EXPRESE DD3"“*3 (DIFFERENTIAL
DISPLAY CODE 3) mRNA VE

TKANI PROSTATY U PACIENTU

S KARCINOMEM PROSTATY

A BENIGNI HYPERPLAZII PROSTATY

EXPRESION OF DD3“** (DIFFERENTIAL DISPLAY
CODE 3) mRNA INTISSUE OF PATIENTS WITH PROSTATE
CANCER AND BENIGN PROSTATIC HYPERPLASIA

Jifi Klecka!, Milan Hora!,

Lubos Holubec?, Martin Pesta?,
Ondrej Topolcan?, Viktor Eret’,
Magdalena Chottova-Dvorakova®,
Marko Babjuk®, Kvétoslav Novak®,
Josef Stolz®

"Urologicka klinika LF UK a FN, Plzen
2Centralni radioizotopova laborator

LF UK, Plzen

*Radioterapeutické oddéleni FN a LF UK,
Plzen
“Ustav fyziologie LF UK, Plzen
*Urologicka klinika 1. LF UK a VFN, Praha

Doslo: 4. 4. 2009.
Piijato: 20. 10. 2009,

Kontaktni adresa

MUDr. Jiti Kle¢ka, Ph.D.
Urologicka klinika FN a LF UK
E. Benese 13, 305 99 Plzen
e-mail: kleckaj@fnplzen.cz

Tato prace byla podpofena grantem IGA
NR/8918-3 a vyzkumnym zdmérem MSM
0021620819 nahrada a podpora funkce nékte-
rych zivotné dalezitych organa.

Souhrn

Klecka J, Hora M, Holubec L, Pesta M, To-
pol¢an O, Eret V, Chottova-Dvorakova M,
Babjuk M, Novak K, Stolz J. Exprese DD37¢43
(Differential Display Code 3) mRNA ve
tkani prostaty u pacientii s karcinomem
prostaty a benigni hyperplazii prostaty

Cil:

Vcasna diagnostika karcinomu prostaty (CaP)
je zcela zasadni pro zachyt karcinomu ome-
zeného jen na zldzu s moznosti nasledné ku-
rabilni 1é¢by. Prostaticky specificky antigen
(PSA) je velice dobry prostfedek pro v¢asnou
diagnostiku, ale jeho nevyhodou je nizkd po-
zitivni prediktivni hodnota, jejiz nasledkem je
velké mnozstvi zbyte¢nych biopsii. Z tohoto
divodu je potteba vyvoje novych specifi¢téj-
$ich detekénich testi. Jednim ze slibnych testt
je DD3F%, coz je gen kddujici pro prostatic-
kou tkan specifickou mRNA, kterd je vyrazné
exprimovdna ve tkdni CaP. Cilem prezentova-
né prace je vyhodnoceni diagnostického po-
tencidlu DD3P4* v detekci CaP stanovenim
exprese mRNA tohoto genu ve tkani prostaty
u muzi s karcinomem prostaty a benigni hy-
perplazii prostaty.

Material a metoda:
Celkem bylo vySetfeno 186 pacienti. Ve sku-
piné pacientt s podezfenim na karcinom pro-
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staty jsme v rdmci biopsie prostaty odebrali
vidy jeden vzorek na expresi DD3"“*%. Na
zakladé histologického vySetteni byli pacien-
ti rozdéleni do skupiny s benigni hyperplazii
prostaty, celkem 100 pacientti a 86 pacientti s
prokdzanym karcinomem prostaty (z tohoto
poctu byla u 12 pacientt stanovena diagnoéza
prostatické intraepitelidlni neoplazie (PIN)).
Byla stanovena celkova mRNA a kvantifikova-
na celkovd exprese DD37°** a PSA s uzitim Q
RT PCR metodiky. Pomér PCA3/PSA mRNA
byl stanoven u obou skupin pacienttL.

Vysledky:

V ramci predlozené studie bylo prokdzano,
ze hladiny exprese mRNA genu DD3"4 (Ct)
(hodnoty Ct cyklu), ve kterém dojde ke ktizeni
s pfimkou nejnizétho prahu detekce tzv. thre-
stvi kopii) ve tkani prostaty byly signifikantné
vys$si (p < 0,045) u pacientti s CaP ve srovnani
s pacienty s BPH. Nebyly prokazany signifikant-
ni rozdily v expresi mRNA pro gen DD3%3 (Ct)
mezi skupinami pacientt v zavislosti na pokroci-
losti onemocnéni (lokalni vs. lokdlné pokrocily
a metastaticky CaP) a v zavislosti na Gleasonové
skore (dobfe az stfedné diferencovany CaP vs.
$patné diferencovany karcinom).

Zavér:

Specificita detekce mRNA DD3"** ve tkani
je perspektivni metodikou pro detekci CaP
a rozli$eni pacientti s CaP a BPH.

Kli¢ova slova:
karcinom prostaty (CaP), benigni hyperplazie
prostaty (BPH), DD3?°43, mRNA, RT PCR.

Summary

Klecka J, Hora M, Holubec L, Pesta M, To-
poléan O, Eret V, Chottova-Dvorakova
M, Babjuk M, Novik K, Stolz J. Expresion
of DD3?¢4* (Differential Display Code 3)
mRNA in tissue of patients with prostate
cancer and benign prostatic hyperplasia

Aim:
Early diagnosis of prostate cancer (PCa) in
organ confined stage with following radical

treatment are only potential currative appro-
ach in PCa. Prostatic specific antigen (PSA) is
very helpful in early diagnosis, but the main
disadvantage is a low positive predictive value,
which results in a high number of uselless bi-
opsies. For that reason we need new tests with
better parameters. One promising is DD374?,
which is a prostate-specific non-coding mRNA
that is highly over-expressed in prostate tumor
cells. The aim of study was to evaluate diagnos-
tic potential of DD3"“* for PCa diagnostic.

