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V préci stru¢ne opisujeme moznosti vyuzitia metdd tzv. tekutej biopsie, teda detekcie vysoko nddorovo-3pecifickych markerov
z telovych tekutin, na diagnostiku karcindmu prostaty (CaP). V tomto pripade je dolezité hodnotit biomarkery, ktoré st orga-
novo-specifické, ako napriklad kalikreiny (rézne formy PSA), avsak tie nie su rakovinovo-$pecifické. Na zvysenie spolahlivosti
diagnostiky CaP je preto nutné pouzit biomarkery, ktoré su organovo-3pecifické a zéroven rakovinovo-3pecifické, k takym
biomarkerom patri glykoprofilacia fPSA (free PSA, free prostate-specific antigen/volny prostaticky Specificky antigén) vo forme
Giasay (glycopsy immunoassay) testu. Giasay test poskytuje vysokd hodnotu AUC = 0,82 (AUC, area under curve/plocha pod
ROC krivkou; ROC, receiver operating curve/operac¢na charakteristika prijimaca), ovela vyssiu v porovnani s kalikreinovymi tes-
tami (vratane PHI, prostate health index/index zdravia prostaty), a vopred odhali aj kastracne rezistentnu formu ¢i velmi skoré
stadia ochorenia. Zaroven Giasay test preukaze podla vysledkov validacii 63-70 % negativnych pripadov biopsii v populdcii.
Tieto hodnoty prevy3uju na Slovensku a v Cechach dostupné laboratérne metédy vyuzivané na skrining a diagnostiku CaP.
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Increasing the accuracy of prostate cancer diagnostics by glycoprofiling of selected serum oncomarkers:
clinical and economic impact per patient

In this work, we briefly describe the possibilities of using the so-called liquid biopsy i.e. the detection of highly tumor-specific markers
from body fluids, for the diagnosis of prostate cancer (CaP). For this purpose, it is important to use biomarkers that are organ-specific,
such as kallikreins (different forms of PSA). Unfortunately, such biomarkers are not cancer-specific. To increase the reliability of CaP dia-
gnosis, it is therefore necessary to use biomarkers that are organ-specific and at the same time cancer-specific, and such biomarkers
include glycoprofiling of fPSA (free form of prostate specific antigen) in the form of Giasay (glycopsy immunoassay) test. The Giasay test
provides a high value of AUC = 0.82 (AUC - area under curve i.e. the area under receiver operating curve), much higher compared to
kallikrein tests (including PHI, prostate health index), and it also reveals the castration-resistant form or very early stages of the disease in
advance. At the same time, the Giasay test reveals, according to the validation results, 63-70% of negative cases of biopsies in the popu-
lation. These values exceed the laboratory methods available in Slovakia and the Czech Republic for the screening and diagnosis of CaP.

Key words: Giasay test, fPSA glycoprofiling, glycans, liquid biopsy, diagnostics, biomarkers, biopsies, prostate cancer.

Tekuta biopsia
pri karcinome prostaty

Na potvrdenie zhubnej diagndzy je
v sti¢asnosti takmer vzdy potrebny biopticky

odber vzorky a histologické vysetrenie tkani-
va.V pripade biopsie prostaty sa viak vytvara
medzi urolégom a pacientom bariéra pre pri-
padnu re-biopsiu zdévodu negativneho zazit-

ku pacienta z biopsie a pripadnym naslednym
zdravotnym nasledkom. Zaroven k psychické-
mu nepokoju pacienta prispieva aj PSAdynia,
teda strach zo zvy$enej hladiny sérového tPSA
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(celkovy PSA, hK3 - serinova protedza) (1),
ktory sa sice oznacuje ako onkomarker, je vsak
velmi nespolahlivy — malo nadorovo-speci-
ficky a zvyseny aj pri benignych patoldgiach
¢i pocetnych rutinnych aktivitach (2). Aby sa
mohol znizit pocet negativnych biopsii (Sta-
tisticky az 3 zo 4, pricom falo$na negativita sa
pohybuje okolo 20%) (3, 4), je potrebny spola-
hlivejsi marker. IdedInym nastrojom ako ,test
druhej volby” sa ukazuju prave metddy tzv.
tekutej biopsie, teda detekcie vysoko nadoro-
vo-$pecifickych markerov z telovych tekutin.
V sucasnostiide prevazne o metddy detekcie
cirkulujucich nadorovych buniek (CTC, circu-
lating tumour cells), extraceluldarnych vezikul
(exozdmov), cfDNA (cell free DNA - volna
cirkulujuca DNA) ¢i miRNA (mikro RNA). Ide
0 postupy ¢asto ndro¢né na Upravu vzorky,
v ¢om sa odrdza aj ndkladovost ponukanych
testov na svetovom trhu (5). V tomto texte
autori opisuju svoje skusenosti s diagnostikou
karcinémov prostaty (CaP) s vyuzitim jedno-
duchého a inovativneho testu zalozeného na
detekcii zmien glykanovych struktur (glykény
su komplexné sacharidy viazané na proteiny
alebo lipidy) na tkanivovo-$pecifickom marke-
ri — fPSA, ako jedného z modernych pristupov
tzv. tekutej biopsie.

