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1 UVvOD

Nadorové onemocnéni (rakovina) pfedstavuje pro pacienty , jejich rodiny a
spoleCnost onemocnéni nahanéjici désivy strach. Je jednou z hlavnich pficin
amrti. V roce 2005 zemrelo ve svété 7,6 miliona lidi na nadorovd onemocnéni.
Z toho vice nez 70% umrti pfipadlo na malo rozvinuté zemé s omezenymi nebo
neexistujicimi zdroji pro prevenci, diagnézu a lé¢bu. Vyhledové zemfe na rako-
vinu v roce 2015 9 miliona a v roce 2030 11,4 miliénu lidi (Anonym 1, 2008).
Mnohym z nadorovych onemocnéni muze byt zabranéno prevenci (okolo 40%).
Jina mohou byt rozpoznana vcas, |éCena a vyléCena (Anonym 2, 2008).

Danaei a kol. (2005) rozdéluji prevenci ovlivnitelné faktory na 9 hlavnich ri-
zikovych faktora. Jsou to koufeni (21%), alkohol (5%), nizka konzumace ovoce
a zeleniny (5%), ne bezpecny sex (3%), nedostatek fyzické aktivity (2%), infika-
ce v zafizenich zdravotni péce (2%), nadvaha a obezita (2%), znecCisténi mést-
ského vzduchu (1%) a domaci znecisténi z pouziti pevnych paliv (0,5%).

Zhoubné nadory jsou v CR po onemocnénich ob&hové soustavy druhou
nejéastéjsi pfi¢inou umrti v lidské populaci. Umrtnost zapfi¢inéna zhoubnymi
nadory je typicka pro osoby ve véku 45-64 let. Na celkovém poctu umrti dosa-
huje maximalniho podilu ve vékové skupiné 55-69 let. Dlouhodobé podil zemre-
lych na zhoubné nadory v CR roste. V roce 1990 piedstavovaly 21,8% pfigin
vSech umrti, v roce 2000 26,2% a v roce 2006 jiz 26,7% (Anonym 3, 2008).

Progndza celosvétového vyvoje onemocnéni rakovinou je pesimisticka
(Anonym 1, 2008). Mezi faktory, které mohou ovlivnit tento prfedpokladany ne-
priznivy vyvoj patfi zména zZivotniho stylu a zlep$ena diagnostika nadorovych
onemocnéni (Nekulova a kol., 2006). Obrovsky rozvoj pfistrojové a vypocetni
techniky v posledni dobé& umozriuje souCasné rozvoj analytickych metod, zvy-
Sovani citlivosti, spolehlivosti a rychlosti stanoveni laboratornich ukazatell, coz
ve svém dusledku vede ke zkvalitnéni péce o onkologické pacienty (Racek a
kol., 2006).



2 CIL

Cilem prace je zpracovat v literarni reSerSi souhrnny pfehled nadorovych
markeru pouzivanych v klinické praxi se specialnim zaméfenim na jejich detekci
imunochemickymi metodami. Jako dilCi cile jsme si vytyCili zpracovat:

- definice a pficiny vzniku nadorového onemocnéni,

- pfedpoklady pro praktické vyuziti stanoveni nadorovych markerq,

- nadorové markery v klinické praxi,

- pfehled a charakteristiky jednotlivych nadorovych markerd,

- stanoveni nadorovych markert imunochemickymi metodami.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Nadorova onemocnéni

3.1.1 Definice nadorového onemocnéni

V soucasné dobé je nadorové bujeni definovano jako proces zavazného na-
ruSeni vzajemnych vztah( mezi burikami, ktery vede v burice ke kumulaci gene-
tickych poruch, k aktivaci protoonkogend a inaktivaci antionkogen(i. Nadorové
bunky Ize vnimat jako populaci, jenz se vymyka z kontroly mezibunécné signal-
ni sité tvofenou cytokiny a membranovymi interakcemi. Vysledkem je morfolo-
gicka a funkéni pfeména, naruseni architektury zdravé tkané a nakonec meta-
staticka aktivita vzniklé populace nadorovych bunék (Krejsek a Kopecky, 2004).

Nador (tumor, neoplazma, novotvar) je patologicky Gtvar vznikly v mnoho-
bunéCném organismu a zpusobuje zavazné onemocnéni zvané rakovina. Vyso-
ka mira individuality a rozmanitosti pfedstavuje velké komplikace v diagnostice i
terapii nador (Smarda a Smardova, 2007).

Nadorové onemocnéni je patologicky stav, ktery se tyka celého organismu a
nepredstavuje pouze zmény v genetickém vybaveni a priabéhu bunééného cyk-
lu urc€ité bunky. Proces kancerogeneze je sloZzeny ze sledu udalosti, ktery se
muze zastavit na samém pocatku, nebo v urcité fazi, také maze vyustit v ne-
zhoubné onemocnéni. Klinické projevy a pribéh nemoci zavisi na stavu celého
organismu a na okolnich podminkach (Masopust, 1998).

Kancerogeneze, proces vzniku a vyvoje nadorud, je proces vicestupnovy,
béhem kterého dochazi k hromadéni mutaci v postizenych burikach a timto po-
skytuji mutantnim bunkam vyhodu v boji o pFeziti se sousednimi bunkami
(Smarda a Smardova, 2007).

Proces kancerogeneze zahrnuije tfi hlavni faze:

Stadium iniciace — tj. mutace urcitého genu. Pfedstavuje obdobi kratké, ale
nevratné, pfi némz bunky ziskavaji ristovou selekéni vyhodu a schopnost pre-

ménit se na buriky nadorové .



Stadium promoce — proliferace postizeného bunééného klonu je dale pod-
porovana promocnimi faktory, pfi jejichz odstranéni se muze kancerogeneze
zastavit nebo zpomalit.

Stadium progrese — dochazi k dalsi postupné kumulaci genetickych a epi-
genetickych zmén, probiha invaze nadoru do blizkého okoli a krevni cestou se
Sifi na vzdalena mista. Vznikaji metastazy a konecné stadium vlastniho nado-

rového onemocnéni jako klinické formy (Masopust, 2004a).

3.1.2 Pri¢iny a geneticka podstata vzniku nadorové

transformace

K poskozeni genomu dochazi chybami ve struktuie a funkci DNA a chybami
enzymatické vybavy (Krejsek a Kopecky, 2004). Proces vzniku nadorového
onemocnéni muze byt velice individualni. Spolenym rysem pro vytvofeni ma-
ligniho fenotypu je odhadovana kumulace 4 az 8 genetickych zmén v postizené
burice. Mutace nastavaji vétSinou v protoonkogenech a nadorovych supreso-
rech (Smarda a Smardova, 2007).

Poskozeni DNA mohou zpUsobit faktory endogenni, tj. vrozené genetické
poruchy, i faktory exogenni fyzikalni nebo chemické povahy s genotoxickym
ucinkem, napf. ionizujici zafeni, UV zafeni, chemické slou€eniny obsazené v
tabakovém koufi, v pracovnim prostfedi, v potravé, a taktéz potravni zvyklosti
lidi. Vyznamnou roli ve vzniku nadorového bujeni pfedstavuji i infekCni procesy.
Mezi endogenni pficiny vedouci k poSkozeni DNA patfi také latky vznikajici bé-
hem bunéfného metabolismu. Pfikladem jsou vysoce reaktivni kyslikové me-
diatory, které vznikaji pfi oxidaéni respiraci a peroxidaci béhem metabolismu
lipidd. Tyto latky zabranuji detoxikaénimu ucinku antioxidacnich enzymatickych
systému, které predstavuji superoxidova dismutaza, katalaza, glutation-
peroxidaza (Krejsek a Kopecky, 2004).

Negativni UCinek kyslikovych radikalt, UV a ionizujiciho zafeni, aromatic-
kych uhlovodikll a dalSich kancerogennich latek se projevi poruchami struktury
makromolekuly DNA. Dochazi k hydrolyze nukleotidll, k deaminaci, k pferudeni
fetézce, ke zlomim obou vlaken, k tvorbé thymidinovych dimera. U takto po-
Skozené DNA je blokovana transkripce, béhem replikace dochazi k delecim,

translokacim, amplifikacim, inzercim a ke hromadéni genetickych poruch v ge-



nomu burky, jenz vedou k rozvoji nadorového bujeni. Reparaéni mechanismy
jsou schopny do jisté miry geneticka poskozeni DNA v organismu odstrafiovat.
Poruchy téchto opravnych mechanisml vedou taktéz ke vzniku geneticky pod-
minénych nadoru (Krejsek a Kopecky, 2004).

Kancerogeneze je nékolikastupnovy proces podminény faktory genetickymi i
environmentalnimi. Podle rizika vzniku maligniho onemocnéni je populace roz-
délovana na Ctyfi skupiny, tzv. onkodémy:

zakladni — riziko vznika nahromadénim bodovych mutaci

environmentalni — riziko stoupa s u€inkem okolnich podminek (chemické

latky, zareni, viry)

environmentalné genetickd — populace s vysSi nachylnosti ke kanceroge-

nam

geneticka — riziko geneticky pfenosné (Masopust, 1998).

Rakovina je ve vétsiné pripadl zplsobena mutacemi somatickymi, které se
objevuji v bunkach dospélého Clovéka. Nahromadéni vétsiho mnozstvi soma-
tickych mutaci probiha v prub&hu az nékolika let. Nadorovym onemocnénim
jsou proto postizeni Castéji lidé starSiho véku. Vrozena zarode€na mutace zpuU-
sobuje v postizenych rodinach vyskyt nadoru s vyssi frekvenci a taktéz v mlad-
Sim véku (Alberts a kol., 1998).

3.1.3 Protoonkogeny a onkogeny

V genetické vybavé normalni zdravé burky jsou obsazeny velmi dullezité
geny, oznaCované jako protoonkogeny, které koduji proteiny podilejici se na
prenosu rustovych a diferenciacnich signalt do cytoplasmy a jadra buriky. Tyto
bilkoviny urychluji bunécny cyklus a diferenciaci buriky, kontroluji expresi gend,
metabolické pochody a podporuji tak buné&nou proliferaci a rist tkani. Jako
onkogeny jsou oznacovany abnormalni bunééné geny, které mohou vzniknout
pfeménou bunécnych protoonkogent(, a jejichz bilkovinné produkty mohou pfi-
spivat k maligni transformaci burky (Krejsek a Kopecky, 2004). Mutace proto-
onkogenu na onkogen souvisi s jeho hyperaktivaci. PfiliSna funkce vede k
nadmérné proliferaci bunék (Smarda a Smardova, 2007). Mezi mechanismy
zpusobuijici pfeménu protoonkogent na onkogeny patfi inzerce retroviri, muta-

ce, genova amplifikace a translokace do jiné ¢asti genomu. Postizeni protoon-
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kogenu, které koduji ristové faktory buriky, vede k intenzivni buné&né prolifera-
ci a ke zvySovani pravdépodobnosti vzniku genetické chyby (Krejsek a Kopec-
ky, 2004).

Produkty onkogend, kterymi jsou ristové faktory, receptory rlistovych fakto-
rt, proteinové intracelularni kinazy, transkripéni faktory, transdukéni proteiny,
zasahuji do pfenosu signall v burice i mezi bufikami, a tim i do kontroly rustu,
déleni a diferenciace bunék (Masopust, 1998).

Mutace v genech ras jsou pfitomny az u 30% pfipadl nadorového onemoc-
néni u lidi (Alberts a kol., 1998). Byla prokazana souvislost mezi pfitomnosti
mutovanych gentd BRCA-1, BRCA-2, TP 53 a PTEN a rizikem vzniku hereditar-
nich forem karcinomu prsu a vaje¢nikl v 5-10% pfipadu. Naopak ale u 15-20%
téchto nador nebyly prokazany znamé mutace. Gen APC predstavuje vysoké
riziko vzniku nepolymatézniho kolorektalniho karcinomu. Vysetfeni K-Ras, p53
a dalSich jsou vyuzivana pfi posuzovani rizika vzniku a prognozy kolorektalniho
karcinomu. HorSi progndzu neuroblastomu signalizuje onkogen c-myc. Novym
poznatkem je az 6krat vétsi pravdépodobnost vzniku karcinomu prostaty pfi

mutaci v genu pro paraoxonazu (Masopust, 2004b).

3.1.4 Antionkogeny

Jako antionkogeny (tumor-supresorové geny) jsou oznacovany geny, jejichz
bilkovinné produkty jsou soucasti kontrolnich mechanismu diferenciace a ristu
buriky. Jejich hlavni vyznam spociva v zablokovani déleni a umoznéni reparaci
v bunce, ve které vznikly abnormalni onkogeny, nebo ve spusténi apoptozy pfi
poSkozeni buriky vétSiho rozsahu. Inaktivace nebo ztrata funkce antionkogent
predstavuje dalSi nezbytnou podminku vzniku nadorové transformace (Krejsek
a Kopecky, 2004).

Apoptoza predstavuje aktivné fizeny sebedestrukéni proces a plni funkci
ochranné bariéry proti vzniku nadorového bujeni. Nadorové buriky si zajistuji
tvorbu vlastnich proliferacnich, tzv. mitogennich signald, a zaroven ztraceji citli-
vost k signalim zastavujicim bunéény cyklus. Rezistence ke spusténi progra-
mované smrti buriky je rysem vétsiny typa nador (Smarda a Smardova, 2007).
Nadorové bunky maji schopnost blokovat syntézu proapoptdéznich molekul, kte-

ré jsou ve zvySené mife produkovany poskozenou bunkou, a také se vyznacuji
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schopnosti poskytovat podporu antiapoptézovym molekulam (Masopust,
2004c).

Tumor-supresorovym genem je napf. Rb-gen. Protein Retinoblastoma (Rb)
byl poprvé identifikovan u vzacnych oc¢nich nadort déti, kde protein Rb chybi
nebo je defektni. Inaktivace obou kopii Rb-genu vysoce zvySuje pravdépodob-
nost nadorové transformace napf. v sitnici (Alberts a kol., 1998).

Nejvyznamnéj$i antionkogen je p53. Jeho hlavni uloha spociva v kontrole
bunéfného cyklu a v inhibici mezi fazemi G1 a S, popf. v indukci apoptdzy pfi
poskozeni DNA. Protein p53 mé schopnost vazby na DNA, rozpoznani posko-
zené Casti a taktéz schopnost ovlivnéni reparace. Je-li porucha rozsahla, je
prostfednictvim proteinu p53 zvySovana hladina proteinu p21°P | ktery blokuje
cyklin dependentni kinazy a tim i bunécny cyklus pfed S fazi (Krejsek a Kopec-
ky, 2004).