Material and methods:

We examined altogether 186 patients. In group
of patients with suspicion of PCa we collected
one tissue specimen core for PCA3 espression
in tissue. According to the histologically veri-
fication 100 patients with benign prostatic hy-
perplasia (BPH), and 86 patients with prostate
cancer (12 patients from them had prostatic in-
traepithelial neoplasia (PIN)). Total RNA were
isolated, PCA3 and PSA expression quantified
using Q RT PCR method. The PCA3/PSA m
RNA ratio distribution was determined for
both subject groups.

Results:

It was found that levels of mRNA expressi-
ons of DD3"“** (Ct) were significantly higher
(p < 0.045) in patients with prostate cancer
than in patients with benign prostatic hyper-
plasia. We found no statistically diferencies
in patients with prostate cancer in levels of
mRNA expressions of DD374* (Ct) between
patients with organe confined and advanced
(metastatic) dissease and according to Glea-
son score.

Conclusion:

The specificity of mRNA DD3P¢43 detection
seems to be perspective for early differential
diagnosis between patients with BPH and pa-
tients with prostate cancer.

Key words:
prostate cancer (CaP), benign prostatic hyper-
plasia (BPH), DD3%“**, mRNA, RT PCR.



UvVOD

Karcinom prostaty (CaP) je druhou nejcastéjsi
pficinou umrti muzi na maligni onemocnéni
v zépadnich zemich (I). Incidence CaP roste
umérné tomu, jak se zvySuje primérny vék
obyvatel. V USA je CaP dokonce na prvnim
misté v ¢etnosti karcinomi (vyjma skvamozni-
ho karcinomu kuze). V roce 2006 bylo v USA
diagnostikovano 234 460 novych ptipadit CaP
a 27 350 americkych muzi zemfelo v pfimé
souvislosti s timto onemocnénim. V Evropé
v roce 2005 bylo nové objeveno 225 227 pa-
cientti s CaP a 83 066 nemocnych na CaP ze-
mielo (2). V Ceské republice bylo v roce 2005
diagnostikovano 4846 novych ptipada a 1430
muzi na tuto diagnézu zemielo. Incidence
CaP v tomto roce dosdhla 47,8 novych ptipa-
dii 100 000 osob a mortalita byla 13,95 umrti
v ptimé souvislosti na CaP na 100 000 osob.
V roce 2005 se stal CaP i v Ceské republice nej-
Castéj$im zhoubnym nadorem (17 %) u muzd,
kdyz predstihl dfive vedouci nddory plic (16 %)
- viz obrazek a tabulka 1 (3).

Casna detekce CaP je zaloZena na méfeni hla-
diny PSA (tPSA), digitalnim rektalnim vySetfeni
(DRE) s eventudlni ndslednou biopsii prostaty
v ptipadé podezieni na pritomnost CaP.

Specificky laboratorni test pro detekci CaP
neni dodnes k dispozici. Sérova hladina pro-
statického specifického antigenu je v klinické
praxi pouzivana jiz vice jak 25 let. Nevyhodou
stdle zlstava relativné nezanedbatelnd mira
fale$né negativity i pozitivity. Thompson a ko-
lektiv ve své praci (4) konstatuji, Ze neexistuje
jasna hladina rozli$ujici pacienty s BPH od ne-
mocnych s CaP, a tudiz je CaP mozné deteko-
vat bez ohledu na hladinu PSA v¢etné hodnot
pod 1 ng/ml. S rostoucim PSA se pouze zvysu-
je pravdépodobnost zachyceni CaP. Na druhou
stranu existuje stdle velka skupina muzu s vyssi
hladinou PSA zjinych divod, nez je CaP. Tito
muzi jsou ohrozeni vznikem CaP stejné jako
jejich vrstevnici v dané vékové skuping, ale tyto
nemocné je tteba peclivé monitorovat pomoci
aditivnich metodik, jako je PSA velocita (vyvoj
PSA v ¢ase) nebo stanoveni poméru volného
k celkovému PSA (f/t PSA), novéji i PSA dou-
bling time. Velkd vétSina muzi s elevovanym
PSA podstupuje daldi rebiopsie prostaty pravé
z ditvodu diagnostické nepresnosti interpreta-
ce hladin PSA (5). V ptipadé, Ze snizime horni
hranici PSA 2,5 ng/ml, vyrazné zvy$ime senzi-
tivitu PSA aZ na 90 %, ale na druhé strané sni-
Zime specificitu v oblasti ,,§edé zony“ pod 25 %
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Obr. atab. 1.

C61 - ZN predstojné Zldzy — prostaty, muZi (Casovy vy-
voj, incidence, mortalita)

Fig. and Table 1.

