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1. UVOD

Kdyz byly v prvni poloviné 20. stoleti v Evropé a Severni Americe zvladnuty
nejzavaznéjsi infek&ni nemoci, objevila se dalSi skupina onemocnéni
se zdanlivé epidemickym vyskytem pravé v téchto &astech svéta. Byla to
nadorova onemocnéni. V souCasné dobé jsou nadorova onemocnéni
na druhém misté mezi priCinami smrti v primyslové vyspélych zemich.
Na Casté snahy fadit je k tzv. civilizatnim nemocem l|ze hledét kriticky. Jiz delSi
dobu vSak existuje hypotéza, Ze zhoubné nédory jsou pFedevsim nemoci
primyslovych zemi a Ze u primitivnich narodl se vyskytovaly vzacné [1].

Télo produkuje celou fadu rlznych typl bunék. Normalni zdravé bunky
se déli a rostou podle potfeb organismu. Nékdy se vSak bunky zacinaji délit
za vzniku bunék novych i bez potfeby organismu (obr. &. 1). Vznika tak masa

nové tkang, kterou nazyvdme nadorem [2].

©0©00®
CEET

Obr. €. 1: Klasické schéma obecn €& uzndvaného vzniku nadoru: Zdrava bu nfka — vznik
prvni mutace — druhé mutace — t Feti a dalSi mutace az dojde ke vzniku
zhoubnych nadorovych bun ék (pfevzato z [3]).



Vyskyt jednotlivych typu nadord je vrlznych &astech svéta a u rlznych
etnik odlisSny. To mohlo v poc¢atcich vyzkumu zavdat pfic¢inu k pfedpokladu
infekéniho puvodu fady nadord, zejména vSak jejich genetické determinace
(tzv. nadorové rodiny - cancer families). Dnes vime, Ze hlavni pfi¢inou vétSiny
nadorl byvad kombinace nepfiznivych vnitfnich faktord, tj. faktord geneticky
podminénych a vnéjSich faktorl, v nichZz podstatnou sloZku kromé expozice
Clovéka karcinogennim latkdm (zejména v pracovnim prostfedi) predstavuje
rizikovych faktord je vék. S prodluzovanim véku roste incidence nékterych
nadorl, dochdzi ke kumulaci spontdnnich mutaci, ke genetické nestabilité,
¢imz se déale zvySuje riziko vyskytu jak spontannich, tak indukovanych
mutaci [1].

Siroce vzity a stale hojné& uZivany pojem rakovina povazuji onkologové
za neStastny z nékolika duvodl. Odjakziva ho totiz obklopuje predstava
nevylécitelnosti a neodvratné smrti, které pfedchazeji kruté bolesti a vSelijaka
jind utrpeni. A¢ tomu tak uz delSi dobu neni, obestira nadorova onemocnéni
mytus, jehoZz vyvraceni je jednim z hlavnich, pfitom vSak velmi obtizné
feSitelnych dkolld onkologd na celém svété. Pojem v sobé navic zahrnuje
nékolik set onemocnéni s rozdilnymi vlastnostmi a dopadem na osudy

nemocnych [2].



2. NADOROVA ONEMOCNENI DNES

Ze statistik Svétové zdravotnické organizace (WHO) vyplyva, Ze vroce
2000 zemfelo nasledkem nadorovych onemocnéni pfes 6,2 milionu osob
na celém svété. Ve stejném roce bylo prokdazano pres 10 milioni novych
pfipadl onkologického onemocnéni. Na zemi tedy Zije celkem 22,4 miliébnu
osob s rGznym typem nadorového onemocnéni. Odhaduje se, Ze pokud
nedojde k zasadnim opatfenim v oblasti prevence a léCby, bude kolem roku
2020 umirat deset miliénu lidi ro€né na onkologickd onemocnéni [4]. Dle WHO
bude ve vyspélych zemich kazdy 3. ob&an postizen onkologickym
problémem [5].

V roce 2006 bylo do Narodniho onkologického registru CR nové nahlaSeno
témeér 72 000 pripadd zhoubnych novotvar a novotvart in situ, z toho vice nez
polovina pfipadd u muzu. Absolutni pocet nové zjisténych nadord poprvé
od roku 1990 meziro¢né velice nepatrné klesl, a to o0 méné nez 1%. Zatimco
incidence novotvard v CR v dlouhodobém pohledu roste, imrtnost na zhoubné
nadory vykazuje trend opacny (obr. & 2. a obr. €. 3). Celkové vroce 2005
zemfelo na zhoubny novotvar témér 28 000 osob, z toho vice nez 15 000 muzu.
Vékové rozlozeni hlaSenych zhoubnych nadord je dlouhodobé stabilni

s vyraznou koncentraci do vysokych vékovych skupin [6].