3.1.5 Telomery

Omezeny replikacni potencial souvisi s funkci repetitivnich sekvenci DNA na
koncich chromozom( pfitomnych v eukaryotickych bunkach, tzv. telomer. Te-
lomery pfedstavuji ochranu koncli chromozom( pred degradaci, vzajemnou fuzi
a vnimani zlomd DNA. V prabéhu buné&ného déleni a replikace DNA nejsou
vSak syntetizovany plné konce dvousroubovice DNA a telomery jsou zkracova-
ny. Tento jev doprovazi starnuti bunék az zastaveni bunééného cyklu a takto
telomery urcuji proliferaéni kapacitu bunék. Kompletni replikaci konctd chromo-
zomU zajiStuje aktivni enzym telomeraza, ktera vSak ve vétsiné lidskych soma-
tickych bunék neni aktivni. Naopak u vétSiny buné&k malignich nadorl
(85 az 90%) je telomeraza aktivovana. Délka telomer v nadorové transformova-
nych bunkach je timto udrzovana a dodava jim neomezeny replikaéni potencial
(Smarda a Smardova, 2007). Telomeraza je proto nadorovym markerem. PFi-
kladem je stanoveni tohoto enzymu v moci u papilarniho karcinomu mocového

méchyfe (Masopust, 2004c).

3.1.6 Vztah infekce k nddorovému bujeni

Infek&ni agens spolu s dalSimi faktory muze v disledku vést ke vzniku nado-
rového procesu. Pfimymi mechanismy muze byt inzerce virovych onkogenu do

genomu hostitele, inhibice antionkogent, stimulace proliferace bunék, nebo in-
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terference s apopt6zou. DalSi mechanismus pfedstavuje neschopnost imunitni-
ho systému Clovéka znicit infekéni agens. Vznikaji tak chronické zanétlivé reak-
ce, jejichz produkty mohou nepfiznivé ovlivnit funkce enzymd, nebo pfimo po-
Skodit DNA.

Rozsahlou skupinou vird podmiriujici rozvoj onkogeneze, je Celed Herpes vi-
rt, pfedevSim virus EBV (Epstein-Barrové) a virus HHV-8 (Kaposi Sarcoma-
associated Herpes Virus), dale lidské papilomaviry, virus hepatitidy B (HBV),
virus hepatitidy C (HCV), ze skupiny retrovird HTLV-1 (Human Thymus-derived-
cell Leukemia/Lymphoma Virus-1) a HIV (Human Immunodeficiency Virus), ne-
bo bakterialni infekce Helicobacter pylori. Mezi neinfekéni pfiiny patfi chronic-
ké ezofagitidy, zanétlivé reakce stfevni, malé panve, apod. (Krejsek a Kopecky,
2004).

Problémem protinddorovée imunitni odpovédi je imunodominance. Jeji pod-
stata spocCiva ve skuteCnosti, Ze pfestoZze nadorové transformovana bunka ex-
primuje soucasné celou fadu epitopl jako cilové struktury imunitni odpovédi, je
imunitni systém schopen odpovédi pouze proti jedné nebo nékolika malo anti-
gennim strukturam. DuUsledkem imunodominance je selekce a progrese klon

unikajicich protinadorové imunitni reakci (Hatina, 2005).

3.1.7 Nadoroveé antigeny

Nadorové buriky exprimuji struktury, které byly charakterizovany a popsany
na molekularni trovni az v 90.letech . Nadorové antigeny jsou podle popisu a
zdroje klasifikovany do dvou kategorii (Hatina, 2005; Rihova, 2007):

tumor-asociované antigeny (TAA),
tumor-specifické antigeny (TSA).

TAA predstavuji normalni buné&né proteiny exprimované ve vyssi mife u
nadorl urcitého typu. Jsou to tzv. liniové-specifické, neboli diferenciaéni antige-
ny, specifické pro buriky, které podlehly maligni transformaci, a pfibuzné onko-
fetalni antigeny, které jsou fyziologicky pfitomné v prubéhu embryonalniho a
fetalniho vyvoje.

TSA jsou Uzce spojeny s karcinogenezi a jsou exprimovany pouze na nado-

rovych burikach, napf. onkogeny, tumor-supresorové geny (Hatina, 2005).
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Krejsek a Kopecky (2004) déli nadorové antigeny do tfi skupin:

nadorové testikularni antigeny, které jsou ve zdravém organismu vyjadfeny
pouze na spermatogoniich. Antigeny této rodiny jsou exprimovany asi u 45%
pfipadl melanomu, u 30% karcinomu prsu a 25% karcinomu prostaty a ovaria.

diferenciacni antigeny

nadoroveé specifické antigeny, které jsou produkovany pouze konkrétnimi ty-

py nadord.

3.2 Nadorové markery

3.2.1 Definice a povaha nadorovych markeru

Nadorové bunky pfimo syntetizuji latky, které jsou definovany jako nadorové
markery, nebo produkce téchto latek normalnimi burikami je vyvolana pfitom-
nosti nadorovych bunék. Nadorové markery mohou byt pfitomny na povrchu
bunék, v cytoplasmé, nebo bunétném jadre. Identifikace nadorovych makera se
provadi v télnich tekutinach, nejcastéji v plazmé, a jejich prikaz a hladina mize
ukazovat na pfitomnost kloni nadorovych bunék (Krejsek a Kopecky, 2004).
Nadorové markery jsou molekuly vétSinou proteinové povahy. Celularni nado-
rové markery se vyskytuji ve tkani maligniho nadoru, v télnich tekutinach mo-
hou byt pfitomny tzv. humoralni nadorové markery. Do télnich tekutin pfechaze-
ji z mista, kde jsou produkovany, tj. z nadorové tkané. Indukované nadoroveé
markery, napf. bilkoviny akutni faze, jsou syntetizovany jinymi tkanémi v du-
sledku pfitomnosti nadoru. Hladina nadorovych markerd v krvi obvykle pfimo
souvisi s typem a rozsahem nadorového onemocnéni (Nekulova a spol., 2006).
Nadorové markery predstavuji velice riznorodé latky asociované s malignim
procesem, nejcastéji proteiny, glykoproteiny, glykolipidy, muciny, latky s enzy-
movou aktivitou, a vypovidaji o vlastnostech a chovani nadoru (Klener a kol.,
2002). Nadorové markery jsou laboratorni ukazatele poukazujici na pfitomnost

maligniho novotvaru (Racek a kol., 2006).
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3.2.2 Klasifikace nadorovych markeru

Humoralni nadorové markery:

e S nadorem asociované antigeny onkofetalniho typu - diferenciaéni:

CEA (karcinoembryonalni antigen), AFP (a-1-fetoprotein), PSA (prostaticky
specificky antigen), antigeny CA-typu (carbohydrate antigen) (CA 15-3, CA
72-4, CA 19-9, CA 125, CA 50,CA 549, CA 242,CA 195, CAM 26, CAM 29),
MCA (antigen mucin6znich karcinomu), CYFRA 21-1 (fragment cytokeratinu
19), SCC (antigen skvaméznich bunék), MSA (mammarni sérovy antigen), CA-
SA (s nadorem asociovany sérovy antigen), TATI (s tumorem asociovany
trypsin-inhibitor), SP1 (beta;-specificky glykoprotein)

e S nadorem asociované antigeny onkofetalniho typu - proliferacni:

TPA/TPS (tkanovy polypeptidovy antigen / specificky)

e Enzymy:

NSE (neuron-specificka enolaza), TK (tymidinkinaza), PAP (ACP-P prosta-
ticka frakce kyselé fosfatazy), LD (laktatdehydrogenaza)

e Hormony:

HCG (lidsky choriogonadotropin), TG (tyreoglobulin), CT (kalcitonin), PRL
(prolaktin), GH (ristovy hormon), PTH (parathormon), ADH (antidiureticky hor-
mon, ACTH (adrenokortikotropni hormon).

e Séroveé proteiny:

FER (ferritin), BoM (B2-mikroglobulin), RAF (reaktanty akutni faze), CIC (cir-
kulujici imunokomplexy), monoklonélni imunoglobuliny

e DalSi metabolity:

VMK (kyselina vanilmandlov4), HIOK (kyselina hydroxyindoloctovd), MEL
(melanogeny), polyaminy, UGP (mocCovy gonadotropinovy peptid), NMP-22
(proteiny nuklearni matrix), S-100 (protein S-100), LASA (lipidové vazana sialo-
va kyselina).

Bunécné nadorové markery:
steroidni receptory, receptory rastovych faktorli, katepsin D, onkoproteiny
(Nekulova a Simickova, 2000).
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Podle Klenera a kol. (2002) jsou nadorové markery rozdéleny do skupin bez
ostrého rozhrani:

Onkofetalni antigeny — fyziologicky jsou produkovany ve fetalnim obdobi. Po
narozeni mohou signalizovat nadorové onemocnéni. Zahrnuji napf. AFP, HCG,
CEA, PLAP (placentarni alkalicka fosfataza).

Tkanové Ci organové specifické antigeny — fyziologicky jsou pfitomny ve
zdravé tkani nebo organu. Mimo tuto tkan se uvolfuji pfi nadorovém procesu, v
mensim mnozstvi také pfi zanétech a traumatech. Jsou to napf. PSA, PAP v
dnesni dobé jiz téméF nepouzivana, NSE, mozkovy S-100b protein, rozpustné
fragmenty cytokeratind TPA, TPS, CYFRA 21-1, CA antigeny definované po-
moci monoklonalnich protilatek, SCC, TG, hormony a ukazatele kostniho meta-
bolismu pfi vyskytu metastaz do kosti.

Nespecifické antigeny a naddorové markery — FER, LD, TK, BoM, RAF, LASA
a dalsi.

3.2.3 Predpoklady vyuziti stanoveni nadorovych markerut

3.2.3.1 Vlastnosti idealniho nadorového markeru

Vysetfeni nadorovych markert slouzi v dneSni dobé k podpofe informaci pfi
terapii a monitorovani pacientll s nadorovym onemocnénim. Stanoveni nadoro-
vych marker( je velmi potfebné jeSté prfed zahajenim lécby pfi stanoveni dia-
gnozy pro nasledné posuzovani dynamiky pfi sledovani efektu Ié¢by a navratu
nemoci (Nekulové a kol., 2006).

Idealni tumorovy marker by mél splfiovat tyto podminky:

e vysoka organova specifita, tzn. vypovidat o zasaZeni konkrétniho organu

e vysoka specifita maligniho onemocnéni, tzn. poskytovat pozitivni vysle-
dek pouze u pacientl se zhoubnym nadorem. Pfevazna vétSina nadorovych
markerd v8ak dava pozitivni vysledek i u nenadorovych onemocnéni, zvlasté
zanétlivych, av8ak vétSinou jde o mirné nebo stfedné zvySené koncentrace.
Napf. u jaterni cirhdzy a hepatitid mohou byt zvySené hladiny CEA, AFP, CA
15-3. CEA je také zvySen u kufakd a zanétd pankreatu. PSA poskytuje vysSi
hladiny u benigni hyperplazie prostaty, ,-mikroglobulin a CA 15-3 u sniZzené

glomerularni filtrace, HCG v t&hotenstvi, apod.
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e vysoka citlivost, tzn. poukazat na pfitomnost maligniho nadoru v samém
pocatku. Ve skuteCnosti jsou nadorové markery pozitivni az v pokrocilém stadiu
onemocnéni.

e hladina nadorového markeru by méla korelovat s velikosti nadoru, tj.
mnozstvim nadorovych bunék, s rozsahem nadoru a stupném zralosti malignich
bunék a schopnosti produkce a vyplaveni markeru.

Koncentraci nadorovych markera vSak ovliviiuji i jiné faktory, napf. glomeru-
larni filtrace. Dobra korelace je mezi koncentraci monoklonalnich imunoglobuli-
nua a poc¢tem nadorovych bunék u pacientd s mnohocetnym myelomem (Racek
a kol., 2006).

3.2.3.2 Rozhodovaci hranice , cut-off"

Pfi diagnostice primarniho nadorového onemocnéni tvofi diskriminacni hra-
nici, tzv. ,cut-off value“, pro hodnoceni zvySené hladiny nadorového markeru
koncentrace, pod niz lezi vétSina hodnot zdravych lidi a nemocnych s benignim
onemocnénim. Pro hodnoceni navratu nemoci, tj. sekundarni diagnostiku, je
nutno vztahovat hodnotu na pacienty v kompletni remisi. ,Cut-off* a senzitivita
mohou byt pro primarni a sekundarni diagnostiku odliSné (Nekulova a kol.,
2006). Hodnota ,cut-off* tvofi hranici pozitivity a negativity nadorového markeru.
Pacient s malignim nadorem a hladinou tumorového markeru pod hodnotou
.cut-off* je faleSné negativni. Hodnota vysSi u zdravého Clovéka je faleSné pozi-
tivni. V souCasnosti se toto oznaCeni nahrazuje individualnim hodnocenim hla-

diny nadorovych markert na zakladé dynamiky zmén (Klener a kol., 2002).

* Idealni situace

nwout off™
I

FN FP
falesne  falesné
negativni pozitivni

Obrazek 1
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3.2.3.3 Diagnosticka senzitivita a specifita

Hodnota nadorového markeru zavisi na jeho senzitivité a specifité. Specifita
znamena procento zdravych lidi nebo s benignim onemocnénim a s negativnim
vysledkem nadorového markeru. Vysoka specifita snizuje faleSné pozitivni na-
lezy. Senzitivita je procento spravné pozitivity u pacientd s malignim onemoc-
nénim. Vysoka senzitivita snizuje faleSné negativni nalezy (Klener a kol., 2002).

Idealni marker by mél vykazovat 100% specifitu (spravnou negativitu) pfi za-
rovefi co nejvyssi senzitivité (spravném zachytu nemocnych). Zadny z dosud
znamych nadorovych markert téchto idealnich hodnot nedosahuje. Z toho vy-
plyva, ze pozitivni vysledek neznamena vzdy pfitomnost maligniho nadoru, a
negativni vysledek naopak neni zarukou nepfitomnosti zhoubného nadoru. Na-
dorové markery umoziiuji odhalit poéet asi 10° nadorovych bunék, coz predsta-
vuje nador o hmotnosti 1mg. Klinicky je mozno detekovat vétsinou pocet 10°
nadorovych bunék. Diskriminacni hodnota se uvadi tak, aby odpovidala 95%
specifité s uvedenim pfislusné senzitivity. Vztah specifity a senzitivity vyjadfuje
ROC-kfivka (Receiver Operating Characteristics). Probiha-li kfivka co nejblize
levé ose senzitivity a horni ose, znamena jeji velké zakfiveni vhodnost nadoro-
vého markeru pro urcitou diagnézu. Procentualni hodnoty senzitivity a specifity
charakterizuji jednotlivé testy. DalSi ukazatele jsou predik¢ni hodnoty, tj. hodno-
ceni pravdépodobnosti. Pozitivni predikéni hodnota (PPH) vyjadfuje pravdépo-
dobnost, Ze pfi pozitivni hodnoté nadorového markeru je vySetfovana osoba
skute¢né nemocna. Negativni predikéni hodnota (NPH) vyjadfuje pravdépodob-
nost , Ze pfi negativni hodnoté je osoba skutec¢né zdrava (Nekulova a kol.,
2006).