Prostate cancer — mens. Incidence in time, number of
new cases

(6). Vysledkem je pak pomér 4/5, resp. pouze
jeden pacient z péti bioptovany pro elevované
PSA mad pozitivni vysledek histologie. Jinymi
slovy, 80 % podstoupi biopsii zbyte¢né. Pouzi-
ti riznych forem PSA, zavedeni PSA denzity
a PSA velocity sice vylepsilo specificitu, ale ne
tak idedlné, jak bychom si ptali (7). To je di-
vod, pro¢ soucasnd lékatrska véda hledd dalsi
markery detekce CaP. Jednd se jak o klasické
biochemické markery, tak nové genové zalo-
zené markery. Jednd se naptiklad PSMA, PC-
-GEM-1, HK-1 (Human Kalikrein-1), PDEF,
prostaza, NKX3.1 nebo pravé genové zaloZeny
DD3%4* (differential displaycode 3) ¢i stano-
ven{ exprese specifickych mikro RNA.
DD3F* je zkratka pro (Prostate Cancer
Antigene 3, resp. Differential Display Code 3).
Jedna se o gen, ktery je tésné a specificky svazan
se vznikem CaP. Jeho funkce neni dodnes ob-
jasnéna a taktéZ nebyl nalezen jeho proteinovy
produkt. Organové a nadorova specifi¢nost jej
predurcuji jako specificky marker pro CaP. Po-
prvé byl popsan Bussemarkersem et al. v roce
1999 (8). DD3%“** kdduje pro tkan prostaty spe-
cifickou mRNA, ktera je zvy$ené exprimovana
pravé v piipadé CaP (9). Prvni zminka o poten-
cidlnim vyuziti DD3"** jako mozného markeru
detekce CaP pochazi z roku 2002 z prace pub-
likované de Kokem et al. (10). Dals{ préce hod-
notici test mRNA pro DD3PA* gen vyuzivaji
prvni generaci semikvantitativnich eseji (9, 11,
12). Prvni pro praxi v §ir$im métitku vyuzitelnd
assay byla popsdna Groskopfem. Tato DD37“43
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assay vykazuje kvantifikaci kopii mRNA, dob-
rou senzitivitu a relativni rychlost a jednodu-
chost provedeni laboratorniho testu (13).

Exprese mRNA pro DD3?“** byla v prvnich
publikacich hodnocena predev$im na tkanové
urovni (10) a posléze v mocovém sedimentu
(9, 12), ktery se ukazal jako vhodny pro $iro-
kou klinickou praxi (13). Limitovany je pocet
praci zkoumajicich expresi DD3?“4? v cirkulu-
jicich bunkéach periferni krve (14). Vysledky
téchto studii jsou v protikladu s orgdnovou
a pro karcinom prostaty specifickou expresi
tohoto genu. Neni vylouceno, Ze do budoucna
bude tato metodika vylepSena a bude slouZit
k detekei cirkulujicich karcinomovych bunék
v téle pacienta.

RT-PCR (Reverse transcription — Polyme-
rase Chain Reaction) je nejlep$i z rtznych
metodik urcenych k detekci exprese riznych
gend v biologickém materidlu. Zékladem kva-
litni a vypovédni RT-PCR je dostatek materia-
lu pro reakci, resp. dostatek tkdné nebo bunék
z mocového sedimentu. Béhem testovaciho
obdobi danych metodik byl hledan tzv. ,hou-
sekeeping gen, ktery slouzi k normalizaci
metodiky (housekeeping gen lze vysvétlit jak
gen, ktery kontroluje ptivod bunék uréenych
pro zpracovani v ramci RT-PCR). Pro de-
tekci exprese mRNA pro DD3%“4? se pouzivd
jako ,,housekeeping® genu gen pro PSA (15).
Jednou z dal$ich moznych metod kontroly je
arteficidlni pridani interni exogenni kontroly
vzorku se pozornou a postupnou kontrolou
RNA extrakce (12).

Pfestoze dodnes nebyl identifikovan Zadny
gen jako inicidtor ¢asné progrese, v soucasnos-
ti pro detekci ¢asnych stadii nadort prostaty se
zda byt nejvhodnéjsi gen DD3PCA%,

MATERIAL A METODA

Charakteristika souboru pacienti
a zpusob odbéru tkané

Celkem bylo vySetfeno na Urologické klinice
FN v Plzni a na Urologické klinice VFN v Pra-
ze 186 pacientll. Nabér biologického materia-
lu byl proveden v obdobi kvéten 2006 az zari
2008. Material byl odebiran u muzii podstupu-
jicich biopsii prostaty. Divodem biopsie byla
bud elevovana hladina PSA, ¢i patologicky
nalez pii DRE nebo oboji. Pacienti podstoupili

transrektdlni biopsii prostaty s odbérem mini-
malné Sesti vzorkda.

Studie byla schvalena lokalni etickou ko-
misi FN Plzen a vsichni pacienti podepsali
informovany souhlas. Pacienti po transure-
tralnich manipulacich, radioterapii prostaty,
hormonadlné 1é¢eni pacienti ¢i pacienti s infek-
ci mocovych cest a zavedenym permanentnim
katétrem nebyli zafazeni do studie. Biopsie
prostaty v minulosti nebyla vylu¢ujicim fakto-
rem. Pramérny vék pacienti byl 69,5 let (44 az
88 let). Hodnota tPSA se pohybovala od 4,1 do
580 ng/ml. Celkem 34 ze 186 pacientii mélo
suspektni ndlez pti DRE, 125 ze 186 pacientl
podstoupilo svoji prvni biopsii.