Incidencia CaP sa pritom bude dalej zvy-
Sovat - od 1,41 milidna pripadov celosvetovo
v roku 2020 az po 2,43 milidna v roku 2040.
Rovnaky trend sa predpoklada v suvislosti
s mortalitou, pri ktorej sa v rovnakom obdobi
ocakdva ndrast z 375 tisic na 740 tisic umrti
(6). Celkové sérové PSA, ¢asto nespravne vy-
uzivané na skrining CaP, mé az 70% falosnu
pozitivitu — na tento fakt ¢asto upozornoval
aj objavitel PSA patolég Richard Ablin (7).
Test vznikal ako sucast implementacie via-
cerych eurépskych projektov na Slovenskej
akadémii vied. Da sa univerzélne vyuzit aj na
detekciu a monitoring inych typov nadoro-
vych ochoreni za predpokladu, Zze su zndme
tkanivovo-specifické markery pritomné v sére
¢iinych telovych tekutindch, ktoré st zaroven
glykozylované.

Genomika, proteomika
a glykomika

Genomika a proteomika ako odbory,
ktoré sa zaoberaju Studiom suboru vietkych
génov a proteinov v danom organizme, his-

toricky napredovali rychlejsie ako glykomika
z dovodu dostupnosti PCR metddy a sekve-
nacnych technoldgii. Glykany, komplexné
a vetvené sacharidy konjugované s protein-
mi (N- a O-glykoproteiny ¢i proteoglykany)
a lipidmi (glykosfingolipidy), maju v porovna-
ni s nukleovymi kyselinami a peptidmi vy3si
kombinatoricky potencidl, a teda mézu dobre
sluzit na kddovanie biologickej informacie.
Zéaroven su zodpovedné za mnohé bunkové
deje vratane adhézie ¢i medzibunkovej signa-
lizacie, zodpovedaju za stabilitu, rozpustnost
a skladanie do nativnej Struktury niektorych
proteinov (r6zne enzymy) ¢i ich biologickej
funkcie (IgG - imunoglubulin G), ako aj za ur-
Cenie krvnych skupin (systém ABO) (8). Zmeny
glykdnovych struktar su typickym znakom
nadorovej bunky v désledku zmeny expresie
glykdn modifika¢nych enzymov a fragmen-
tacie Golgiho aparatu (9). Aj preto sa zvyknu
glykany oznacovat ako tretia abeceda mo-
lekuldrnej biolégie. Na analyzu glykdnov sa
rutinne vyuzivaju metody, ktoré pre svoju
¢asovu a finan¢nu naroc¢nost, ako aj naroc-
nost na expertizu operatora, nie su kompa-
tibilné s klinickou praxou. Patri sem najma
hmotnostna spektrometria s tzv. makkymi
ioniza¢nymi metédami v kombindcii s kvapa-
linovou chromatografiou a kapilarnou elek-
troforézou. Autori nizsie prezentuju vysledky
vyuzitia slovenskej technoldgie zaloZenej na
analyze glykanov viazanych na molekulu fPSA
v $tandardnom ELISA (enzyme linked immu-
nosorbent assay — enzymova imunosorp¢na

analyza) formate s kolorimetrickym detek¢-
nym principom (patent PCT/EP2019/057386)
(10, 11).

Glykoprofilacia pri diagnostike
karcinomov prostaty

Zatial o je sucasna laboratérna diagnos-
tika prostaty centralizovand okolo imunoana-
lytického stanovenia (kvantitativnej analyzy)
kalikreinov, ako tPSA (cPSA + fPSA), f/tPSA (%),
PHI index (kombinacia tPSA, fPSA a p2PSA) ¢i
4k Score® (kombinacia tPSA, fPSA, iPSA a hk2),
glykoprofilacia kombinuje tkanivovu $pecifi-
citu vyssie uvedenych markerov s nddorovou
Specificitou zmien glykanov. Test je (opro-
ti zlatému Standardu v analyze glykanov -
hmotnostnej spektrometrii a kvapalinovej
chromatografii) zalozeny na jednoduchom
ELISA formate, rutinne vyuzivanom prakticky
v kazdom klinickom laboratériu. Lahké do-
stupnost robi z tohto formatu rychly, robustny
a reprodukovatelny test dosahujuci vysoku
presnost najma v sivej zone (tPSA=2az 10ng/
ml), vyuzivajuc krvné sérum. Princip testu je
znazorneny na obrdzku 1. Glykozylécia je na-
jbeznejsia posttranslacna modifikacia protei-
nov v eukaryotickych bunkach, pricom urcité
zmeny v $trukture glykdnov su typické pre
nadorové bunky (Lewisove antigény, hypersia-
lylacia, fukozylacia ¢i vyskyt komplexnejsich
Struktur s vysokym stupriom vetvenia) (12).
Porovnanie testu s ostatnymi moznostami na
komerénom trhu, konkrétne tPSA a testami
druhej volby - fPSA (%) a PHI, sa realizovalo