PPH — sprdvné pozitivii
vsichni s pozitivnimtestem
NPH — spravné negativni

Vvsichni s negativnimtestem

(Racek a kol.,2006)
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3.2.3.4 ROC-kfivka

ROC-kfivka vyjadfuje vztah mezi diagnostickou senzitivitou, tj. podil poctu
nemocnych se spravné pozitivnim testem k celkovému poctu testovanych ne-
mocnych, a diagnostickou specificnosti, tj. podil po¢tu zdravych osob se sprav-
né negativnim testem k celkovému poctu testovanych zdravych osob.
ROC-kfivka zachycuje senzitivitu a 1-specificnost, neboli 100-specificnost v %,
coz vyjadfuje vlastné nespecificnost. PFi sestrojeni ROC-kfivky se pfi raznych
hodnotach ,cut-off* posuzuje:

pocCet spravné pozitivnich a spravné negativnich vysledkl u osob s proka-
zanym malignim onemocnénim

pocet spravné negativnich a faleSné pozitivnich vysledkt u osob bez prokéa-
zaného onemocnéni

z vyslednych hodnot se stanovi diagnosticka senzitivita a specifi€nost

na sestrojené kfivce odpovida kazdy bod jedné hodnoté ,cut-off”.

(ROC = receiver operating characteristic)
senzitivita (%)

vhodny

TU marker
diskriminace
mez zdravym
2 NemocIyT

0% specificita (%)

Obrazek 2

Zpusoby hodnoceni ROC-kfivky:

obvykle je uvadéna hodnota senzitivity pfi specificnosti 90 ¢i 95%, nebo je
mozno uvést obé& hodnoty pfi konkrétni hodnoté ,cut-off*. DalSi moznosti je
uvedeni obou hodnot v tzv. operacnim bodég, tj. v misté nejvétsSiho zakfiveni
grafu.

mira vyklenuti kfivky smérem k levému hornimu rohu grafu vyjadfuje dia-

gnostickou efektivitu, tzn. jak vysoka je senzitivita i specificnost. Tento ukazatel

18



je mozno vyjadiit také jako plochu pod kfivkou (AUC). Je-li AUC menSi nez
50%, test nema dostatecnou rozliSovaci schopnost.

Pozitivni vérohodnost laboratorniho testu (LR+)vyjadfuje smérnice kfivky v
jednotlivych bodech. Vysoké LR+ svédcCi o lepSi schopnosti testu zachytit nado-

rové onemocnéni s co nejmensSi chybou (Racek a kol., 2006).

3.2.4 Praktické vyuziti nadorovych markeru v klinické praxi

3.2.4.1 Screening a primarni diagnostika

Pro screening a primarni diagnostiku stanoveni nadorovych markerd nejsou
pFilis vhodna, nebot vétSina nadorovych markert vykazuje nizkou diagnostic-
kou senzitivitu a nedostateCnou specifitu. Screening je vhodny u symptomatic-
kych nemocnych a u skupin s vysokym rizikem. Nap¥. vySetfeni AFP je vhodné
u pacientd s jaterni cirhézou, u kterych je vysSi riziko vzniku hepatocelularniho
karcinomu, vySetfeni TPA/TPS u profesnich skupin s rizikem vzniku karcinomu
mocového méchyre, stanoveni kalcitoninu v rodinach s vyskytem medularniho
karcinomu §titné Zlazy, vySetfeni AFP a HCG u rizika vzniku nadort zarodec-
nych bunék, prikaz monoklonalnich imunoglobulin u moznosti vyskytu mno-
hoCetného myelomu, stanoveni PSA u muzi nad 50 let vzhledem K riziku vzni-
ku karcinomu prostaty. Ani v prognoze nejsou nadorové markery pfili§ podstat-
né (Nekulova a kol., 2006).

3.2.4.2 Prubéh a remise nadorového onemocnéni

Vyznamnou roli zastavaji nadorové markery ve sledovani pribéhu nadoro-
vého onemocnéni, pro hodnoceni remise a u podezfeni na rezidualni nador.
ZvySené hladiny upozornuji na navrat choroby, tzv. ,lead time®, pfedchazeji kli-

nickou diagnézu o 3-6 meésict (Nekulova a kol., 2006).

3.2.4.3 Uéginnost terapie

Dulezitou oblasti indikace vySetfeni nadorovych markeru je sledovani Gcin-
nosti terapie. Biologické polo¢asy jednotlivych markerl maji Siroké rozmezi, a
proto je nezbytné spravné volit intervaly krevnich odbéru, aby se neprojevil tzv.
Jlysis fenomén*, tj. prudky vzestup hladiny sledovanych markera v kratké dobé,

ktery pfedstavuje odpovéd na terapii (Nekulova a kol., 2006). Po ozafeni nebo
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chemoterapii dochazi k pfechodnému vzestupu nadorovych marker(, jehoz pfi-
¢inou je rozpad nadorovych bunék a uvolnéni marker(, a nasledné se jejich
koncentrace rychle snizi (Klener a kol., 2002).

Doporucuje se vySetfeni nadorovych markert provadét nejdfive ve 3. az 4.
tydnu od zahajeni terapie. Uspésnost terapie signalizuje pokles koncentrace
nadorovych markeru, ktera byla pfed lé¢bou zvySena dvojnasobné oproti refe-
ren¢ni hranici, nejméné o 50% po dvou mésicich terapie. Je potfeba dodrZzovat
doporuc¢eni WHO pro frekvenci vySetfovani nadorovych markert a brat zfetel
na dynamiku zmén v prib&hu onemocnéni. VySetfeni markerd je doporu¢ovano
pred aplikaci terapie a po skonCeni terapie, vétSinou 3. az 4.tyden podle polo-
C¢asu markeru, také pfi zméné |écby a pfi nejasném pribéhu onemocnéni. Do-
porucené intervaly:

1 mésic v prvnim roce po primarni lé¢bé

2 mésice ve druhém roce

3 mésice v dalSich letech

Vyrazné zvySeni hladin nadorovych markert ve tfech po sobé nasledujicich
odbérech u pacientl v klinické remisi bez |é€by signalizuji recidivu, nebo pro-
gresi choroby. ZvySeni muze byt i v mezich referenénich hodnot. ZvySeni kon-
centrace o vice nez 25% v prubéhu terapie se povaZzuji za progresi nemoci. Po-
klesnou-li hodnoty bé&éhem |éCby o vice nez 50%, znamenaji parcialni remisi
(Nekulovéa a kol., 2006).

3.2.5 Kvalita stanoveni nadorovych markert

Doporuceni EGTM (European Group on Tumor Markers) shrnuje pozadavky
na kontrolu kvality stanoveni nadorovych marker a doporucuje nejlepSi vyuzi-
telnost téchto testl. Kvalita vysledkl zavisi na dodrzovani zasad preanalytické,

analytické a postanalytické faze stanoveni (Simickova, 2001b).

3.2.5.1 Pozadavky na preanalytickou féazi
e vzorek se vétSinou pouziva sérum nebo plasma dle instrukci vyrobce,
rozdily mohou vzniknout pfi pouziti EDTA-plasmy pfitomnosti komplementu,
nebo pouzitim gelovych zkumavek
e rychle oddélené sérum je mozno uchovavat kratkodobé pfi 4°C, dlouho-
dobé zmrazené pfi -30°C
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e separaci séra pro stanoveni volné frakce PSA je nutno provést do 3 ho-
din, nevhodné je zahfati vzorku pro HCG a PSA

e potieba odbéru vzorku pred terapii

e vdobé& menstruace a po operacich v bfidni dutiné mohou byt vysledky
CA 125 fale$né pozitivni, faleSnou pozitivitu PSA zpUsobuje manipulace s pro-
statou a infekce mocovych cest

e faleSnou pozitivitu mohou zplUsobovat diagnostické a léebné postupy,
doporuCuje se zaznamenat Ié€bu monoklonalnimi protilatkami na Zadanku

e poskozeni ledvin maze byt pficinou faleSné pozitivity CEA, TPA a dalSich
cytokeratinl, cholestaza mize vést k faleSné zvySenym hladinam CA 19-9

e vzorek kontaminovany slinami poskytuje faleSné pozitivni vysledky
CA 19-9, SCC, CEA, TPS (Simi¢kova, 2001b).

3.2.5.2 PoZadavky na analytickou fazi

Podminkou je dodrzovani kriterii vnitfni a vnéjsSi kontroly kvality (IQA, EQA):

reprodukovatelnost, vhodné logicka kriteria pro 1QC, kontrolni material s nej-
vét§i moznou podobnosti matrix také z jinych zdrojd, nez ze soupravy ke stano-
veni, kontrolni vzorky pokryvajici cely rozsah méfeni, kontrola interference,
napt. lidskych anti-mySich protilatek (HAMA).

koncentrace analytl v kontrolnich materidlech v pracovni oblasti testova-
nych analytd v€etné fedéni a nulové koncentrace, dlouhodoba stabilita, sprav-
nost a reprodukovatelnost kone€nych hodnot, interpretace, eliminace moznych
chyb u zahnuti kfivky pfi vyrazné vysokych koncentracich analyti vedouci k

fale$né negativité a pfenosu mezi vzorky (Simickova, 2001b).

3.2.5.3 PoZadavky na postanalytickou fazi

odbér doplnény o stru¢nou klinickou informaci, referenéni rozmezi pro zdra-
vou populaci a pro skupinu s benignim onemocnénim, nebo v kompletni remisi,
a vlastni linie individualniho nemocného

upfesnéni vzestupu, nebo poklesu o 25%, dlouhodoby vypis pfi zméné me-
tody a vySetfeni pfedchoziho odbéru novou metodou, znalost polo¢asu tumor
marker( v krvi - vhodné pro AFP a HCG, objektivni klinicka informace o vyuZzi-

telnosti stanoveni (Simi¢kova, 2001b).
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3.2.6 Laboratorni diagnostika u nadorovych onemocnéni

3.2.6.1 Indikace

Stanoveni nadorovych markerud v krvi, na rozdil od ostatnich diagnostickych
metod, napf. biopsie, patfi mezi malo invazivni vySetfeni, stanoveni trva kratsi
dobu a je mozno jej opakovat. Indikace vySetfeni by méla byt cilena a ucelna,

interpretace vysledku kvalifikovana, coz vyzaduje Siroké teoretické znalosti.

3.2.6.2 Odbér biologického materialu

Preanalytické faze zahrnuje spravnou techniku odbéru materialu, spravna
stabilizani a protisrazliva cinidla a presné oznaceni a identifikace materialu.
Soucasti je také spravna poucenost a pfiprava pacienta, ktery ma byt prfed od-
bérem v rannich hodinach 10—12 hodin nalac¢no, ma byt v klidu a dodrzet popf.

dietni opatieni.

3.2.6.3 Skladovani atransport vzorku

Po separaci je nutno sérum uchovavat pfi teploté 2-8°C, pro uchovani po
delSi dobu je nutné sérum zamrazit. Je nutno zamezit mozné kontaminaci vzor-

ku slinami nebo potem.

3.2.6.4 Interpretace vysledku

Pro spravnou interpretaci vysledku je dllezity vék pacienta a dietni navyky.
Léky, drogy, terapeuticky podavané monoklonalni protilatky mohou interferovat
a zménit laboratorni vysledky. Interpretace vysledkd stanoveni nadorovych
markerl je nutno provadét v souvislosti s klinickym stavem pacienta, s vysledky

ostatnich diagnostickych metod a je nutno monitorovat dynamiku.

3.2.6.5 Ostatni vySetreni

U pacientll s nadorovym onemocnénim, nebo pfi podezieni na maligni pro-
ces by zakladni vySetfeni mélo obsahovat stanoveni krevniho obrazu, chemické
vySetieni moCe a moCového sedimentu, biochemické parametry, okultni krva-
ceni do stolice — také jako prevence u osob nad 50 let a stanoveni nadorovych
marker( podle specifi¢nosti nadoru. Vlivem maligniho procesu a naslednou za-
nétlivou reakci v organismu, nekrézou, nebo metastazami mohou byt ovlivnény

i jiné laboratorni parametry. SniZzené byvaji €asto: glukdza, celkova bilkovina,
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albumin, prealbumin, hemoglobin z nedostatku zeleza, vitaminu B12, vlivem
malnutrice, krvaceni, apod. Se zvySenymi hladinami se setkavame u téchto pa-
rametra: kyselina mocova, kalcium, globuliny a pfitomnost monoklonalnich imu-
noglobulind u maligniho myelomu, laktat, leukocyty, hematurie a atypické nado-
rové buriky v moCovém sedimentu, zvySeni jaternich testd a markert obstrukce
ZluCovych cest — GMT (y-glutamyltransferaza), ALP (alkalicka fosfataza), cho-
lesterol, bilirubin, zvySené hladiny urey a kreatininu u renalni nedostatecnosti az
selhani, nalez ascitu, pleuralniho vypotku, zmény ve vySetfeni kostni dfené, a
dalsi (Zima a kol., 2007).

3.2.7 Jednotlivé nadorové markery

Mezi nejCastéji stanovované nadorové markery patfi :

3.2.7.1 Karcinoembryonalni antigen (CEA)

CEA je onkofetalni glykoprotein s vysokym obsahem sacharidl, popsany jiz
v roce 1965. Jeho molekulova hmotnost je 180-200 kDa. Biologicky polo¢as se
pohybuje v rozmezi 2-16 dna a je degradovan v hepatocytech. CEA je fyziolo-
gicky produkovan v membranach epitelialnich bunék embrya, v dospélosti pak v
omezeném mnozstvi epitelialnimi bufikami stfevni sliznice, zaludku a bronchu.
CEA je mozné prokézat ve fetalnim séru od 8. tydne téhotenstvi a vrchol dosa-
huje kolem 22. tydne gravidity.

ZvySena koncentrace v séru, ktera vSak vétSinou nepfesahuje 10 ug/l, byva
u benignich onemocnéni, napf. u jaterni cirhdzy, hepatitidy, pankreatitidy, u
Crohnovy nemoci, ulcerdzni kolitidy, u onemocnéni plic, ledvin, zlu€niku, mlé¢-
né zlazy a u stfevnich polypu. ZvySené hladiny maji kufaci v zavislosti na poctu
vykourenych cigaret a také alkoholici. CEA je obsazen hlavné ve tkanich karci-
nomu tlustého stfeva a konec¢niku, u karcinomi mléc¢né zlazy je markerem dru-
hé volby po CA 15-3. Patologické hodnoty CEA u metastaz do jater umoznuji
diferencialni diagnostiku od hepatomu (Simi¢kova a kol., 2001a; Masopust,
2004a).