Pocet pacientti: 186
Vék min. p25 median p75 Max.
44 62 66,5 72 88

Rozlozeni do skupin bylo nésledujici: 86 pa-
cientt s karcinomem prostaty, resp. priikazem
prekancerézy (PIN) a 100 pacientd s histolo-
gicky prokdzanou benigni hyperplazii prostaty.
V rdamci skupiny CaP bylo vydéleno 74 pacientt
s prokdzanym CaP a 12 pacientt s PIN. Ve sku-
piné pacientt CaP mélo 44 nemocnych tumor
lokalizovany jen na prostatickou zlazu a zbylych
30 pacientii vykazovalo zndmky lokalné pokro-
¢ilého ¢i metastatického postiZeni.

Ve skupiné pacienttt CaP mélo 45 pacientt
dobte az stiedné diferencovany karcinom pro-
staty (Gleasonovo skoére do 6) a 29 pacientl
bylo nositeli $patné diferencovaného agresiv-
niho CaP (Gleasonovo skére 7-10).

Metodika zpracovani

Metodika stanoveni exprese
genti DD3PA3 3 PSA v bioptickych
vzorcich tkané prostaty

Pro ziskani informaci o chovéni exprese genu
DD3%4 pti vyvoji onemocnéni karcinomem
prostaty jsme se rozhodli stanovit hladiny ex-
prese gentt DD3"°*% a PSA ve tkanovych vzor-
cich biopsie prostaty (jeden vzorek od kazdého
pacienta) a nasledné porovnat hladiny exprese
s klinickym stavem pacientd. Pro co nejpres-
néj8i stanoveni hladiny mRNA bylo diilezZité co
nejrychlej$i zamrazeni vzorku po jeho odebra-
ni. Vzorek tkané pro stanoveni exprese mRNA
DD3F* byl po odbéru zmrazen (bez jakékoliv



chemické fixace) pokud mozno v co nejkrat§im
¢asovém intervalu minimalné na teplotu -20 °C,
a to do doby transportu na misto definitivniho
zpracovani (pracovisté Plzen), kde byly vzorky
uchovany pii teploté¢ -70 °C. Transport vzor-
ka z prazského pracovisté probihal pfi teploté
-70 °C na suchém ledu. U vétsiny vzorki stano-
ven{ hladiny mRNA DD3P4* a PSA bylo mozné.

I1zolace RNA z bioptickych vzorki
tkané prostaty

Izolace celkové RNA z bioptickych vzorka
probihala tak, aby se zabrénilo ptipadné kon-
taminaci vzorki.

»Step by step metodika“:

1. Ke vzoru tkdné cca. 5mg bylo pfidéno
0,5ml RNA proTM Solution, MP Biomedi-
cals, promichali jsme po dobu 15s.

2. Dile bylo pfidano 0,1 ml chloroformu, pro-
michali jsme 15 s.

3. Centrifugace 15 minut 14 000 otacek pti
teploté 4 °C.

4. Prenesli jsme vodni fazi do zkumavky ep-
pendortky.

5. Pridali jsme 0,25ml izopropanolu a zami-
chali.

6. Nechali 10 minut stat pti pokojové teploté.

7. Nasleduje centrifugace 8 minut 14 000 ota-
¢ek 4 °C a odebrani supernatantu.

8. Pfidali jsme 0,5ml 75% etanolu a lehce vor-
texovali.

9. Cenrifugovali jsme 5 minut 10 000 otac¢ek
4 °C, slili a 10 minut susili.

10.Pfidali 24 wl DPEC H,O a zamrazili na
-70 °C.

Stanoveni hladiny gent DD3P*3
a PSA metodou real time PCRm
RNA v tkani prostaty

Pouzili jsme 12 pul vzorku celkové RNA do re-
verzni transkripce (RT). Reverzni transkripci
jsme provedli pomoci enzymu Superscript
III Reverse Transcriptase (Life Technologies,
USA) Superscript III pracuje pti vys$si teplo-
té (55 °C) nez Superscript II, ktery jsme po-
uzivali dfive, coz je lep$i pro vyssi vytéZnost
reakce. Jako primer pro RT jsme pouzili oligo
d(T)21. Sekvenci primerti pro DD3F4* a PSA
jsme prevzali z publikace Bussemakerse et al.,
Amplifikace pro DD3P43 v8ak neprobihala
specificky, neziskali jsme produkt pozadova-

né délky 390 bp, proto jsme primery upravili

a PCR jiz amplifikovala spravny usek — 390 bp.

Sekvence upravenych primerd pro DD3FCA%:

forward primer: 5-TGGTGGGAAGGACCT-

GATGATACAG-3’ a reverse primer: 5-TCT-

CCCAGGGATCTCTGTGCTTCC-3.  Frag-

menty ziskané PCR jsme inzertovali do vekto-

ru pGEM (Promega Corporation, USA) a klo-
novali. Klonované fragmenty DD3“43 a PSA
jsme pouzili jako standardy o zndmém poctu
molekul. 1 ul cDNA kazdého vzorku jsme po-
uzili pro real-time PCR na pfistroji Rotorge-
ne (Corbet Research, Australia). Stanoveni na
tomto piistroji v8ak neprobihalo optimélné.

Amplifikace probéhla pouze u malého poétu

vzorki. Proto jsme presli na novéjsi pristroj na

Ustavu fyziologie LF UK v Plzni, a to i Cycler

od firmy BioRad. Metodika zde jiz fungovala

spravné. Stanoveni DD3"“** jsme provadé-

li pomoci firemniho mastermixu: SuperMix

Biorad, stanoveni PSA fungovalo lépe s mas-

termixem, jenz jsme piipravili z jednotlivych

chemikalii, s polymerazou Hot Star od firmy

ABgene. VSem stanovenim predchdzeli opti-

malizace v8ech kroki, které mdme spolu s pro-

tokoly jednotlivych stanoveni ulozeny.

