tim, ze fPSA je vySetfovano podle
vékove specifickych cut-off hodnot PSA.

Hypotéza ¢. 3 vychazela z predpokladu, Ze u pacientl s patologickym vékovée
specifickym PSA bude pozadovano vysetieni fPSA. V tabulce IV je uvedeno
procentudlni zastoupeni nevysetfenych fPSA pii zvySenych vékoveé specifickych
hodnotach PSA. Hypotéza €. 3 neni potvrzena. Ze zpracovanych dat vyplyva, zZe
nejméné pocetné zastoupené veékové skupiny jsou do 39 let a 40 — 49 let. Graf ¢. 5
ukazuje, ze vékove specificky pozitivnich PSA u vékové skupiny do 39 let bylo jen 20 z
243. Touto skute¢nosti vznikl maly soubor pro hypotézu ¢. 3. Obdobné je to i pro
skupinu 40 — 49 let, kdy z1 212 vySetfenych PSA bylo pozitivnich jen 93. Nejvyssi
pocet vySetieni fPSA pii pozitivnim PSA bylo u vekové skupiny 50 — 59 let. Jen 51
vySetieni (13,71 %) nemélo vySetiené fPSA. Dalsi pocetnéjsi skupina je od 60 do 69 let,
kdy bylo 561 pozitivnich PSA. Ale u 24,6 % z nich nebylo stanoveno fPSA. Posledni
dvé vékoveé skupiny 70 az 79 let a nad 80 let maji velké procento nevySetienych fPSA.
Pfi¢inou miiZze byt vyssi veék téchto pacientll a s nim souvisejici pfidruZena onemocnéni.
Pacienti, ktefi nemaji obtézujici klinické obtize, zpravidla v tomto véku jiz nejsou
podrobeni narocnému vysetfovacimu programu s cilem zachovani co nejlepsi kvality

Zivota.



6. ZAVER

Cilem mé bakalaiské prace bylo vypracovat reSerSi na téma karcinom prostaty a
benigni hyperplazie prostaty s dirazem na laboratorni stanoveni prostatickych markerd.
Popsala jsem metody stanoveni PSA a fPSA. Zpracovala a vyhodnotila jsem namétena
data. Zjistila jsem, ve které vékové skupiné je nejvice pozadovano vysetfeni PSA a zda
jsou pacienti pii vyssi hodnot¢ PSA (dle vékové specifikace) dale laboratorné
vySetiovani. Naméfena data jsem zpracovala podle stanovenych kritérii a porovnala
s vyslovenymi hypotézami. Tim byl cil mé prace splnén.

Zpracovala jsem 11 357 vySetieni PSA a 2 074 fPSA méfenych od ledna roku 2011
do konce roku 2013. Data jsem rozdélila do Sesti v€kovych skupin podle vekové
specifického PSA. Vysledky jsem zanesla do tabulek a grafii, které byly podrobné
popsany.

Ani jedna ze tii hypotéz se nepotvrdila, coz bylo piekvapivym zjisténim.

V prvni hypotéze se predpokladalo, Ze pokud se laboratorné zjisti zvySené vékovée
specifické PSA, bude si ordinujici 1ékaf chtit ovétit kontrolnim odbérem, zda a jak se
méni laboratorné zjisténa hodnota PSA v zévislosti na Case. Indikaci k opakovani
vySetfeni by mély byt i diferencidlné diagnosticka rozvaha, zda nemohlo dojit k falesné
pozitivité¢ vysledku, coz by mohlo nastat nedodrzenim preanalytické faze ze strany
pacienta (napf. jizda na kole). Zpravidla byva ¢asné kontrolni vysetfeni indikovano za
tii mésice od prvniho odbéru. Tato hypotéza se nepotvrdila. Jednou z pii¢in mohlo byt,
ze vySetreni PSA indikoval prakticky lékaft. Pi1 zjiSténé nadlimitni hodnoté PSA odeslal
pacienta kurologovi, coz je povinnosti praktickych 1ékard. Dalsi pfic¢inou této
skute¢nosti mohl byt fakt, Ze u nékterych pacientd pti vySetfeni DRV mohl byt zjistén
pozitivni nalez a pacienti byli indikovani k dal$imu diagnostickému procesu bez
nutnosti monitorovani nardstu laboratornich hodnot PSA. Nebo byli indikovani
k biopsii prostaty jiz na zaklad¢€ prvniho vzorku PSA, ktery byl nad cut-off.