3.2.7.2 o-1-fetoprotein (AFP)

AFP je onkofetalni glykoprotein o molekulové hmotnosti asi 67-72 kDa. Bio-

logicky poloCas se pohybuje mezi 3-6 dny a degradace probiha v jatrech. Je
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syntetizovan ve vysokém mnozstvi v embryonalnim Zloutkovém vaku a ve fetal-
nich jatrech, zhruba do dvou let po porodu jeho hladina klesa na hodnoty zdra-
vych dospélych lidi. Funkce AFP je pravdépodobné dllezita pro transport stero-
idd, tézkych kovd, bilirubinu, mastnych kyselin, 1€k apod., pro rust a diferenci-
aci a pro imunitni systém.

ZvysSena exprese AFP genu je charakteristicka pro regenurujici jatra dospé-
lych jedinct a pro maligni nadory jater. Primarni hepatomy produkuji ve zvySe-
né mife AFP az v 70% pfipadl. ZvySené syntetizovan je zarodecnymi nadory
nemoci, a spolu s HCG je pouzivan k monitorovani téchto malignit. AFP slouzi
také ke sledovani fyziologického vyvoje gravidity. Screeningovym vySetfenim
AFP v séru matky Ize diagnostikovat malformace plodu, Downlv syndrom. Zvy-
Sené hladiny AFP se vyskytuji ve 20% také u nadorl stfev, pankreatu, zaludku.
Nespecificky muze byt hladina AFP zvySena u hepatitid kojencu, cirhézy a ne-
krozy jater. Imunoreaktivni forma je tzv. volny AFP, vazanou formu nelze de-
tekovat.

Pro screening je pouzivano stanoveni AFP u pacientl s jaterni cirhdzou, s
chronickou hepatitidou B nebo C a u podezfeni na nadory varlat (Simi¢kova a
kol., 2001a; Masopust, 2004a).

3.2.7.3 Lidsky choriovy gonadotropin (HCG)

Hormon HCG je glykoprotein o molekulové hmotnosti 36,7 kDa tvofeny
dvémi podjednotkami o a B. B-podjednotka podminuje biologickou specifitu
hormonu a je pro HCG specificka. o podjednotka ma podobnou strukturu jako
LH, FSH a TSH .HCG vznika v burikach placenty, udrzuje v prvnich Sesti tyd-
nech téhotenstvi Zluté télisko, podporuje produkci progesteronu a estrogenu a
podili se na imunotoleranci plodu a matky.

Stanoveni HCG je vyuzivano k diagnostice €asného téhotenstvi, u Zen
v postmenopauze, u ovarialnich cyst a myomua. Béhem téhotenstvi ma HCG
spolu s AFP vyznam pro ur€eni patologické gravidity, Downova syndromu,
mnohocetné gravidity, hroziciho potratu i mimodélozniho téhotenstvi.

Velky vyznam ma stanoveni hladiny HCG pro monitorovani prabéhu a sta-
noveni zavaznosti onemocnéni u pacientl s nadory varlat. Téméf 100% senziti-

vitu vykazuje HCG pro choriokarcinomy. Screening vySetfeni HCG se pouziva u
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osob s pfiznaky a podezifenim na nadory zarodecnych bunék. Podle pouzité
protilatky je mozno laboratorné stanovit celkovy B-HCG, tj. intaktni hormon di-
mer s volnou podjednotkou B, intaktni dimer HCG bez volné podjednotky f, vol-
nou podjednotku B nebo v mogi B-core fragment (Simickova a kol., 2001a; Ma-

sopust, 2004a).

3.27.4 CA15-3

CA 15-3 je glykoprotein o molekulové hmotnosti asi 300-450 kDa, definova-
ny dvémi monoklonalnimi protilatkami. Stanoveni CA 15-3 detekuje transmem-
branovy mucin (PEM), zvany také MUC1. MUC1-protein je exprimovan na po-
vrchu epitelialnich bunék plodu, hlavné plic a jater. V dospélém organizmu je
produkovan burnikami vyvodu mlééné zlazy, slinnych zlaz a bronchll. CA 15-3
ma biologicky polo€as asi 7 dni, je degradovan jatry a vyluCovan ledvinami.

Hlavni vyznam stanoveni CA 15-3 v séru spociva v monitorovani pacientek
s karcinomem prsu, kdy sérové hladiny jsou vyrazné zvySeny. Robustnost této
metodiky umoznuje sledovat dynamiku zmén koncentraci CA 15-3 a tim odhad-
nout vyvoj nemoci. CA 15-3 dokaze predpovédét navrat onemocnéni s predsti-
hem i nékolika mésicu oproti diagnostickym zobrazovacim metodam. Metastazy
byvaji charakterizovany senzitivitou az 80%, relaps onemocnéni 60-90%. Fyzi-
ologicky jsou hodnoty CA 15-3 zvySeny v téhotenstvi. FaleSnou pozitivitu zpG-
sobuji benigni onemocnéni prsu, traviciho ustroji, jaterni cirh6za a hepatitidy,
chronicka renalni insuficience, zanéty plic a také revmatické onemocnéni
(Simigkova a kol., 2001a).

CA 15-3 je velmi vhodnym ukazatelem progrese onemocnéni v lymfatickém

systému a kostnich metastaz (Masopust, 2004a).

3.2.75 CA125

CA 125 je heterogenni glykoprotein s vysokym obsahem sacharidd a mole-
kulové hmotnosti asi 200 kDa. Jeho biologicky polo¢as je asi 4 dny, je degrado-
van v jatrech a vyluCovan ledvinami. V dospélosti probiha omezena syntéza v
epitelu vejcovodu, bronch(, délohy, v epitelu zdravych vajeénik( neni prokaza-
telny.

CA 125 je az v 80% pfipadu produkovan epitelialnimi burikami ovarialniho
karcinomu. CA 125 pfedstavuje marker prvni volby u ser6zniho karcinomu ova-
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rii, kdy dosahuje senzitivitu az 90% a zvySeni koncentrace CA 125 muze pfed-
chazet diagnozu o 1-8 mésicu. U dalSich gynekologickych nadoru vykazuje niz-
Si senzitivitu. Kazdoro¢ni screening CA 125 je doporu€en pouze u Zen s gene-
tickou zatézi. ZvySené hodnoty mohou vykazovat rovnéz benigni onemocnéni
ovarii, endometria, chronicka onemocnéni jater, zanétu pobfiSnice, selhani led-
vin i chirurgicky zasah (Simi¢kova a kol., 2001a). CA 125 je vhodny pro rozliSe-
ni malignity od benigni formy. ZvySené hladiny byvaji také v plasmé téhotnych

zen, v plodové vodé, mléce a sekretu cervixu (Masopust, 1998).

3.27.6 CA19-9

CA 19-9 se vyskytuje jako glykolipid ve tkani, nebo jako mucin v séru. Je fa-
zen k onkofetalnim antigenim definovanym na zakladé monoklonalni protilatky,
kterd je odpovidajici haptenu krevnich skupin typu Lewis. Biologicky polo¢as
CA 19-9 v cirkulaci je asi 5 dni a je eliminovan Zluc€i. Syntéza CA 19-9 probiha v
pankreatu, Zlu€ovych cestach a Zaludku plodu. V dospélosti jsou stopy CA 19-9
produkovany ve Zlazovych strukturach pankreatu, zlu€niku, bronchd. Asi 5-10%
populace tento antigen netvofi, jedna se o osoby krevni skupiny Lewis a/b ne-
gativni.

CA 19-9 je markerem prvni volby pro monitorovani prilbéhu onemocnéni
karcinomu pankreatu. ZvySené hladiny CA 19-9 jsou typické také pro karcinomy
pankreatu, Zaludku, tlustého stfeva, zlu€ovych cest, jater a mucinéznich nadoru
ovarii. Stanoveni hodnoty CA 19-9 je mozné provadét v séru, v ascitu a tekuti-
nach benignich cyst vaje¢nikd a stanovuje se v kombinaci s CEA. Vyrazné zvy-
Sené hladiny signalizuji vzdalené metastazy. ZvySené hladiny CA 19-9 jsou po-
zorovany také u benignich a zanétlivych onemocnéni, GIT, vaje€niku, jater a u
obstrukéniho ikteru (Simickova a kol., 2001a; Masopust, 2004a).

3.2.7.7 CAT7T2-4

CA 72-4 (tumor-asociovany antigen, TAG 72) je glykoprotein charakterizo-
vany pomoci dvou monoklonalnich protilatek. Je degradovan v jatrech a vyluc€o-
van moci. Fyziologicky je produkovan fetalnim epitelem Zaludku, jicnu a pan-
kreatu. V dospélém véku je syntetizovan malignimi nadory zaludku, dolni tfetiny
jicnu, stfeva, pankreatu, mlé¢né zlazy a mucinovymi typy ovarialnich karcino-

mu. Jako biologicky material ke stanoveni hladiny CA 72-4 je mozZné pouzit sé-
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rum, ascites nebo tekutinu pankreatickych cyst, ve které v kombinaci s CEA je
mozné rozliSit benigni a maligni proces.

Vysokou 100% specifitu pfi 50% senzitivité vykazuje CA 72-4 pro monitoro-
vani pribéhu nemoci u karcinomu zaludku. ZvySené hodnoty mohou byt proka-
zany v séru u jaterni cirhdzy, akutni i chronické pankreatitidy, viedové choroby
Zaludku a zanétlivych nemoci GIT (Simigkova a kol., 2001a; Masopust, 2004a).

3.2.7.8 TPA (tkanovy polypeptidovy antigen) a TPS (tkariovy polypepti-
dovy antigen specificky)

TPA je fragment cytokeratinovych podjednotek intermediarnich filament.
Pfedpoklada se, ze tyto fragmenty se uvolfuji do cirkulace béhem proliferace
nadoroveé tkané, nebo pfi jeji nekroze. TPA je ukazatelem progrese nadoru
(Masopust, 2004b). Molekulovd hmotnost TPA je asi 40 kDa, biologicky polo¢as
asi 7 dni. Fyziologickd syntéza TPA/TPS probiha v trofoblastu a v organech
plodu, které se intenzivné déli. V nizkych koncentracich je prokazatelny v do-
spélém véku ve tkani moCového méchyre, mlécné zZlazy, plic a traviciho traktu.

Univerzalni nadorové markery TPA/TPS dosahuji vysoké senzitivity prfede-
vSim u karcinomu mocCového méchyfe. Jsou pouzivany také pro monitorovani
pacientll s nadory plic, GIT a ledvin. Nespecifické zvySeni hladiny zpUsobuiji

jaterni cirhdza, hepatitidy i infekéni onemocnéni (Simic¢kova a Nekulova, 2004).

3.2.7.9 CYFRA 21-1 (fragment cytokeratinu 19)

CYFRA 21-1 je solubilni fragment cytokeratinu 19, polypeptid o molekulové
hmotnosti 40 kDa. Fyziologicky je pfitomna ve tkani plic, délohy a traviciho
astroji. Specificky vyskyt CYFRA 21-1 poskytuje vySSi organovou specifitu nez
TPA a TPS a je mozné ji stanovit i v pleuralnich vypotcich.

Hlavni vyznam stanoveni hladiny CYFRA 21-1 spociva v monitorovani kar-
cinomu plic, kdy senzitivita dosahuje 55%, dale u karcinomu mo&ového méchy-
fe, spolu s SCC u nadord cervixu a u nador( oblasti hlavy a krku. (Simikova a
kol., 2001a). Fragment cytokeratinu 19 CYFRA 21-1 pronika do krevniho obé-
hu po destrukci bunék. Pouziva se také k monitorovani karcinomu ovaria (Ma-
sopust, 2004b).
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3.2.7.10 PSA (prostaticky specificky antigen), FreePSA (volné frakce PSA)

Glykoprotein PSA byl charakterizovan v roce 1979. Je to serinova proteina-
za 0 molekulové hmotnosti 34 kDa. Fyziologicky je PSA produkovan v epitelial-
nich bunikach Zlazovych vyvodu, pfedevsim prostaty. V séru je z 95% PSA va-
zan na oal-antichymotrypsin, méné na o2-makroglobulin, 10-25% i vice se vy-
skytuje jako volna frakce. Biologicky poloCas PSA je asi 2 dny, volna frakce ma
poloCas pouze minuty.

Vysoké hladiny PSA doprovazeji maligni nadory prostaty. VysSi produkce
PSA, kdy hodnoty vétSinou nepfesahuji 10ug/l, doprovazeji benigni hyperplazii
prostaty a prostatitidu. ZvySené hodnoty v séru byvaji pfitomny po traumatu, po
rektalnim vySetfeni, po biopsii prostaty, nebo mechanickém drazdéni, napf. po
jizdé na kole. Obecna ,cut-off* koncentrace v séru se uvadi 4 ug/l. U zdravych
dospélych muzl zavisi koncentrace na véku, do 50let od hodnot 2,5 ug/l az do
6,5 ug/l u nejstarsi vékové skupiny. V rozmezi 4-10 ug/l celkového PSA je vyu-
Zivdno stanoveni volné frakce PSA pro rozliSeni mezi malignim karcinomem
prostaty a benigni hyperplazii. Pomér volného PSA k celkovému je obvykle u
hyperplazie nad 15%, zatimco u karcinom( prostaty je vyrazné nizsi. Pro
screening je doporucovano stanoveni PSA jednou roéné u muzi od 50 let a u
starSich muza s pfiznaky poruch mocového traktu a s rodinnou zatézi. V 95%
pfipadd stoupaji hodnoty u metastaz az nad 20 pg/l (Simi¢kova a kol., 2001a).
V malém mnozstvi je hladina PSA detekovatelna i u Zen, i v matefském mléce,
v plodové vodé, v séru téhotnych Zen. Je syntetizovan zdravymi i malignimi
burikami mlécné Zlazy s receptory pro progesteron (Masopust, 1998). P¥i celko-
vé koncentraci 4-10 ug/l PSA hodnoty poméru freePSA/totalPSA nad 0,25 vy-
povidaji spiSe pro hypertrofii, hodnoty pod 0,16 pro karcinom prostaty. Novy
prognosticky marker je doporuCovan chromogranin A, spolu se stanovenim
PSA (Masopust, 2004a).

3.2.7.11 Chromogranin A (CgA)
CgA je kysely glykoprotein pfitomny ve zdravych i maligné transformova-
nych neuroendokrinnich tkanich. U téchto vykazuje CgA vySsi senzitivitu nez

NSE, nebo 5-hydroxyindoloctova kyselina v moci. FaleSné pozitivni vysledky
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jsou pozorovany pfi 1é&bé kortikoidy, u poruch jater a ledvin (Simitkova, Neku-
lova, 2004).