Pro stanoveni amplifikace DNA jsme pou-
7ili barvu SYBR Green 1. Specifitu reakce jsme
ovéiili pomoci teplotni kfivky tdni a elektro-
forézy. Stanoveni jsme provedli jako absolutni
(pocet molekul cDNA) a jako standardy jsme
pouzili klonované fragmenty cDNA.

Vysledky jsou uvadény jako:

« Hodnoty Ct - hodnoty cyklu, ve kterém do-
jde ke kiiZeni s pfimkou threshholdu (spod-
niho prahu), ¢im je hodnota niZzsi, tim vy$si
je mnozstvi kopii. Vysledky jsme hodnotili
zvlast pro DD3743 (Ct) a PSA (Ct).

« Normalizované hodnoty - vysledky jsou
uvadény jako pomér sledovaného genu
a PSA (DD3P43/PSA).

VYSLEDKY

Deskriptivni statistika souboru pacientt s kar-
cinomem prostaty spolu s PIN a pacienti s pa-
cienti s BPH je uvedena v tabulkach 2 a 3.
Prokazali jsme, Ze hladiny exprese mRNA
pro DD3"* (Ct) byly signifikantné vyssi
(p < 0,045) v prostatické tkani u pacientt
s karcinomem prostaty nez u pacientis s BPH
(tab. 4). Pfi hodnoceni vysledki jsme se zamé-
fili na miru exprese DD3“4*a PSA mRNA ve

Ces Urol 2010; 14(1): 39-47
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Tab. 2. Namérené hodnoty exprese mRNA ve tkdni, skupina CaP a PIN
Table 2. The values of DD3"3 and PSA mRNA expression in PCa and PIN

Skupina Marker Naméreno vzorkii | Ct min | Ct p25 | Ct median Ct p75 Ct max
kopie_DD3 86 0,00 0,00 | 135000000 | 5790000,00 31 600 000,00
Ct_DD3 86 0,00 0,00 23,85 27,96 32,09
CaP 4 PIN kopie_PSA 86 0,00 0,00 | 2800000,00 | 21325000,00 | 328 500 000 000,00
Ct_PSA 86 0,00 0,00 24,43 30,33 34,87
kopie_DD3 / PSA 86 0,00 0,00 0,00 0,50 59,73
Ct_DD3/PSA 86 0,00 0,00 0,73 0,95 1,58

Ct - cross treshold, cyklus PCR, ve kterém doslo k méfeni exprese; ¢im mensi hodnota, tim vétsi mnoZstvi mRNA stanoveného genu

Ct - value crossing threshold (Ct, lower Ct = higher number of copies)

Tab. 3. Namérené hodnoty exprese mRNA ve tkdni, skupina s BPH

Table 3. The values of DD3"** mRNA expression in BPH tissue

Skupina Marker Naméfeno vzorki | Ct min | Ct p25 | Ct median Ct p75 Ct max
kopie_DD3 100 0,00 0,00 | 170000000 | 5492 500,00 282 500 000,00
Ct_DD3 100 0,00 0,00 25,66 2833 3133
8P kopie_PSA 100 0,00 0,00 | 2560000,00 | 20000 000,00 | 13900 000 000 000,00
Ct_PSA 100 0,00 0,00 28,07 31,02 35,85
kopie_DD3/PSA 100 0,00 0,00 0,02 0,81 31,12
Ct_DD3/PSA 100 0,00 0,00 0,82 0,95 2,22

Tab. 4. Hodnoty DD3“ a PSA mRNA exprese u pa-
cientd s CaP a BPH

Table 4. The values of DD3"** and PSA mRNA expres-
sion in PCa and BPH tissue

CaP BPH CaP vs. BPH
Marker = = .,
median median median test
Ct_DD3 23,163 25,955 0,0455
Ct_PSA 24,19 28,39 ns.
Ct_DD3_PSA 0,0023 0,022 ns.

ns. — nesignifikantni

Tab. 5. Hodnoty DD3"“3 a PSA mRNA exprese ve skupiné pacient( s CaP ve vztahu k TNM klasifikaci (orgdnové loka-

lizovany vs. orgdnové pokrocily nebo metastaticky karcinom)

Table 5. The values of DD3**3 and PSA mRNA expression in group PCa according to TNM classification (organ con-

fined vs. local advanced and metastatic PCa

Organové lokalizovany | Organové pokrocily nebo | Organové lokalizovany CaP vs. orga-
Marker CaP metastaticky CaP nové pokrocily nebo metastaticky CaP
medidn medidn medidn test
Ct_DD3 23,163 22,688 ns.
Ct_PSA 25,055 22,27 ns.
Ct_DD3_PSA 0,7324 0 ns.

ns. — nesignifikantni

Tab. 6. Hodnoty DD3"3a PSA mRNA exprese ve skupiné pa-
cient( s CaP ve vztahu ke Gleasonovo skére (nizce rizikovy vs.
vysoce rizikovy CaP)

Table 6. The values of DD3"“* and PSA mRNA expression in
group PCa according to Gleason score (low risk vr. high risk)

Tab. 7. Hodnoty DD3"™ a PSA mRNA exprese
u pacientt s BPH a PIN

Table 7. The values of DD3°™ and PSA mRNA ex-
pression in BPH and PIN tissue

ns. — nesignifikantni

Marker Gleasonovo | Gleasonovo | Gleasonovo Marker BPH PIN BPH vs.

skore (2-6) skore skore (2-6) vs. PIN
(7-10) Gleasonovo median | medidn | median test
skére (7-10) Ct_DD3 256625 | 287 00141
median median median test Ct_PSA 28,39 21,7125 ns.