Druha hypotéza také nebyla potvrzena. Na tomto vysledku se mohla podilet
skuteCnost, ze jako cut-off hodnota bylo zvoleno vekové specifické PSA. Pokud

bychom neprovedli déleni podle vékove specifickych cut-off hodnot a provedli bychom



stanoveni fPSA u vSech pacientl s hodnotami PSA v rozmezi mezi 2 — 10 pg/l, procento
pacientd s patologickym pomérem fPSA/PSA by bylo jesté vyrazné vyssi. Mohlo by tak
byt laboratorn¢ odhaleno vice rizikovych pacienti ohrozenych karcinomem prostaty ve
velmi ¢asné fazi onemocnéni.

Ani tfeti hypotéza se nepotvrdila. Ve treti hypotéze byl vysloven ptedpoklad, ze u
pacientll bude pii zjiSténi zvySeného veékoveé specifického PSA pozadovano dopliujici
vySetieni fPSA, coZz by mohlo napomoci zpiesnit diagnézu. Nemaly vliv na pribéh
diagnostického procesu by mohla mit i skute¢nost, Zze pokud bylo vySetfeni PSA
pozadovano praktickym lékafem, mohl 1ékai bez dalsi prodlevy odeslat pacienta rovnou
na specializované urologické pracovisté. Opakovany odbér i s doplitujicim vysetfenim
fPSA tak mohl byt proveden v jiné laboratofi. Nevylu€uje se ani moZnost, zZe vySetieni
bylo provedeno jinym analytickym systémem. Takto namétené vysledky bohuZzel neni
mozné vzajemn¢ porovnavat.

Nejcastéji je vySetfovan prostaticky specificky antigen u pacientli ve vékovém
rozmezi 60 — 69 let (v nasem souboru dat 3 852 vySetieni) a tésné nésleduji pacienti ve
vekovém rozmezi od 50 do 59 let (3 462 vysetieni). Tyto vékové skupiny pacientil jsou
oznacovany za potencionalné rizikové v rozvoji zhoubného onemocnéni karcinomu
prostaty, a proto je u pacientli v tomto vékovém rozmezi doporu¢ovan odbér krve na
PSA vramci cilené detekce karcinomu prostaty. Lze konstatovat, Ze maximum
vySetfovanych pacienti bylo ve v€ku od 50 do 69 let, tedy ve véku muzi s life
expectance vyssi nez 10 let, kdy je snaha diagnostikovat asymptomaticky lokalizovany
CaP a tyto muze pak radikalné 1é¢it (radikalni prostatektomie, aktinoterapie).

Zavérem lze fici, ze laboratorni stanoveni prostatického specifického antigenu
muize vyznamnym zpusobem pfispét klinickému lékafi v ur€ovani diagnézy. Nesmi
vSak byt opomijeno stanoveni fPSA, jehoZz hodnota a vypocitany pomér fPSA/PSA
napomaha rozlisit, zda mirna evlevace PSA ¢1 hrani¢ni hodnota PSA je pravdépodobné
zpusobend benigni hyperplazii prostaty ¢i karcinomem prostaty. Definitivné vSak lze
potvrdit nebo vyvratit diagnozu karcinomu prostaty pouze z histologicky prokazaného
nalezu Vv biopticky odebranych vzorcich prostatické tkané. Stanoveni PSA a fPSA vzdy

bude pouze ukazatelem potencialniho rizika onemocnéni. Hodnoty mimo ocekavané



limity spolu s vyhodnocenim klinického stavu pacienta indikaci k dalsimu
specializovanému vysettent.

Vyzkumnym tUkolem naSich i zahrani¢nich védeckych pracovniki je najit
dostatecné specifické a signifikantni markery, které by v budoucnosti napomohly
jednoznacné rozliSit onemocnéni karcinomem prostaty od benigni hyperplazie prostaty.
Jednim z takovych markert by mohl byt [-2] proPSA. Problematice tohoto stanoveni se
vénuji také ve FN Plzen, kde v souCasné dobé probiha studie, které se prozatim
zucastnilo 263 pacientl. Zda bude moci byt toto vySetfeni pouzivano k cilené detekci

karcinomu prostaty, ukaze cas.
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