3.2.7.12 NSE (neuron-specificka enolaza)

NSE je glykolyticky enzym obsazeny v cytoplasmé bunék, ktery je fyziolo-
gicky produkovan nervovou a plicni tkani plodu, v dospélosti pfedevsSim v neu-
ronech. Stanoveni NSE ma prognosticky vyznam u neuroblastomi a malobu-
nécnych karcinomu plic. Vzhledem k obsahu NSE i v erytrocytech a trombocy-
tech, rusi vyrazné stanoveni NSE v séru hemolyza vzorku. Je nutno separovat
krevni Castice do jedné hodiny po odbéru, aby namérené hladiny NSE nebyly
faleSné pozitivni. U nadord CNS je vhodnéjsi stanovovat koncentraci NSE v
likvoru (Simi¢kova a kol., 2001a).

3.2.7.13 SCC (antigen skvamoéznich bunék)

SCC je definovan jako slozka smésného antigenu TA-4, prokazaného v séru
nemocnych s karcinomem délozniho Cipku. ZvySena syntéza probiha hlavné u
karcinomu délozniho Cipku, také u karcinomu plic, u nadoru téla délozniho, en-
dometria a dalSich gynekologickych nadort (Simickova a kol., 2001a). SCC
muZe byt také zvySen u generalizovaného ekzému, psoriazy, u zanétu ledvin a

také u gravidnich Zen (Masopust, 2004b).

3.2.7.14 B,-mikroglobulin (B,M)

B>M je polypeptid o molekulové hmotnosti 11,8 kDa a biologickym poloca-
sem 40 minut. Sekvenci aminokyselin a trojrozmérnou strukturou je homologni
s konstantni Casti tézkého fetézce 1gG a tvofi extracelularni domeénu lidského
leukocytarniho antigenu |I. tfidy. Je syntetizovan predevsim v B-lymfocytech a
plazmocytech. Vyznam stanoveni koncentrace B;M spociva hlavné pfi monito-
rovani léCby systémového onemocnéni B-lymfocytarniho systému, u mnoho-
C¢etného myelomu, non-hodgkinskych lymfomd pivodu v B-lymfocytech, u chro-
nické lymfocytarni leukemie. FaleSné pozitivni vysledky jsou pozorovany u po-
ruch ledvin, u chronickych zanétli a autoimunitnich onemocnéni, u kolagenéz a

revmatické artritidy (Simi¢kova a Nekulova, 2004).
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3.2.7.15 TK (thymidinkinaza)

TK je fazena k enzymim syntézy DNA typickych pro proliferujici tkan. TK
katalyzuje fosforylaci thymidinu na thymidinmonofosfat a tim umozriuje syntézu
DNA nahradni, tzv. zachrannou cestou. Fyziologicky je TK produkovana v jat-
rech plodu, patologicky probih& zvySena syntéza v rychle proliferujicich tkanich,
pfedevS§im u hematologickych malignit. Cytostatika, napf. metotrexat,
5-fluorouracil, ktera blokuji syntézu DNA ,de novo*, faleSné zvySuji hladinu TK.
Proto je potfeba stanovit TK pfed nasazenim chemoterapie.

Hlavni vyznam stanoveni TK spoc€iva v monitorovani stavil u akutnich leu-
kemii, non-hodgkinskych lymfomu, také u maligniho melanomu a nadort Stitné
Zlazy. FaleSné pozitivni vysledky jsou zpUsobeny i infekcemi CMV, herpes viry

a revmatickymi onemocnénimi (Simi¢kova a kol., 2001a).

3.2.7.16 Ferritin (FER)

FER je tkanovy protein, jehoz hlavni funkci je skladovani zasobniho zeleza.
Za fyziologickych podminek je syntetizovan burnikami sleziny, jater a kostni dfe-
né. Hladiny FER zavisi na véku a pohlavi, v détském véku jsou vysSi. PFiCinou
specifického zvySeni hladiny FER je akutni myeloblastickd leukémie, hodgkin-
ska choroba a mnohocCetny myelom. FaleSna pozitivita mize byt zplusobena i
po krevnich transfuzich. Nespecificky jsou hladiny FER zvySeny také u virovych

infekci CMV a herpes viry (Simi¢kova a kol., 2001a).

3.2.7.17 Protein S-100

S-100 je termolabilni kysely glykoprotein vazici kalcium. V nervové tkani se
vyskytuje hlavné S-100 B, tj. dimer B-B, v pficné pruhovanych svalech je obsa-
Zen dimer o-a. Hlavni vyznam stanoveni S-100 v séru spociva v monitorovani
nemocnych s melanomem, pfi vyskytu metastaz dosahuje senzitivita az 80%.

ZvySené hodnoty byvaji také u malignich nadorl mozku. Fale$né zvySené vy-

vrve

cesy (Simi¢kova a Nekulova, 2004).

3.2.7.18 Tyreoglobulin (TG)
TG je glykoprotein obsahujici jéd. Fyziologicky je produkovan ve folikular-

nich bunkach &titné Zlazy a je jodovan jako prohormon na tyroxin a trijodtyronin.
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Zvysené hladiny doprovazeji malignity Stitné zZlazy. PfiCinou faleSné pozitivity v
séru mlUze byt Basedowova choroba, eufunkéni struma a zanéty stitné zlazy
(Simigkova a Nekulova, 2004).

3.2.7.19 Kalcitonin (CT)

Polypeptid CT je fyziologicky produkovan parafolikularnimi C-bufikami stitné
Zlazy. Prekurzorem je prokalcitonin, jehoz stépenim vznika aktivni hormon. CT
se ucastni regulace metabolismu vapniku, sniZuje aktivitu osteoklastu a podpo-
ruje syntézu Kkalcitriolu. ZvySené koncentrace CT se vyskytuji u medularniho
karcinomu §titné Zlazy. Pri¢inou faleSné pozitivity muze byt pankreatitida, tyroi-

ditida, renalni selhani, perniciézni anemie (Simikova a Nekulova, 2004).

3.2.7.20 Nadorovy izoenzym pyruvatkinazy (TM2-PK)

TM2-PK je jednim z kliCovych enzymu glykolyzy, katalyzuje pfeménu fosfo-
enolpyruvatu na pyruvat, je produkovan nadorovymi bufkami pfi zvySeném me-
tabolickém obratu nadorovych bunék a pfi jejich nekréze. TM2-PK je vhodny
marker pro lokalizaci u karcinomu varlat a nadoru ledvin, pro monitorovani pra-
b&hu a terapie u nadorl prsu, pankreatu a tlustého stfeva (Simi¢kova a Nekulo-
va, 2004).

3.2.7.21 Ostatni nadorové markery

Stanoveni CA 50 ma vyznam u karcinomu pankreatu, nadortd GIT a délohy.
Dosahuje vSak nizsi specifity.

MCA (mucin-like cancer antigen) je glykoprotein, fyziologicky je produkovan
v téhotenstvi, je obsazen i v mléce a moci zdravych Zen. ZvySené hodnoty by-
vaji u karcinomu prsu (Simi¢kova a kol., 2001a).

Ca 549 je kysely glykoprotein, jeho zvySené hladiny se nachazeji u karcino-
mu prsu, nadorl gynekologickych, stfeva, prostaty a plic. Oproti CA 15-3 vyka-
zuje méné falesSné pozitivity (Masopust, 1998).

CASA antigen spolu s CA 125 vyrazné zvySuje senzitivitu zachytu rozsevu
ovarialnich karcinomd. Dobrym prognostickym ukazatelem je u neléCenych
plicnich karcinomu.

CA 195 je pouzivan pro monitorovani pacientll s karcinomy tlustého streva,

pankreatu, jater, a dalSich nadoru.
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TATI (s tumorem asociovany trypsin inhibitor) je polypeptid fyziologicky pro-
dukovan béhem vyvoje plodu, byva zvySen u karcinomu pankreatu, ovaria,
cervixu, zaludku, Zlu€ovych cest.

SP1 (B1-specificky téhotensky glykoprotein) je pfitomen v séru téhotnych
Zen a pouziva se pro monitorovani trofoblastickych tumorl a nador( varlat
(Simi¢kova a kol., 2001a).

Prostaticky izoenzym ACP se odliSuje od ostatnich tartarat-labilnosti. Vzhle-
dem k nestalosti pfi pH vySSim nez 7 se doporuc€uje plasmu po odbéru ihned
okyselit. ZvySené hodnoty byvaji pfitomny u pacientd s nadory kosti a s meta-
stazujicim karcinomem prostaty.

Kostni izoenzym ALP byva zvySen u kostnich nadori a metastaz do kosti.

Ubikviterni enzym laktatdehydrogenéza (LD) je velmi nespecificky ukazatel,
Casto byva zvySen u hematologickych malignit (Masopust, 1998).

Kathepsiny jsou lyzosomalni proteinazy. ZvySena produkce se vyskytuje u
karcinomu mlécné zlazy, ovaria a GIT.

ACTH (adenokortikotropni hormon) je ve zvy$ené mife produkovan nadory
adenohypofyzy, malobunéénymi karcinomy plic, pankreatu, prsu, Zaludku, tlus-
tého stfeva.

Stanoveni metabolitd hormond dfené nadledvin v mo¢i, kyseliny vanilmand-
lové a homovanilové, se pouZziva pro diagnostiku neuroblastomu a feochromo-
cytomu. Pro diagnostiku karcinoidu je vyuzivano stanoveni kyseliny

5-hydroxyindoloctové (Masopust, 2004a).
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3.2.7.22 Nové nadorové markery

Mezi perspektivni nadorové markery patfi protein p-53, produkt mutovaného
tumor-supresorového genu p53. Mammaglobin by mohl byt uzite€ny pro |éCbu
nadorl prsu. Pomoci novych markert B305D, GABA~r, B726P je mozné zjistit i
mikrometastazy v miznich uzlinach a kostni dfeni u karcinomu prsu. Nizka kon-
centrace aktivatoru plasminogenoveé urokinazy (uPA)a inhibitoru (PAI-1)je pro-
gnostickym ukazatelem dlouhodobého prezivani pacientek s nadory prsu. Pro-
gnosticky vyznam ma rodina kallikreind u pacientl s karcinomem mocového
méchyfe a také hladina rozpustného fragmentu receptoru pro interleukin 2 u
zhoubnych nadord hlavy a krku. Stanoveni progastrin-releasing peptidu slibuje
lepsSi citlivost a specifitu pro malobunéény karcinom plic nez NSE a CEA. Sta-
noveni ICTP (Pyridinoline cross-linked carboxyterminal telopeptid of type | co-
lagen)v séru je dobrym prognostickym ukazatelem kostnich metastaz, jeho hla-
dina byva zvySena také u mnohocetného myelomu.

Mezi nové sledované ukazatele nadorového bujeni patfi zvySené mnozstvi
volné DNA, nevazané na bunécné struktury. Byla prokazana nadorova mRNA
pro tyrozindzu u metastazujiciho melanomu, mRNA pro telomerdzu u karcino-
mu. Biologické markery v nadorové tkani umoznuji spravné hodnotit biologické
vlastnosti nadoru, napf. kliCové enzymy syntézy DNA thymidylatsyntaza, thymi-
dinfosforyldza nebo dihydrothymidin-dehydrogenaza, také guanylyl-cyklaza
(Masopust, 2004c).
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3.3 Laboratorni stanoveni nadorovych markerti

Pro stanoveni koncentrace nadorovych markerl se pouzivaji imunochemic-
ké analyzy, jejichZ principem je reakce anigenu, tj. nadorového markeru, a spe-
cifické protilatky. Pro detekci imunochemického komplexu je vyuzivano znaceni
radionuklidem, radioimunoanalyza (RIA), nebo imunoradiometrické stanoveni
(IRMA), znageni enzymem, enzymoimunoanalyza (EIA, ELISA) a znacgeni fluo-
rescencnim nebo luminiscencnim indikatorem (FIA, LIA). Nadorové markery
jsou v krvi obsazeny ve velmi nizkych koncentracich, obvykle v ug/l, nebo je

koncentrace udavana v konvencnich jednotkach U/l (Nekulova a kol., 2006).

3.3.1 Imunochemické reakce

Rozvoj imunochemickych metod zacal v 80. letech a dosud nedosahl svého
vrcholu. Imunochemické metody umozniuji specifické a citlivé stanoveni stale
novych antigent a protilatek obsazené ve vzorku ve velmi nizkych koncentra-
cich (Racek a kol., 2006).

Zakladem imunochemické rekce je interakce mezi antigenem a protilatkou
za vzniku komplexu antigen-protilatka. Imunochemické reakce in vitro musi
probihat v podminkéch, které zajistuji optimalni hodnotu pH, optimalni osmolali-
tu, teplotu a optimalni poméry mezi mnozstvim antigenu a protilatky. Vznikajici
nerozpustny imunochemicky komplex ma nejvyssi stabilitu v tzv. zéné ekviva-
lence, kdy rozmezi pomér antigenu a protilatky je optimalni. V prebytku anti-
genu nebo protilatky podléha komplex rozkladu. Imunochemické reakce vyuZzi-
vaji monoklonalni protilatky, u kterych oproti polyklonalnim sérim je vyloucena
heterogenita a moznost zkfizené reakce. Ultrasenzitivni imunochemické reakce
jsou vysoce citlivé metody a slozi k detekci latek pfitomnych v télnich tekutinach

ve velmi malych koncentracich, v pug/l az pg/l (Krejsek a Kopecky, 2004).

3.3.1.1 Antigeny
Antigeny jsou z chemického hlediska polymery, a to proteiny, polypeptidy,

polysacharidy, nebo nukleoproteiny. Zakladnimi vlastnostmi antigent je schop-

nost navodit bunécnou a protilatkovou specifickou imunitni odpovéd a specific-
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ky reagovat s produkty odpovédi, tj protilatkami a imunokompetentnimi bunka-
mi. Kompletni antigen tvofi makromolekulovy nosiC a antigenni determinanty
(epitopy) na povrchu, které charakterizuji specifitu antigenu a schopnost reago-
vat s vazebnym mistem protilatky, nebo receptorem lymfocytu. Principem imu-
nochemickych reakci je vazba antigennich determinant s vazebnym mistem
protilatky (Anonym 4, 2007).

3.3.1.2 Protilatky

Protilatky, neboli imunoglobuliny (Ig), pfedstavuji heterogenni skupinu gly-

koproteinu s elektroforetickou pohyblivosti § az y (Anonym 4, 2007).

3.3.1.3 Molekulové stavba protilatek

Molekuly imunoglobulini jsou tvofeny bilkovinnymi Fetézci a doménami.
Svym tvarem jsou podobné pismenu Y. Molekula Ig se sklada ze dvou tézkych
fetézcl H a na jejich N-koncové ¢asti jsou vazany lehké fetézce L. V tzv. ,pan-
tové oblasti“ jsou H fetézce spojeny disulfidickymi mustky. Tézké fetézce jsou
rozliSovany podle struktury do péti tfid 19G, IgM, IgA, IgD a IgE, dale na podtfi-
dy IgG; az 1gG,4 a IgA;, IgA,. Lehké Fetézce typu k, nebo A mohou byt pfitomny
na jedné molekule Ig pouze v jedné formé. N-koncové Casti fetézcl jsou nazy-
vany V-Useky, neboli variabilni ¢asti, a maji odliSnou primarni strukturu.
C-koncové Useky fetézcll, neboli konstantni ¢asti, maji pro rizné Ig obdobnou
primérni strukturu. Domény jsou globularni struktury stabilizované disulfidickymi
mustky. Variabilni V-domény jsou pfitomny na N-koncovych ¢astech H a L fe-
tézcq, jsou tvofeny asi 110 aminokyselinovymi zbytky pestrého slozeni.