Ct_DD3 24,075 10,27 ns. Ct_DD3_PSA 0,8195 1,0543 ns.

Ct_PSA 24,335 22,3675 ns. ns. — nesignifikantni

Ct_DD3_PSA 0,3662 0,6691 ns.



skupiné pacientd s CaP ve vztahu k rozsahu
onemocnéni resp. TNM Klasifikaci (na Zlazu
ohraniceny CaP vs. pokrocily, resp. metastaticky
CaP). Zde jsme nenalezli statisticky vyznamny
rozdil mezi témito dvéma klinickymi skupina-
mi (tab. 5.) Zcela analogicky zavér, tj. bez nélezu
vyznamného rozdilu, jsme uéinili pti porovna-
ni dobte a stfedné diferencovanych karcinomu
(Gleasonovo skore do 6) viréi §patné diferenco-
vanym (Gleasonovo skére 7-10) (tab. 6.). Po-
slednim hodnocenim byl vztah miry exprese
DD3*4a PSA mRNA ve tkdani BPH a tkdni
prostaty postizené PIN. Zde jsme zaznamenali
statistickou signifikanci (p < 0,0141) mezi da-
nymi skupinami, ale pfekvapivé byla mira ex-
prese mRNA pro DD3?“43 (Ct) vy$§i u pacientt
s BPH oproti prekanceroze — PIN (tab. 7).

DISKUSE

Za ti¢elem sniZeni mortality na karcinom prosta-
ty bylo vyvinuto mnoho pomocnych metodik,
predevsim z oblasti nddorovych markerd. Tyto by
mély vést k ¢asné diagnostice karcinomu a jeho
zachytu v kurabilnich stadiich. Zhruba pred dva-
ceti lety bylo do klinické praxe uvedeno stanoveni
PSA, které je doposud povazovano za u¢inny na-
stroj pro detekci CaP a monitorovani 1é¢by (16).
PSA je sice organové specificky marker, ale neni
specificky pro dand onemocnéni. Elevace PSA
muze byt dana jak ptitomnosti CaP ve Zlaze, ale
stejné také muize byt vy$si u pacientt s BPH ¢i za-
nétem prostaty. Pravé toto je limitujicim faktorem
pro presnou detekci CaP. CaP byl v roce 2006 dia-
gnostikovan zhruba u 230 000 americkych muzt
(2). Vétsina téchto muzi byla indikovana k bio-
psii ne pro suspektni per rectum nélez ¢i patolo-
gicky sonograficky obraz, ale predeviim pro vyssi
hladinu PSA. Podle zavértt Americké urologické
asociace (AUA) (17) dosahuje PSA u muzii v sed-
mém deceniu pii cut off 4,0 ng/ml 24% pozitiv-
ni prediktivni hodnotu (18). Jinymi slovy, v roce
2006 podstoupilo v USA biopsii prostaty cca je-
den milion muz, ale karcinom prostaty byl dia-
gnostikovan jen u jedné ¢tvrtiny z nich. Dal$im
neopominutelnym faktem je, Ze pacienti s nega-
tivni biopsii prostaty a pretrvavajici elevaci PSA
maji stile 25% pravdépodobnost, Ze CaP nebyl
v biopsii zachycen a oni ztistali nediagnostikovani
a budou muset podstoupit dalsi biopsii (19). Ten-
to fakt se samozfejmé tyka i skupiny nasich pa-
cienttl. I zde ve skupiné pacientti zarazenych jako
benigni hyperplazie prostaty se budou nachazet

nemocni s nediagnostikovanym CaP. Jediny zpii-
sob jak tuto ,,nepresnost“ vyloucit je stanovovani
exprese mMRNA DD343 ze vzork tkdné prostaty
po radikalni prostatektomii. Toto vSak v ramci
designu nasi studie nebylo proveditelné.

Nové postupy a objevy v molekuldrnich
technologiich se snazi obejit pravé tato zminé-
nd uskali PSA a zlepsit ¢asnou diagnostiku CaP.
Jako biologicky material se pouziva jak krevni
sérum, tak v posledni dobé i mo¢, kterd obsahu-
je prostatické buriky uvolnéné do moci po ma-
saZi prostaty (20-21). Dal$i moznosti je pouziti
tkanovych vzorkt. Namatkou dovolte jmenovat
(vyjma déle zminéného DD3F**) GSTP1 hyper-
metylaci, kterd dosahuje specificity 98% a senzi-
tivity 73%. Patologickd telomerdzova aktivita je
vyjadrena minimalné u 90 % CaP (22-23).

Metodika stanoveni DD3F“4?, jak byla popsé-
na v nasi i ostatnich publikacich, podléhd vyvoji.
Vzhledem k tomu, Ze prostatické buriky pocha-
zejici z normalni 7l4zy ¢i prostaty postizené BPH
vykazuji nizkou expresi DD3F4?, pouzivame pro
prezentaci vysledka pocet kopii DD3F* s pre-
poctem na pocet kopii mRNA pro PSA. Stejné
jako u prostatickych bunék ziskanych z moci
postupujeme u tkanovych vzorkd, které sice jiz
pochézeji z biopsii prostat, ale je zde prakticky
anulovano riziko nedostatku buné¢ného mate-
ridlu, jak se setkdvame u vzork moce.