Obr. 1. Princip glykoprofildcie fPSA (viavo, kéd 3QUM) ako tkanivovo-specifického markera CaP pomocou
lektinov rozpozndvajcich glykdn (vpravo, kéd Wisteria fluribunda aglutininu (WFA) 5SKXB - protein schopny
rozozndvat glykdny). fPSA nesie Standardne komplexny typ N-glykdnu na Asn-69 (Asn — aminokyselina
asparagin), pricom méZe byt aj O-glykozylovany — podobne ako napriklad mucin 1. Zdroj Struktdr: RCSB
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na kohortach pacientov s diagnostikovanym
CaP oproti kontrolnej skupine s diagnostiko-
vanou benignou hyperplaziou prostaty, s bliz-
kym vekovym medidnom a hodnotou tPSA
nepresahujucou 10 ng/ml. Velkost populacie
bola v prvom kroku predklinickej validacie
140 pacientov, vdruhom pripade 501 pacien-
tov. Vsetci pacienti patrili ku kaukazskej rase
a pochadzali zo Slovenska, Ceska, Rakuska
aNemecka. Vyuziva sa pritom sledovanie abe-
rantnej N-glykozylacie fPSA (v pripade glyko-
profilacie tPSA by dochédzalo ku generovaniu
signdlu ovplyvneného glykdnmi pritomnymi
na a-1-antichymotrypsine ¢i a-2-makroglo-
buline). Niektoré Studie vsak poukazuju aj na
pritomnost O-glykanu na molekule fPSA -
podobne ako v pripade prostatickej acidickej
fosfatazy ¢i mucinu 1 (13).

Technolégia bola validovanda v troch
fazach pri porovnavacich retrospektivnych
Studidch pacientov s diagnostikovanym CaP
oproti pacientom s benignou hyperplaziou
prostaty. Proof-of-concept studia sa realizo-
vala na malom pocte pacientov — 24, pred-
klinicka validacia na populacii 140 pacientov
a klinicka validacia zahfajuca vzorky z eu-
répskych biobank, ako aj vzorky od pacientov
na pocte 501 vzoriek. Hodnota AUC pritom
pocas tychto validacii neklesla pod 0,82. Pri
skorej diagnostike Giasay test dosahuje hod-
noty AUC vyssie ako v si¢asnosti v Ceskej
a Slovenskej republike pouzivané kalikreino-
vé testy (vratane PHI) a vopred odhaluje aj
kastracne rezistentnu formu ¢i velmi skoré
stadia - v dvoch pripadoch dokonca upravil
falosne negativne biopsie, ktoré sa statisticky
pohybuju na urovnivyse 20% (14, 15). Test od-
haluje podla vysledkov validacii 63-70 % ne-
gativnych pripadov biopsii v populacii. Okrem
prinosu pre samotného pacienta (psychicka
pohoda a oddialenie negativnych biopsii v ¢a-
se nepritomnosti CaP alebo pritomnosti iba
klinicky nesignifikantného CaP) spociva vyho-
da testu v poznatkoch pre osetrujuceho leka-
ra, ktoré iny test neprindsa a ktoré umoznuju
robit informovanejsie rozhodnutia o dalsom
manazmente pacienta. V neposlednom rade
spociva vyhoda dostato¢ne presného testu
aj v uspore financii verejného zdravotného
systému v pripade, Ze cena testu je nizsia ako
cena biopsie - ¢o neplati pri vietkych testoch
(obrazok 2). Napr. Galleri test spolo¢nosti Grail

www.urologiepropraxi.cz

Obr. 2. A)Zcelkového poctu biopsii méze byt az 75 % negativnych. Z negativnych biopsii Giasay test odhalf
63-70% pripadov. Zaradenie Giasay testu do rutinnej praxe ako tzv. second opinion testu predstavuje pri
Stvrtinovych ndkladoch vyznamnu Usporu pre zdravotny systém a tieZ prindsa dalsie vyhody pre pacienta
i lekdra. B) Kvalita Zivota pre dalsie roky doZitia (merand pomocou QALY), vyjadrend plochou pod krivkou,
sa méze pomocou Giasay testu vyznamne zvysit pri elimindcii ,naddiagnostiky” (z angl. overdiagnosis)
a,nadterapie” (z angl. overtherapy), ktoré pacientovi kvalitu Zivota znizuji
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QALY - quality-adjusted life years