Specificka funkce protilatek je ur€ovana strukturou variabilnich domén, ve
kterych je mozno dale rozliSit tfi hypervariabilni oblasti CDR1 az CDR3 (Com-
plementarity Determining Region) s maximalni variabilitou zbytk( aminokyselin.
V oblastech CDR dochézi k interakci Ig s antigennimi determinantami - epitopy.
Vazby mezi epitopem a vazebnym mistem protilatky jsou zprostfedkovany sla-
bymi vazebnymi interakcemi— vodikové mustky, elektrostatické sily,
van der Waalsovy sily, hydrofobni sily. Sila této vazby je nazyvana afinitou pro-
tilatky. Avidita protilatky pfedstavuje celkovou silu vSech vazebnych mist proti-

latky, které reaguji se vSemi epitopy antigenu. Specifita protilatky je dana tva-
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rem svych vazebnych mist, a proto je nutné, aby tvar téchto mist odpovidal co
nejlépe tvaru epitopu (Krejsek a Kopecky, 2004).

3.3.1.4 Monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky maji definovanou specifitu a je mozné je pouZzivat k
imunochemické identifikaci molekul s antigennimi vlastnostmi. Monoklonalni
protilatky jsou ziskavany tzv. hybridomovou technologii, jejiz objeveni bylo oce-
néno Nobelovou cenou. Zdrojem monoklonalnich protilatek je pouze jeden akti-
vovany B lymfocyt, ktery po klonalnim zmnoZeni produkuje identické molekuly
Ig. Tyto monoklonalni protilatky reaguji se stejnou antigenni determinantou a
maji zcela shodné i biologické vlastnosti.

Hybridomova technologie je vysoce dokonala a jeji podstata spociva v in vit-
ro fazi B lymfocytd, izolovanych ze sleziny mySi po imunizaci vhodnym antige-
nem, s mysSimi bufikami vzniklymi maligni transformaci plasmatické burky, tzv.
myelomovymi burikami. B lymfocyty pfedstavuji zdroj protilatek a myelomové
buriky jsou pfi¢inou neomezeného proliferaéniho potencialu. Takto uméle vytvo-
fené hybridomové bunky jsou nasledné selektovany, klonalné mnozeny kultiva-
ci in vitro, nebo v peritonealni dutiné laboratornich mysi. Monoklonalni protilatky
jsou pak ze ziskanych tekutin purifikovany a biochemicky je charakterizovana
jejich specifika, CD (Cluster Designation) klasifikace dle CD nomenklatury,
vramci které je testovana jejich reaktivita za fyziologickych a patologickych
podminek, dale je uréovana sekvence aminokyselin a uspofadani cilové mole-
kuly (Krejsek a Kopecky, 2004).

36



3.3.2 Techniky imunoanalyz

Imunochemické metody maji vysokou citlivost a vyuzivaji znaCeni jedné z
reagujicich slozek, antigenu, nebo protilatky, vhodnym radioizotopem, enzy-

mem, fluorescendéni nebo luminiscendéni latkou.

3.3.2.1 Enzymoimunoanalyza (EIA)

EIA vyuziva ke znaceni antigenll a protilatek enzym0, nejCastéji alkalickou
fosfatazu, kifenovou peroxidazu nebo B-galaktosidazou. Pro oznaceni alkalickou
fosfatazou se pouziva jako substrat para-nitrofenylfosfat, pro peroxidazu pero-
xid vodiku, kdy uvolnény kyslik pfi enzymové reakci oxiduje bezbarvy chromo-
gen (napf. orto-fenylendiamin) na barevny produkt, jehoz intenzita se méfi fo-
tometricky.

Podle usporadani se techniky EIA dale déli na kompetitivni (soutézivé) a

nekompetitivni (nesoutézivé).

Nekompetitivni EIA

Tento sendviCovy typ ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) je za-
loZen na vzniku sendviCového komplexu a pracuje s nadbytkem protilatky, nebo
antigenu.

Nekompetitivni EIA pro stanoveni antigenu - k provedeni této techniky je za-
potfebi dvou rlznych protilatek namifenych proti rGznym epitopim stanovova-
ného antigenu. Antigen ve vzorku (Ag *?) tvofi v prvnim kroku imunokomplexy s
protilatkou (Ab) navazanou v nadbytku na pevné fazi. Po inkubaci a odstranéni
nenavazanych soucasti vzorku promytim se pfida v nadbytku druha protilatka
znacena enzymem (Ab*). Vznika sendviovy komplex protilatka na pevné fa-
zi-antigen-znacena protilatka (Ab-Ag‘“-Ab*). Po promyti a odstranéni nenava-
zané znacené protilatky se pfida substrat a méfi se enzymova aktivita znacCe-
ného imunokomplexu, ktery obsahuje antigen ze vzorku. Absorbance je pfimo
umérna koncentraci stanovovaného antigenu.

Nekompetitivni EIA pro stanoveni protilatky - antigen v nadbytku je vdzan na
pevnou fazi. Po pfidani vzorku se stanovovanou protilatkou vznikaji imunokom-
plexy, které jsou detekovany pomoci druhé znacené protilatky proti stanovova-
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né protilatce, nebo pomoci znaceného volného antigenu. Absorbance je pfimo
umeérna koncentraci stanovované protilatky ve vzorku (Dolezalova a kol., 1995).

FIGURE 1-10 Moncompetitve sandwich mathod of immuncassay

Sandwich Assays: Antibodies bind to two sites on analyte

<=
—<>—
—<>=

Solid Support:
microparticles
beads
microtiter plates

Obrazek 3

Kompetitivni EIA

Antigen ve vzorku (Ag ‘*) soutézZi se znaGenym antigenem (Ag*), ktery je
pridan ve znamém mnozZzstvi, o vazebna mista na specifickych protilatkach (Ab)
pritomnych v reakci v limitovaném mnoZzstvi. Béhem inkubace vznikaji kom-
plexy antigenu ze vzorku s protilatkou (Ag *-Ab) a komplexy znateného antige-
nu s protilatkou (Ag*-Ab). Volné antigeny a antigeny zna€ené jsou po inkubaci
odstranény promytim, aby nedochazelo ke zkresleni vysledki méreni. Po pfi-
dani substratu se méfi enzymova aktivita vzniklého zna¢eného imunokomplexu.
Cim méné je ve vzorku pfitomno stanovovaného antigenu, vznika vétsi mnoz-
stvi znaCeného imunokomplexu, a tim vysSi je vysledna méfena enzymova ak-
tivita, a naopak. Absorbance je tedy nepfimo umérna koncentraci antigenu ve

vzorku (Dolezalova a kol., 1995).

FIGURE 1-9 Two step competitive immunoassay

Step 1:
Ab (excess) Ab-Ag Ab
>=>=+ GD -»GD%+
Step 2:

Ab-Ag Ab-Ag"

G% +% +*GD—><I% +xdly

Obrazek 4

Kompetitivni metody se déli na homogenni a heterogenni.
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Homogenni kompetitivni EIA

Ke vzorku se stanovovanym antigenem (Ag‘“) se pfida znamé mnozZstvi
stejného antigenu zna¢eného enzymem (Ag*) a specificka protilatka (Ab) v limi-
tovaném mnozstvi. BEhem imunochemické reakce soutézi antigen vzorku se
znaCenym antigenem o vazebna mista na protilatce. Homogenni EIA nevyzadu-
je odstranéni volného znaceného antigenu od znaceného imunokomplexu
(Ab-Ag*). ZnaCeny imunokomplex je inhibovan, reakci dochazi ke zménam v
mikrookoli znacky, nevstupuje proto do reakce se substratem. Vysledna enzy-

mova aktivita volného Ag* je pfimo umérna koncentraci antigenu ve vzorku.

Heterogenni kompetitivni EIA (ELISA)

Protilatka je v limitovaném mnozstvi navazana na povrch pevné faze, napf.
zkumavky, mikrotitraCni desticky, magnetické Castice, Sephadex, PAAG, nebo
silikonované kuli¢ky. Po pridani vzorku (Ag*’) a znaceného antigenu (Ag*) vzni-
kaji imunokomplexy Ag‘*-Ab a Ag*-Ab. Heterogenni usporadani analyzy vyZza-
duje promyti a odstranéni nezreagovanych znacenych reaktantt, nebot” signal
davaji jak vznikly imunokomplex Ag*-Ab, tak i volny Ag*. Po promyti a inkubaci
se substratem se méfi intenzita zbarveni produktu enzymové reakce a absor-
bance je nepfimo umérna koncentraci stanovovaného antigenu (Dolezalova a

kol., 1995).

FIGURE 1-12 Homogensous and hatarogenecus immu
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3.3.2.2 Radioimunoanalyza (RIA)

Metody RIA vyuzivaji antigenu znaceného radioizotopem, kterym je obvykle
radioaktivni izotop jodu *?°l, nebo v pfipadé haptenu tritium *H. RIA je kompeti-
tivni heterogenni technika, ktera pracuje se znaCenym antigenem, stanovova-
nym antigenem a protilatkou v limitovaném mnozstvi. Antigen ve vzorku soutézi
se znaCenym antigenem o vazbu na specifickou protilatku, ktera je v omezeném
mnozstvi a muze byt vazana na povrch pevné faze. Po promyti a odstranéni
volného nezreagovaného znaCeného antigenu se méfi radioaktivita imunokom-
plexu, ktera je nepfimo umérna koncentraci antigenu ve vzorku. K méfeni radi-

oaktivity se pouziva detektor y-zafeni (Dolezalova a kol., 1995).

3.3.2.3 Imunometricka analyza (IRMA)

IRMA je nekompetitivni metoda, kterd vyuziva tfi reaktanty - stanovovany
antigen, prvni protilatku navazanou v nadbytku na pevnou fazi a druhou proti-
latku v nadbytku znacenou radioizotopem namifenou proti jinému epitopu sta-
novovaného antigenu. Po inkubaci a vzniku sendviCového komplexu se pro-
mytim odstrani pfebyvajici volna znaCena protilatka a méfi se radioaktivita zna-
¢eného imunokomplexu.

Nevyhodou izotopovych imunoanalyz RIA a IRMA je nebezpedi prace s ra-
dioaktivnim zarenim, je nutno dodrzovat bezpecnostni predpisy pro praci s ra-

dioizotopy a dbat na polo€as rozpadu izotopl (Dolezalova a kol., 1995).

3.3.2.4 Fluoroimunoanalyza (FIA)

FIA vyuZiva ke znaceni antigent a protilatek fluorescencni latku, napf. rho-
daminové derivaty, kumariny, umbelliferon, apod. FIA metody mohou byt uspo-
radany jako kompetitivni, nebo nekompetitivni techniky. Vzniklé znacené imu-
nokomplexy jsou detekovany méfenim fluorescence. Méfeni fluorescence je
zaloZzeno na vyuziti emisnich spekter latek, které jsou schopny po absorpci
elektromagnetického zafeni a excitaci emitovat sekundarni svételné zareni.
Fluorescenéni metody detekce jsou vysoce citlive.

Mezi nesoutézivé FIA patfi sendvicova metoda DELFIA (Dissociati-
on-Enhanced Lanthanide Fluoroimmunoassay). DELFIA vyuziva ke znaceni
protilatky chelatu lanthanidového kovu europia. lon europia vykazuje slabou
fluorescenci, proto je nutno ucinek zesilit pfidavkem zesilovaciho cinidla, se
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kterym ion europia vytvofi silné fluoreskujici chelat uzavieny v micelach (Dole-
Zalovéa a kol., 1995).

3.3.2.5 Fluorescenéni polarizaéni imunoanalyza (FPIA)

FPIA je kompetitivni homogenni metoda. Detekce je zaloZzena na méfeni in-
tenzity polarizovaného svétla. Do reakce vstupuji stanovovany antigen, antigen
znaceny fluoresceinem a protilatka v limitovaném mnozstvi. Antigeny soutézi o
vazbu na specifickou protilatku a vazi se na ni v poméru, v jakém jsou zastou-
peny ve smési. Dopadajici modré polarizované svétlo, které kmitéa v jedné rovi-
né, je zeslabeno v zavislosti na mnozstvi volného znaeného antigenu, ktery
nezreagoval s protilatkou a ma malou molekulu. Intenzita polarizovaného svétla
je nepfimo umérna koncentraci stanovovaného antigenu (Dolezalova a kol.,
1995).

3.3.3 Priklady technologii pouzivanych v dnesSni dobé

3.3.3.1 Metoda MEIA (Microparticle Enzyme Immunoassay)
(systém Abbott Laboratories AXSYM)

MEIA (enzymova imunoanalyza na mikro¢asticich) je metoda pfizplisobena
pro automatické méreni velkych molekul, jako jsou nadorové, srde¢ni, hepatalni
markery a hormony. MEIA vyuziva k méfeni roztok suspendovanych submikro-
novych latexovych Castic, které jsou potazeny specifickymi protilatkami (antige-
ny, nebo virovymi ¢asticemi), na néz se specificky vaze stanovovany analyt.
Povrch mikro¢astic zvySuje kinetiku metody a snizuje dobu inkubace, proto do-
ba stanoveni je kratsi.

Reagencie MEIA

mikro€astice potazené zachytovymi molekulami

konjugat — protilatky znaCené enzymem alkalickou fosfatazou

fluorescencni substrat — 4-methylumbelliferylfosfat (MUP)

Typy MEIA

dvoukrokova MEIA - vzorek a mikroCastice jsou smichany v jamce reakéni
nadobky a konjugat reaguje na reak¢ni matrici.

Jednotlivé kroky metody:

41



inkubace mikrocastic potazenych protilatkou po smichani se vzorkem, bé-
hem které dochazi ke vzniku imunokomplexu

z inkubacni jamky reak&éni nadobky je procesni jehlou reakéni smés nadav-
kovana na reak¢ni matrici. Na sklenénych viaknech matrice je imunokomplex
zachycen a nadbytecna reakéni smés je odstranéna promytim a proteCe velky-
mi pory matrice

na reakeni matrici je pfenesen konjugat, ktery se vaze na imunokomplex za
vzniku sendviCe - protilatka na mikro¢asticich-analyt ve vzorku-konjugat, a na-
sleduje promyti

na reakcni matrici je davkovan substrat MUP, ktery je konjugatem s alkalic-
kou fosfatazou hydrolyzovan na 4-methylumbelliferon (MU)

rychlost tvorby fluorescenéniho produktu MU je opticky méfena. MEIA je
metodou nekompetitivni a intenzita signalu je pfimo umérna koncentraci stano-

vovaného analytu ve vzorku

jednokrokova MEIA - vzorek, mikroCastice i konjugat jsou sou¢asné smicha-
ny v inkubacni jamce reakéni nadobky, nasleduje promyti matrice a po pfidani
MUP je méren signal produktu MU.