RT-PCR (Real Time - Polymerase Chain
Reaction) pro DD3P4* je kvantitativni assay,
vyvinuta na zdkladé principt té samé metodi-
ky jako pro PSA mRNA tak, jak ji popsali Yli-
kosky et al. (24). Vysledky presné kvantifikace
pro DD3" transkripty v normalnich vzorcich
tkané vykazuji striktni organovou specifitu, tj.,
exprese DD3"°* je mozna jen v tkani prostaty.
Toto je v souladu s dtive publikovanymi daty
a presnd kvantifikace poukazuje na zvy$enou
regulaci v tkani karcinomu prostaty. Ve vzorcich
prostat po radikdlnich prostatektomiich byla
srovnavana exprese DD3P4 ve tkani tumoru
a prilehlé ,,normalni“ tkani prostaty s nélezem
6 aZ 1500nasobné zvysené regulace DD3F** ve
tkani postizené tumorem. Taktéz vysledky zis-
kané Northern blotovou analyzou (8) vykazuji
medidn 66nasobné zvySené regulace DD3PA3
ve tkani postizené karcinomem. Tato data zce-
la koresponduji s ndmi dosazenymi vysledky.
V nasi skupiné ¢itajici 186 pacientil jsme pro-
kazali statisticky vy$§i miru exprese mRNA
pro DD3%“43 ve skupiné pacientti s CaP oproti
skupiné pacientti s BPH. Dal$im pozorovanim
a méfenim jsme zjistili statisticky vy$si miru ex-
prese mRNA pro DD37“*? ve skupiné pacientt
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s CaP oproti skupiné nemocnych s prekancerd-
zou (PIN). Paradoxni nélez vys$i exprese mRNA
pro DD3F* jsme zjistili u pacientt s BPH ve
srovnani nemocnych s PIN (viz vysledky). Jed-
nim z vysvétleni téchto nalezti by mohla byt
disproporce ve velikosti skupin pacienttt s BPH
a PIN. Skupina pacientt s PIN se sestavala jen ze
12 pacienttl. S ohledem na biologicky neobjasné-
nou funkci DD3 genu je tézké odhadnout, zda-li
existuje vztah mezi mirou exprese mRNA pro
DD3"**a rozsahem a biologickym charakterem
CaP. Na zdkladé¢ nasich zavéra nemiizeme toto
potvrdit. Ve skupiné nasich pacientt jsme nepro-
kazali statisticky vyznamné rozdily.

Velice ¢asto je v literatufe zminované stanove-
ni exprese mMRNA DD3 genu z prostatickych bu-
nék uvolnénych do moce, byt toto nebylo naplni
naseho sdéleni. Na tomto misté je vhodné zminit
v literatufe publikovana data tykajici se senzitivi-
ty, specificity a prediktivni hodnoty. Meid et al. ve
své praci na souboru 108 pacientli demonstruje
100% specificitu testu (25). Hessels et al. docilil
67% senzitivity pti 83% specificité (9). Fraded
et al. vyhodnotil 517 vzorki moce z péti cen-
ter v Kanadé a dospél k 66% senzitivité pii 89%
specificité s 75% pozitivni prediktivni hodnotou
(26). Z4dn4 z dosud publikovanych praci hlou-
b&ji nehodnoti vztah exprese mRNA DD3PA3
vidi rozsahu tumoru a jeho biologické aktivité.

Fraded etal. (26) se ve své praci zabyva preana-
lytickym hodnocenim vzorka a dochazi k zévéru,
ze az 86% vdech vzorki moc¢e ma ovlivnénou
kvalitu diky dlouhodobému skladovéni a opoz-
dénému transportu do laboratore. Vysledky lze
zlepsit nejen urychlenim procesu zpracovani,
ale také pouzitim specidlnich zkumavek s ne-
smac¢ivym povrchem. Tyto jsme bohuzel neméli
k dispozici. Opomenout nelze ani techniku ma-
saze prostaty, kterou jsme taktéz prodlouzili, coz
vedlo ke zlepSeni vytéZnosti prostatickych bunék
z moce. K ovlivnéni vysledku mize dojit konta-
minaci moce erytrocyty ¢i seminalni tekutinou.
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Vzhledem k témto limitacim bylo uvazo-
vano o agresivnéj$ich® metodach ziskavani
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ZAVER

V ramci publikované studie podpotené gran-
tem IGA NR/8918-3 a vyzkumnym zdmérem
MSM 0021620819 jsme zjistili, Ze exprese genu
DD3P<4* ve tkani prostaty odebrané pti biopsii je
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karcinomem neZ u pacienti s BPH. Tento na-
lez s ohledem na organovou specificitu DD3"A3
v kombinaci se stanovenim hladiny PSA muze
zptesnit indikaci, ¢asnou diagnostiku karcinomu
prostaty a v neposledni fadé pomoci v rozhodo-
vacim algorytmu rebiopsii prostaty. V soucas-
nosti je v praxi jiz zavedena standardni komer¢ni
metodika detekce mRNA DD3P** z prostatic-
kych bunék uvolnénych do moci (GenProbe).
Detekce DD3%4* z moce je samozfejmé méné
invazivni metodika ve srovnini s tkanovym
stanovenim, ale nardzi na problematiku nedo-
statecného mnozstvi biologického materidlu
k RT PCR. Jak jiz bylo zminéno, korelace mezi
hladinou PSA a expresi DD3"“** je potencidlné
vyuzitelnd k ¢asné indikace rebiopsii u pacientt
s histologicky negativnim nélezem a zvysenou
expresi DD3P* ve tkani odebraného vzorku pii
pretrvéavajici elevaci PSA a naopak.