(dostupny v USA a UK a zaloZeny na sledo-
vani metylacie DNA) ma cenu porovnatelnu
s cenou jednej biopsie v EU, navyse pri velmi
nizkej presnosti v diagnostike CaP v skorom
stadiu (16).

Podobnd hodnota AUC sa dosahuje aj
pri sledovani Uspesnosti liecby, pricom ne-
rozlisuje konkrétny typ terapie — ide o mix
brachyterapie, rddioterapie, chemoterapie
¢i hormondlnej terapie. Test dosahuje najma
vysoku Specificitu, pricom vyznamnejsie zvy-
Senie senzitivity testu je mozné docielit jedno-
duchym pridanim piateho markera - objemu
prostaty meraného u uroléga — do rovnice
poskytujucej findlnu hodnotu testu. Nakolko
tento parameter je mozné ziskat velmi jedno-
ducho a zistuje sa rutinne. Tento krok nepred-
stavuje dodatoc¢né zvysenie nakladov na test
(finan¢nych ani personalnych). Hodnota sen-
zitivity a Specificity pri 95% Specificite a sen-
zitivite predstavuje 40,4 %, resp. 38,0 %. Tieto
hodnoty prevysuju na Slovensku a v Cechach
dostupné laboratérne metdédy vyuzivané na
skrining a diagnostiky nadorov prostaty.

Socialny impakt

Viaceré studie poukazuju na skuto¢nost,
Ze skora diagnostika vyznamne prispieva
k uspesnosti liecby a tiez k eliminacii jej vedlaj-
Sich uc¢inkov na minimum. Napriek tomu sa
pacienti m6zu okrem vysledku lie¢by skor
obavat bolesti, inkontinencie ¢i sexudlnej
dysfunkcie. Z toho pohladu je v nasom re-
gione stéle nedostatocna kampan ohladom
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povedomia o rakovine prostaty v laickej ve-
rejnosti na odstranenie tychto tabuizovanych
tém (17, 18). Skora diagnostika a skrining po-
mocou dostupnych metédd maju v sucasnosti
nezastupitelnu tlohu v manazmente urolo-
gickych pacientov v naSom regiéne. Rozvoj
aimplementdcia novych a presnejsich metéd,
neinvazivnych (metody tekutej biopsie) aj in-
vazivnych (fuzne transperinealne biopsie),
ma priamy vplyv na kvalitu Zivota pacientov
a usporu v zdravotnom systéme z hladiska se-
trenia nakladov na drahsiu a Statisticky menej
Uspesnu lie¢bu v neskorom stadiu ochorenia.
Giasay test teda predstavuje nendkladnu, ne-
invazivnu, presnu a robustnu diagnosticku
metoddu, aplikovatelnt uz v skorom Stadiu
ochorenia u muzskych pacientov po 45. ro-
ku Zivota, ako ukazali viaceré retrospektiv-
ne studie. Aktudlne po komer¢nom uvedeni
Giasay testu na slovensky trh prebieha pro-
spektivna $tudia, ktora preskima korelaciu
glykoprofilacnej diagnostiky s pokrocilymi
zobrazovacimi metédami. Giasay test nasiel
svoje uplatnenie v skorej diagnostike ocho-
renia ako tzv. second opinion test a tiez v mo-
nitorovani Uspesnosti liecby (v pripade, ak
nebola u pacienta vykonana prostatektomia).
Zahrnutie testu v diagnostickom algoritme
znazornuje obrazok 3.
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TERAPIA

PCa - potvrdend rakovina prostaty, DRE - digital rectal examination/digitdine rektdlne vysetrenie, US — ultrasound/
ultrazvuk, MRl — magnetic resonance imaging/magnetickd rezonancia, PET CT — positron emission tomography-
-computed tomography/pozitrénovd emisnd tomografia v kombindcii s pocitacovou tomografiou, DX - diagnos-
tika, P RADS —prostate imaging reporting and data system/systém na vyhodnocovanie ddt a zobrazenia prosta-
ty, TRUS - transrectal ultrasonography/transrektdlne ultrazvukové vysetrenie prostaty, Th — terapia, BPH — benign
prostatic hyperplasia/benigna prostatickd hyperpldzia
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