Opticky systém MEIA

Intenzitu fluorescenéniho zareni méfi fluorometr s rtutovou vybojkou jako
svételnym zdrojem. Zafeni o vinové délce 365 nm je izolovano excitacnim fil-
trem a dopada na povrch reakéni matrice. MU absorbuje excitani zafeni a pre-
chazi do excitovaného stavu. Pfi navratu do zakladniho stavu emituje zareni o
vinové délce 448 nm. Intenzita emitovaného zareni po izolaci poZzadované vino-
vé délky systémem dvou filtrl je mé&fena fotonasobiem. Po pfidani substratu
na matrici je provedeno az 15 méreni. Na zakladé zméfenych hodnot intenzity
zareni je vypoctena rychlost premény MUP na MU. Z grafu zavislosti intenzity
na Case a vysledné smérnice kfivky se pomoci kalibraéni kfivky uréi koncentra-
ce stanovovaného analytu (Abbott Laboratories, 2004; Anonym 5, 2008).

Technologii MEIA vyuzZiva i analyzator IMx Abbott (Anonym 5, 2008).

3.3.3.2 Metoda CMIA (Chemiluminescent Magnetic Immunoassay)

(systém Abbott Laboratories ARCHITECT)
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Zakladem mnoha pfistroju v klinickych laboratofich je chemiluminiscencni
technologie. OdliSuji se specifickymi typy znacek, €asto jsou patentovany a lisi
se i provedenim. Technologie Abbott ARCHITECT, zvana Chemiflex, pouziva
ke znaceni protilatek patentovany akridinovy derivat.

CMIA (chemiluminiscenni imunoanalyza na mikrocasticich) vyuziva ke
stanoveni koncentrace analytu ve vzorku tyto slou€eniny:

paramagnetické Castice, které jsou obalené antigeny, protilatkami, nebo vi-
rovymi ¢asticemi a slouzi jako specifické zachytové molekuly pro stanovovany
analyt

akridiniovy konjugat — protilatka znacena chemiluminiscenénim akridiniem

Pre-Trigger — roztok peroxidu vodiku

Trigger — roztok hydroxidu sodného

Sled reakci CMIA

do reakéni nadobky je k paramagnetickym mikro¢asticim obalenym protilat-
kou pfidan vzorek a béhem inkubace vznikaji imunokomplexy

po inkubaci jsou paramagnetické Castice s navazanym specifickym analytem
pfitazeny magnetem ke sténé reakCni nadobky a z reakcni smési je promytim
odstranéna nenavazana latka

detekce imunokomplexud je umoznéna pfidanim konjugatu protilatky znacené
chemiluminiscencnim akridiniem, ktery vazbou na imunokomplex béhem inku-
bace vytvori sendvi¢

po promyti je davkovan Pre-Trigger, jehoz funkci je vytvorfeni kyselého pro-
stfedi, které zabrani predCasné emisi svétla, pomaha zabranit shlukovani mik-
roCastic, slouzi k odstépeni akridiniového barviva z konjugatu

nasledné je davkovan Trigger, pusobenim peroxidu a zasaditého Triggeru
projde akridinium oxidacni reakci a vznika N-methylakridon, ktery pfi navratu do
zakladniho energetického stavu emituje svételné zareni

chemiluminiscencni emise je méfena po pfedem stanovenou dobu optickym

systémem CMIA

Opticky systém
Opticky systém zachyti emitované svétlo a odvede svétlovodem do fotona-

sobiCe. Jsou zachyceny emitované fotony a je provedeno aktivované ¢teni. Sig-
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nal je shromazdovan po stanovenou dobu a v zavéru je proveden vypocet re-
dukce dat, tj. zpusob pro vypoc€et kone¢nych &teni v jednotkach relativni svétel-
né jednotky. Konec€né Cteni v relativnich svételnych jednotkach je ziskano rozdi-
lem hodnoty ¢teni pozadi od hodnoty aktivovaného &teni a je pfevedeno na
jednotky koncentrace.

Systém umoziiuje flexibilni protokoly pfedbézného zpracovani, jednostup-
noveé i dvoustupriové metody a statimové metody (Abbot Laboratories, 2005;
Anonym 5, 2008)
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3.3.3.3 Metoda ECLIA (Elektrochemiluminescent Imnmunoassay)

(systém Roche Diagnostics)

ECLIA (heterogenni elektrochemiluminiscenéni imunoanalyza) vyuziva pro
znaceni a detekci vysledného imunokomplexu rutheniovy komplex. Ze stabilni-
ho prekurzoru na povrchu elektrody procesem elektrochemiluminiscence (ECL)
vzniknou vysoce reaktivni prvky, které reaguji navzajem a tvofi svételné
zablesky.

Princip a prubéh ECL

Béhem prvni inkubace probiha interakce stanovovaného antigenu, protilatky
znacené rutheniovym komplexem a protilatky znacené biotinem. V pribéhu
druhé inkubace dochazi k navazani vzniklého sendiCového imunokomplexu
vazbou biotin-streptavidin na magnetické mikrocCastice.

Reakcni smési je naplnéna méfici cela a magnetické Castice jsou pfitazeny
k povrchu elektrody.
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Aplikaci pfesné definovaného napéti na elektrodu je navozena elektrochemi-
luminiscence a dochazi k emisi fotonu z rutheniového komplexu. Na elektrodé
probih& oxidace rutheniového komplexu i substratu TPA (tripropylamin), ktery je
v nadbytku. Pfeskok elektronu z radikalu TPA zpusobi redukci rutheniového
komplexu a naslednym navratem elektronu na zakladni hladinu dojde k vyzare-
ni fotonu.

Pocet fotonl je detekovan fotonasobi¢em a vysledné koncentrace stanovo-
vaného analytu jsou odecteny z kalibracni kfivky.

Princip ECLIA vyuZivaji analyzatory Elecsys, Modular a Cobas Roche Dia-
gnostics. (Anonym 6, 2008)

Imunochemicky komplex znaceny rutheniem
Sendvifovy test

agnostics

Protititka znagens rutheniowiim
komplexem

Antigen (detekovany analyt)
Protilatka znacena biotinem

Streptavidin

Mlunlﬁ:ki Eastice |

Obrazek 7

3.3.3.4 Metoda RIA (Radioimmunoassay)

(Immunotech A Beckman Coulter Company)

Radioimunoanalytické stanoveni je kompetitivni metoda, ktera vyuziva spe-
cifické protilatky a radioindikator, tj antigen znageny *?°l. Specifickou protilatkou
jsou potazené stény zkumavek, ve kterych dochazi po pfidani vzorku a radioin-
dikatoru ke vzniku znacenych i neznacenych imunokomplext podle zastoupeni
antigenu ve vzorku. Po inkubaci je nutno obsah zkumavek odsat a aktivitu na-
vazanych imunokomplext se méfi y-Citacem. Koncentrace stanovovaného ana-

lytu je odectena z kalibracni kfivky.
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3.3.3.5 Metoda IRMA (Immunoradiometric assay)

(Immunotech A Beckman Coulter Company

Jednokrokové imunoradiometrické stanoveni sendviCového typu je zalozeno
na pouZiti stejné monoklonalni protilatky obsazené v radioindikatoru i na pevné
fazi. Do zkumavek potazenych specifickymi protilatkami je pfidan vzorek a po
inkubaci a promyti nasleduje druha inkubace s protilatkou znagenou **I. Po
inkubaci je nutno obsah zkumavek odséat a promyt a tim dojde k odstranéni ne-
navazané znadené protilatky. Aktivita *°| se méfi y-Gitacem. Koncentrace sta-
novovaneého analytu je pfimo umérna mérené radioaktivité. Imunoradiometricka
sendviCova metoda vyuziva také dvou monoklonalnich protilatek proti dvéma
rlznym epitopdm na molekule stanovovaného analytu. Do zkumavek potaze-
nych prvni protilatkou se pfida vzorek a roztok druhé protilatky znagené *?°I. Po
inkubaci se promytim odstrani nenavazana znaCena protilatka a radioaktivita
znacenych imunokomplext se méfi y-Citacem. Vysledné koncentrace analytu ve

vzorku jsou odecteny z kalibraéni kfivky (Anonym 7, 2008).

3.3.3.6 Metoda ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

(DRG International, Inc.)

ELISA je sendviCova metoda na mikrotitracnich destickach. Jamky desticky
jsou potazeny protilatkou, ktera je namifena proti epitopu antigenni stanovova-
né molekuly. Vzorek je inkubovan v jamkach s enzymovym peroxidazovym kon-
jugatem druhé protilatky znatené enzymem, ktera je namifena proti odliSnému
vazebnému mistu na molekule antigenu. Po inkubaci je nenavdzany enzymovy
konjugat odstranén promytim. MnoZstvi vazané znacené protilatky je pfimo

umeérné koncentraci antigenu ve vzorku. Po pfidani substratu, inkubaci a zasta-
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veni enzymové reakce zastavovacim roztokem, je méfena intenzita vzniklého
zbarveni vertikalnim spektrofotometrem a koncentrace stanovovaného antigenu

je odectena z kalibra¢ni kfivky (Anonym 8, 2008).

3.3.4 Laboratorni metoda a jeji analytickeé vlastnosti

O vhodnosti laboratorni metody pro pfedpokladanou aplikaci rozhoduji ana-
lytické vlastnosti metody, které nelze oddélit od vlastnosti klinickych.
presnost — mira shody mezi vysledky ziskanymi opakovanou analyzou stejného

vzorku za pfedem stanovenych podminek. Pfesnost pfedstavuje statistické
vyhodnoceni ndhodnych chyb. Miru rozptylu vysledkld kolem primérné hod-
noty s normalnim rozlozenim Cetnosti vyjadfuje smérodatna odchylka (SD).

Obvykle se pouziva relativni SD v %, tzv. variacni koeficient (CV).
pravdivost a spravnost — tésnost shody mezi primérnou hodnotou z velkého

poCtu méfeni a dohodnutou referencni hodnotou. Velikost odchylky, tzv. bias,

je mirou pravdivosti a je dana velikosti systematické chyby.

Srovnani dvou metod pro stanoveni stejného analytu slouzi ke zjisténi, ze
nova metoda neposkytuje vysledky jiné, Ze rozdily v méfenych hodnotach jsou
zpusobeny zménou zdravotniho stavu pacienta. Srovnani se provadi metodou
regresni analyzy. Vztah mezi vysledky obou metod je posuzovan metodou line-
arni regrese. Miru rozptylu bodud kolem regresni pfimky vyjadfuje korelaéni koe-
ficient (r), jehoZz maximalni hodnota v idealnim pfipadé dosahuje 1,0. Nejdllezi-
téjSim pozadavkem pfi monitorovani stavu pacienta je laboratorni méreni v Ca-
se s maximalni pfesnosti, tzn. SD, CV%. Pro diagnostické ucely je kladen pre-

v v

2006).

3.3.4.1 Srovnani shody reagenénich Sarzi

Stanoveni nadorovych markert je pomuckou lékafu v péci o onkologické
pacienty a jejich klinické vyuZziti vyZzaduje shodné vyrobni provedeni jednotlivych
reagencnich Sarzi v pribéhu ¢asu (Kula a kol., 2004a).

Srovnani reagencnich Sarzi testovali autofi analyzatorem IMx Abbott v pri-

béhu 4 az 7 let, analyzatorem AxSYM Abbot v pabéhu 5 az 7 let, analyzatorem
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Architect Abbott v pribéhu 4 az 5 let. Ke stanoveni pouzili kontrolni materialy a
skupiny sér pfipravenych ze vzorku pacientu rizné koncentrace v celém rozsa-
hu méfeni. Vysledky méfeni mezi reagencnimi Sarzemi ohodnotili autofi jako
shodné (Kula a kol., 2004a,b,c).

Analyzator IMx

hodnoty CV pro kontrolni vzorky se pohybovaly do 5%, hodnoty CV pro
vzorky sér neprevysily 10% (Kula a kol., 2004a).

Analyzator AXSYM

hodnoty CV pro kontrolni vzorky dosahovaly hodnot pod 4,2%, hodnoty
koncentraci se CV rovnala 10,3% (Kula a kol., 2004b).

Analyzator Architect

hodnoty CV pro kontrolni vzorky dosahovaly maximalni hodnoty 4,5%, CV
pro vzorky sér maxima 10% (Kula a kol., 2004c).
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Tabulka 1 : Vysledky CV % kontrolnich vzorkd.

Low (CV%) Med (CV%) High (CV/%)
Metoda | IMx AﬁY ARCH| IMx A>|‘V|SY ARCH| IMx AﬁY ARCH

AFP 2,2 2,4 3,2 2,8 2,4 3,7 2,3 2,1 2,3

CEA 3,7 3,4 3,2 2,6 2,7 2,4 3,1 3,0 2,2

CA19.9] 34 3,4 3,0 3,5 3,0 2,5 3,5 3,2 2,8

Free

PSA 2,2 2,8 2,1 2,3 2,6 1,8 2,4 2,7 2,6

Tot.

PSA 2,7 2,9 45 _ 2,1 2,7 _ 2,3 2,4
CA 125] 3,5 3,0 _ 2,7 2,5 _ 3,1 3,2 _
CA 153 4,9 4.1 _ _ _ _ 3,4 4.0

SCC 44 45 4.7

Tabulka 2 : Vysledky CV % vzork( sér.

iz Stfedni hodnota Vysokéa hodnota
0
Nizka hodnota (CV%) (CV%) (CV%)
Metoda | IMx A)I(\ASY ARCH| IMx AﬁY ARCH| IMx A)I(\ASY ARCH
AFP 129;2,3]|1,7;2,0] 6,5 2,2 1,6 3,3;3,8/2,6;2,4] 3,0

CEA 143,44|28,3,4 39 |3,43,6|2,6;3,5| 4,1 |2,7,2,8|2,8;2,6] 4,1

CA199 ] 48 4,5 10,0 | 48 5,2 4,6 4,6 4,8 5,4

Free PSA] 7,1 3,7 5,8 3,1 3,4 5,6 4,8 4,9 7,1

Tot. PSA| 5,1 |7,4,6,6] 4,1 3,8 2,4 4,8 4,7 2,9 3,8

CA125 | 96 | 103 | _ | 47 | 58 | | 59 | 47 | _
CA153| 49 | 35 | | 46 | 42 | 33 | 44 |
scc | 65 5,2 7.9

(Kula a kol., 2004a,b,c)
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3.3.4.2 Srovnani korelace

Srovnani stanoveni CA 15-3

V této studii autofi hodnotili reprodukovatelnost, analytickou senzitivitu a ko-
relaci metody CA 15-3 mezi analyzatory IMx a CIS ELSA RIA. Korelaci posoudi-
li autofi zhodnocenim vysledkl ze 209 vzorkd sér od zdravych Zen a pacientl s
benignim a malignim onemocnénim. Celkovou korelaci obou systémua ohodnotili

jako velmi dobrou se shodou 91%.