1. Landis SH, Murray T, Bolden S, Wingo PA. Cancer statistics, 1999. CA Cancer |

Clin 1999; 49(1): 8-31.

2. Jemal A, Siegel R, Ward E, et al. Cancer statistics, 2006. CA Cancer ] Clin 2006; 56:

106-130.

3. SVOD (System for Visualization of Oncological Dates version 6); http: //www.svod.

cz/analyse.php?modul=incmor#

4. Thompson IM, Ankerst DP, Chi C, et al. Operating characteristics of prostate-specific
antigen in men with an initiai PSA level of 3.0 ng/ml or lower. JAMA 294: 66-70, 2005.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

. Stamey TA, Caldwell M, McNeal JE, et al. The prostate specitic antigen era in the

United States is over for prostate cancer: what happened in the last 20 years? ] Urol
2004; 172: 1297-1301.

. Karazanashivili G, Abrahamsson PA. Prostate specific antigen and human glan-

dular kallikrein 2 in early detection of prostate cancer. ] Urol 2003; 169: 445-457.

. Punglia RS, D’Amico AV, Catalona W], Roehl KA, Kuntz KM. Effect of veri-

fication bias on screening for prostate cancer by measurement of prostate-specific
antigen. N Engl ] Med 2003; 46: 307-310.

. Bussemakers MJ, van Bokhoven A, Verhaegh GW, et al. DD3: a new prostate-spe-

cific gene, highly overexpressed in prostate cancer. Cancer Res 1999; 59: 5975-5979.

. Hessels D, Klein Gunnewiek JM, et al: DD3(PCA3)-based molecular urine analy-

sis for the diagnosis of prostate cancer. Eur Urol 2003; 44: 8-16.

de Kok JB, Verhaegh GW, Roelofs RW, et al. DD3(PCA3), a very sensitive and
specific marker to detect prostate tumors. Cancer Res 2002; 62: 2695-2698.

Fradet Y, Saad F, Aprikian A, et al. uPM3, a new molecular urine test for the dete-
ction of prostate cancer. Urology 2004; 64: 311-316.

Tinzl M, Marberger M, Horvath S, et al. DD3/PCA3 RNA analysis in urine a new
perspective for detecting prostate cancer. Eur Urol 2004; 46: 182-187.

Groskopf J, Auhin SMJ, Deras IL, et al. APTIMA PCA3 molecular urine test: de-
velopment of a method to aid in the diagnosis of prostate cancer. Clin Chem 2006;
52:1089-1095.

Marangoni K, Neves AF, Cardoso AM, Santos WK, Faria PC, Goulart LR. The
endothelial nitric oxide synthase Glu-298-Asp polymorphism and its mRNA ex-
pression in the peripheral blood of patients with prostate cancer and benign prosta-
tic hyperplasia. Cancer Detect Prev 2006; 30: 7-13.

Huggett J, Dheda K, Bustin S, Zumla A. Real time RT-PCR normalisation; strate-
gics and considerations. Genes Immun 2005; 6: 279-284.

Polascik TJ, Oesterling JE, Partin AW, et al. Prostate specific antigen: a decade of dis-
covery what we have learned and where we are gomg. ] Urol 1999; 162(2): 293-306.
Thompson IM, Carroll P, Coley C, et al. Prostate-specific antigen (PSA) best prac-
rice policy. Oncology 2000; 14: 267-286.

Vollmer RT. Predictive probability of serum prostate specific antigen for prostate
cancer: an approach using Bayes rule. Am ] Clin Pathol 2006; 125: 336-342.

Roehl KA, Antenor JA and Catalona W]J. Serial biopsy results in prostate cancer
screening study. ] Urol 2002; 167: 2435-2439.

Clements JA, Rhode P, Allen V, Hyland V], Samaratunga ML. Tillev WD, et al.
Molecular detection of prostate cells in ejaculate and urethral washings of men with
suspected prostate cancer. ] Urol 1999; 161: 1337-1342.

Muller M, Goessl C, Krause H, Miller K. Molecular diagnostics in urologie onco-
logy. Detection of nucleic acids in urine samples. Urologe A 2003; 42: 660-668.
Goessl C, Muller M, Heicappell R, Krause H, Straub B. Schrader M, et al. DNA-based
detection of prostate cancer in urine after prostatic massage. Urology 2001; 58: 335-338.
Cairns P, Esteller M, Hermann JG, Schoenberg M, Jeronimo C. Sanchez-Cespe-
des M, et al. Molecular detection of prostate cancer in urine by GSTP1 hypermethy-
lation. Clin Cancer Res 2001; 7: 2727-2730.

Ylikoski A, Karp M, Lilja H, Lovgren T. Dual-label detection of amplified pro-
ducts in quantitative RT-PCR assay using lanthanide-labeled probes. Biotechniques
2001; 30(4): 832-836.

Meid FH, Gygi CM, Leisingcr HJ, Bosman FT, Benhattar J. The use of telomerase
activity for the detection of prostatic cancer cells after prostatic massage. J Urol
2001; 165: 1802-1805.

Fradet Y. Saad F, Aprikian A, Dessureault J. Elhilali M. Trudel C, Masse B, Piche
L, Chypre C. uPM3, a new molecular urine test for the detection of prostate cancer.
Urology 2006; 21: 560-564.

Ces Urol 2010; 14(1): 39-47

strana 47