Celkova korelace v rozmezi 0-5000 U/ml r=0,998
Korelace ve vyznamném dynamickém rozmezi 0-200 U/mn r=0,964
(Martin a kol., 1996).

Srovnani stanoveni AFP, CEA, CA 15-3, CA 125, PSA

Ve své studii autofi hodnotili reprodukovatelnost, senzitivitu a korelaci metod
stanoveni nadorovych markert mezi analyzatory AxSYM a DPC Immulite. Obé
metody pouzivaly protilatky podobné. Reagencie analyzatoru AXSYM pro sta-
noveni CA 15-3 a CA 125 obsahovala originalni protilatky, oproti reagencii Im-
mulite, které obsahovala vlastni protilatky detekujici pouze €ast nadorového
antigenu. Celkovou korelaci pfi méfeni vzorkd pacientd hodnotili autofi jako
dobrou. NizSi hodnotu korelaéniho koeficientu u CA 15-3 a CA 125 zpUsobilo

pouziti odliSnych protilatek.

Korelace AFP r =0,995
Korelace CEA r=0,942
Korelace CA 15-3 r=0,912
Korelace CA 125 r=0,903
Korelace PSA r=0,965

(Costongs a Bas, 1996).

Srovnani stanoveni CEA, AFP, PSA, CA 125
Autofi této studie srovnali provedeni a korelaci testi nadorovych marker
mezi analyzatory AxXSYM a Cobas Core Roche s pouzitim vzorkd pacientd. Au-
tofi zhodnotili korelaci mezi metodami jako dobrou.
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Korelace CEA r=0,965

Korelace AFP r=1,000
Korelace PSA r=0,969
Korelace CA 125 r=0,990

(Forster, Molina, 1996)

Srovnani stanoveni CA 125 a CA 15-3

Autofi dvou studii srovnali korelaci stanoveni CA 125 (Hofler a kol., 2004a) a
CA 15-3 (Hofler a kol., 2004b) ve vzorcich sér mezi analyzatory Architect a
AxSYM. Vzajemnou korelaci metod zhodnotili jako velmi dobrou, coz usnadriuje
prechod ke stanoveni analyzatorem Architect.

Korelace CA 125 r.=0,985 (Hofler a kol., 2004a)

Korelace CA 15-3 r = 0,9802 (Hofler a kol., 2004b)

3.3.4.3 Interference

Lidské anti-mysSi protilatky (HAMA) mohou byt pfitomné v lidské krvi jako
odpovéd organismu na vystaveni mySim antigenim, nebo jsou soucasti 1€kl
podavanych u onkologické lécby. Vzorky obsahujici HAMA zpuUsobuji nejcastéji
interference u sendvi¢ovych metod, které pouzivaji mysi monoklonalni protilat-
ky.

HAMA zpUsobuiji :

faleSnou pozitivitu — HAMA se mohou vazat na protilatky ukotvené na pevné
fazi a také na protilatky znacené. Vznikly sendvi¢ poskytuje signal pro detekci,
aniz by byl ve vzorku pfitomen stanovovany antigen.

faleSnou negativitu — HAMA se mohou vazat a blokovat vazebna mista proti-
latek na pevné fazi i znaCenych protilatek a znemozni tak tvorbu sendviCe se
stanovovanym antigenem.

Vyrobci pouzivaji k minimalizaci vliivu HAMA dvoukrokové metody, pfi niz in-
terferujici  HAMA jsou promytim odstranény, nebo pouzivaji blokatory
k obsazeni vazebnych mist na HAMA.

Heterofilni protilatky jsou namifeny proti antigenim jinych druht, napf. zvi-
feci erytrocyty a sérum, kterym muazou byt lidé vystaveni pfi o€kovani, pfi chovu
zvirat, nebo pfi kontaktu se zvifecimi chlupy, apod. Heterofilni protilatky interfe-
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ruji stejnym zplsobem jako HAMA a eliminace se provadi stejnymi technikami.
Setkame-li se s neoCekavanymi &i nevérohodnymi vysledky testu, které jsou
v rozporu s ostatnimi klinickymi a laboratornimi vysledky, musime uvazovat o

pfitomnosti heterofilnich protilatek.

Tzv. ,prozone fenomén“ je efekt projevujici se u vysokych koncentraci sta-
novovaného antigenu ve vzorku. Antigen vysyti vSechna dostupna vazebna
mista na protilatkach. Za téchto podminek je zabranéno tvorbé sendvie a mé-
fena hladina antigenu muze byt vyrazné nizsi, nez je skuteéna koncentrace ve
vzorku. Na kfivce zavislosti koncentrace a signalu je pozorovano zakfiveni smé-
rem doli kose koncentrace. Tento jev se velmi ¢&asto vyskytuje
u jednokrokovych sendvicovych testl. Fale$Sné negativité zabranuji dvoukroko-

vé formaty testu s promyvacimi kroky (Anonym 5, 2008).

veswvEwv s

keru

Pro vybér optimalni metody stanoveni nadorovych markeru jsou dulezité pa-
rametry - spolehlivost, pfesnost, spravnost, detekéni limit, pouZitelné rozmezi
koncentraci i specifita protilatek. Roli ve vybéru metody hraje také moznost au-
tomatizace, stabilita reagencii, stabilni kalibrace, doba a cena stanoveni. Pro
standardni materialy v komercnich soupravach neexistuji vétSinou WHO stan-
dardy. V rdmci vnitini kontroly spravnosti jsou obvykle sledovany dvé hladiny
hodnot, fyziologické a patologické. Spolehlivost metody je také mozno sledovat
podle medianu hodnot souboru nemocnych v urcitém obdobi.

Pro spravnou interpretaci je dulezité vyloucit chyby preanalytické faze. Do-
zbytnou nutnosti je nestfidat diagnostické soupravy od rGznych vyrobcl pro
dany marker z divodu dlouhodobého sledovani. Je potfeba vzit v ivahu moz-
nost faleSné pozitivnich vysledkd u nemalignich onemocnénich a poruch vylu-
¢ovani nadorovych markeru pfi nedostate¢né funkci jater a ledvin. Pro hodno-
ceni nadorovych markerll je nutna spoluprace laboratofe a klinického lékare
(Nekulova a kol., 2006).
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Pfi zpracovani této prace jsem pouzila knizni literarni zdroje, Internetové
stranky a vyhledava¢ google.com, kde jsem k vyhledavani informaci pouzila
kliCova slova nador, nadorové (tumor) markery, imunochemické metody, Ab-
bott, Roche, DRG, Immunotech.
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4 ZAVER

Cilem této prace bylo zpracovat prehled nadorovych marker pouzivanych
v klinické praxi a jejich detekci imunochemickymi metodami.

Literarni pfehled jsme rozclenili do tfi hlavnich celkd — nddorova onemocné-
ni, nadorové markery a laboratorni stanoveni. V kapitole nadorova onemocnéni
je objasnéna definice nadorového onemocnéni jako patologického stavu, hlavni
stadia procesu kancerogeneze a vngjSi i vnitfni faktory podilejici se na posko-
zeni genetické vybavy buriky , vzniku onkogenu a inaktivace antionkogend, kte-
ré vedou k maligni transformaci bunék.

Kapitola nadorové markery shrnuje definici a rozdéleni nadorovych markert
podle povahy. Popsali jsme kriteria, ktera by mél splnovat idealni marker, cehoz
nebylo zatim v praxi dosazeno. Tato ¢ast vysvétluje pojmy rozhodovaci hranice
.cut off, diagnosticka senzitivita a specifita, pozitivni a negativni predikéni hod-
nota a zpUsob sestrojeni a hodnoceni ROC kfivky. Praktické vyuziti nadorovych
marker( spociva pfedevsim v monitorovani efektu onkologické terapie. Spravna
klinick&d aplikace je obsaZena v poZadavcich na kvalitu stanoveni nadorovych
marker( v preanalytické, analytické a postanalytické fazi, které doporucuji me-
zinarodni pracovni skupiny EGTM. DalSi Cast kapitoly je vénovana pFehledu
nejCastéji stanovovanych markeru, jejich charakteristice, produkci za fyziologic-
kého a patologického stavu a vyznam jejich stanoveni v zavislosti na typu a lo-
kalizaci nadorového onemocnéni.

V kapitole laboratorni stanoveni nadorovych markert jsme se soustredili na
popis imunochemickych metod, kterymi je mozné nadorové markery detekovat
a stanovit jejich koncentraci v biologickém materialu.Cast této kapitoly jsme
zameéfili na popis struktury Ig a zpUsob ziskavani monoklonalnich protilatek me-
todou hybridomové technologie. Obecné jsou imunoanalytické metody déleny
podle uspofadani na homogenni, heterogenni, kompetitivni a nekompetitivni.
Detekce vznikajicich imunokomplexd je umoznéna znacenim antigenu, nebo
protilatky, a podle druhu znacky jsou metody déleny na EIA, RIA, LIA a FIA.
Nasleduji pfiklady a popis technologii, které se v sou€asné dobé pouzivaji pro

stanoveni nadorovych markert a umoznuji specifické a vysoce citlivé vySetieni.
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Uvedli jsme pfiklady srovnani presnosti metod a reagenc¢nich Sarzi, které poda-
vaji informaci o spolehlivosti vysledkd. Kvalitni laboratorni diagnostika ma vy-
znam pro klinické zhodnoceni a pfispiva k posunu diagnostiky a |éCby zhoub-
nych nadoru na vySSi aroven.

Rozsah prace je v souladu se zadanim a vyty€ené cile jsme splnili.
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5 SOUHRN

Zamérem prace bylo vypracovat shrnuti problematiky vyznamu nadorovych
marker( a jejich laboratorniho stanoveni. Tyto markery umoziuji ziskat pfinos-
né informace pro komplikovanou diagnostiku a terapii nadorovych onemocnéni,
na jejichz vzniku se podileji zevni i vnitfni pFiciny zpusobujici zmény v genetické
vybavé bunék nebo jejim prepisu. Prehled jednotlivych nadorovych marker(
shrnuje jejich charakteristiku a hlavni vyznam stanoveni v zavislosti na typu na-
doru.

Svou pozornost jsme zaméfili pfedevSim na laboratorni stanoveni hladin
nadorovych marker( vyuzivajici imunochemické reakce. Zakladem imunoche-
mickych reakci je vzajemna reakce antigenu a protilatky (vétSinou monoklonal-
ni). Imunoanalytické metody jsme délili podle uspofadani a zpusobu znaceni
reagujicich slozek. V praxi pouzivané laboratorni analyzatory vyuZzivaji ke sta-
noveni koncentrace nadorovych markerd moderni technologie, které umozriu;ji
citlivou detekci a zvySuji kvalitu laboratorniho stanoveni.

Do problematiky vyuziti stanoveni nadorovych markert v klinické praxi patfi
také pozadavky spravné laboratorni praxe, vhodné rozhodovaci hranice
wcut off, ur€eni pozitivni a negativni predikéni hodnoty a vyjadfeni vzajemného
vztahu diagnostické senzitivity a specifity ROC kfivkou. Kritické posouzeni pfi-
strojového a metodického zazemi vyrazné pfispiva k reprodukovatelnosti vy-
sledkll a srovnatelnosti vysledkd mezi jednotlivymi diagnostickymi metodami a

pracovisti.
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6 SEZNAM ZKRATEK

ACTH
ADH
AFP
AUC
BoM
CA
CASA
CDR
CEA
CoA
CIC
CLIA
CMIA
CMV
CNS
CT
CcVv
CYFRA 21-1
DNA
ECL
ECLIA
EDTA
EGMT
EIA
ELISA
FER
FIA
FPIA
FSH
GH

adrenokortikotropni hormon
antidiureticky hormon

o-fetoprotein

plocha pod kfivkou

B2-mikroglobulin

carbohydrate antigen

s nadorem asociovany sérovy antigen
komplementaritu ur€ujici oblast
karcinoembryonalni antigen
chromogranin A

cirkulujici imunokomplexy
chemiluminiscenéni imunoanalyza
chemiluminiscen¢ni magneticka imunoanalyza
cytomegalovirus

centralni nervovy systém

kalcitonin

variacni koeficient

fragment cytokeratinu 19
deoxyribonukleova kyselina
elektrochemiluminiscence
elektrochemiluminiscenéni imunoanalyza
ethylendiamin-tetraoctova kyselina
European Group on Tumor Markers
enzymoimunoanalyza

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
ferritin

fluoroimunoanalyza

fluorescencni polarizacni imunoanalyza
folikulostimulaéni hormon

rustovy hormon
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GIT
HAMA
HCG
HIOK

IRMA
LASA

LD

LH

MCA
MEIA

MEL

MU

MUP
MRNA
MSA
NMP-22
NSE
PAP(ACP-P)
PLAP

PRL

PSA

PTH

i

RAF

RIA
ROC-kfivka
scc

SD

SP1

TAA

TATI

TG

gastrointestinalni trakt

lidské anti-mysi protilatky
choriogonadotropin

kyselina hydroxyindoloctova
imunoglobulin

imunoradiometricka analyza
lipidové vazana sialova kyselina
laktatdehydrogenaza

luteinizaCni hormon

antigen mucindznich karcinoma
enzymova imunoanalyza na mikro¢asticich
melanogeny

4-methylumbelliferon
4-methylumbelliferylfosfat
mediatorova ribonukleova kyselina
mammarni sérovy antigen
proteiny nuklearni matrix
neuron-specificka enolaza
prostaticka frakce kyselé fosfatazy
placentarni alkalicka fosfataza
prolaktin

prostaticky specificky antigen
parathormon

korelacni koeficient

reaktanty akutni faze
radioimunoanalyza

rozliSovaci operacni kfivka
antigen skvamédznich bunék
smérodatna odchylka
B1-specificky glykoprotein
tumor-asociovany antigen

s tumorem asociovany trypsin-inhibitor

tyreoglobulin
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TK tymidinkindza

TM,-PK nadorovy izoenzym pyruvatkinazy

TPA tripropylamin

TPA tkanovy polypeptidovy antigen

TPS tkanovy polypeptidovy antigen specificky
TSA tumor-specificky antigen

TSH tyreotropni homon

UGP mocovy gonadotropinovy peptid

VMK kyselina vanilmandlova

WHO Svétova zdravotnicka organizace
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