Absolutni pocet
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Obr. &. 2: Vyvoj incidence zhoubnych novotvar @ u muz @ a Zzen v CR (1985 — 2006)
(pfevzato z [6])
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Obr. &. 3: Vyvoj tmrtnosti na zhoubné novotvary u muz @ a Zen v CR (1985 — 2006)

(pfevzato z [6])

Vyléé&it se dafi v Ceské republice asi jen 47% (jinde ve svété az 63%) t&chto
pacientl. Jsme tedy az na 34. misté. Pfes vzrlstajici incidenci nadorovych
onemocnéni vSak v rozvinutych zemich mortalita na nadorova onemocnéni

nestoupa. Vyjimku tvofi karcinom plic Zen (obr. €. 4).
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Obr. €. 4: Graf vyskytu karcinomu pr Gdusnice, pr tduSek a plic u Zen v zavislostina €ase
(pfevzato z [7])
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Zasadni vyznam v prevenci a v€asné diagnostice maji Narodni programy
screeningu zhoubnych nador. V CR se zlepsilo prezivani u karcinomu prsu
diky screeningovému mamografickému vySetfovani Zen ve véku od 45 do 69 let
1x za 2 roky (obr. €. 5). Dale je zaveden program screeningu kolorektalniho
karcinomu pro muze a Zeny ve véku nad 50 let. Ve vékové skupiné 50 — 54 let
se provadi test na okultni krvaceni 1x ro¢né, od 55 let véku 1x za 2 roky, nebo
primarni screeningova kolonoskopie 1x za 10 let. Do Narodniho programu
screeningu zhoubnych nadorG v CR jesté patfi program sceeningu karcinomu
délozniho hrdla. Je uren pro Zeny ve véku od 15ti let, je pldnovano vySetfovani
Zen ve véku 25 — 60 let. Tato screeningovd metoda spociva v cytologickém

vySetfeni stéru z délozniho hrdla 1x ro¢né [8].
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Obr. €. 5: Graf vyskytu karcinomu prsu u zZen v zavislosti na €ase (pFevzato z [7])

V prepoctu na 1 obyvatele na onkologickou terapii pfipada v EU asi 3x vice
financi nez v CR (zde v praméru 1950 K& ro¢né&). Onkologicka terapie takto
Cerpa 6,5% financi, které jdou do zdravotnictvi [5].

Maligni nadory zaujimaji mezi ostatnimi nemocemi mimofadné postaveni
nejenom pro svuj stale rostouci vyskyt (incidenci), ale i pro naro¢nou zdravotni
pé&i. V prvni poloving 90. let 20. stoleti vzrostla v Ceské republice statisticky
vyznamné incidence nadorl ledvin, kolorekta, melanomu, Zluéniku, Zlu€ovych
cest, Stitné Zlazy a mocového méchyfe; pouze u muzd navic incidence

karcinomu prostaty, jater, varlete a mnohocetného myelomu, jen u Zen takeé
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hrtanu, prddusnice a plic, prsu, vajeéniku a hodgkinskych lymfom. U obou

pohlavi signifikantné poklesla incidence nadoru Zaludku (obr. €. 6) [9].
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Obr. é. 6: Graf vyskytu karcinomu Zaludku u muz G a Zen v zavislosti na ¢ase (pfevzato

z [7)).

Znalosti o prevenci a lé¢bé onkologickych onemocnéni se v poslednich
letech podstatné prohloubily. S ristem poctu obyvatel této planety a prodluzujici
se délkou Zivota se vSak zvySuje i poCet nadorovych onemocnéni, ktera jsou
kazdoro¢né prokazana. Jsou tudiz na prednim misté pficin amrti ve vyspélych
i rozvojovych zemich, coZ celosvétoveé predstavuje 12,6% umrti [4].

WHO uvadi, Ze mezi nejCastéjSi celosvétové se vyskytujici nadorova
onemocnéni patfi nadory plic, prsu atlustého stfeva. Nej¢astéjSi nadorova
onemocnéni koncici smrti jsou pak nadory plic, Zaludku a jater. NejcastéjSimi
nadory u muzd v rozvinutych zemich jsou nadory plic, prostaty a tlustého
stfeva, zatimco v rozvojovych zemich nasleduji po nadorech plic nadory
Zaludku a jater. U Zen jsou ve vyspélych zemich nejCastéjSimi nadory prsu,
tlustého stfeva a plic, zatimco v rozvojovych zemich jsou to nadory prsu,
gynekologické nadory a nadory Zaludku [4].

Za zvySujici se pocet nadorovych onemocnéni si ¢astecné mizeme sami.
Kolem 43% uUmrti na nadorova onemocnéni je podminéno koufenim,

nespravnymi stravovacimi navyky a infekcemi [4].
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Ceska onkologicka spole¢nost CLS JEP buduje informaéni systém, ktery
kombinaci klinickych a popula¢nich registrd pokryva hlavni oblasti hodnoceni
leCebné péce. Dostupna data dokladaji vysokou zatéz Ceské populace

zhoubnymi nadory a s ni souvisejici rst nakladd na lé¢bu [8].

2.1 Nej€astéjSi nadorova onemocn éni

V této kapitole charakterizuji nejCastéji se vyskytujici typy nadorovych
onemocnéni, predstavujici témér polovinu vSech nové diagnostikovanych
nador ve svété za rok. Jsou jimi karcinom plic, prsu, Zaludku, kolorektalni

karcinom, karcinom jater, Cipku déloZniho a karcinom prostaty.

2.1.1 Karcinom plic

Celosvétové nejCastéjSim nadorem je karcinom plic, v minulosti typicky
nador vyssiho véku. BohuZzel diky koufeni se jeho vyskyt posunuje do nizSich
vékovych skupin. V roce 2000 se na vyskytu novych nadorovych onemocnéni
ve svété podilel 12,5% [10].

Je to nador, ktery se nej¢astéji vyskytuje v muzské populaci. Za poslednich
50 let vzrostla jeho incidence ve vyspélych statech téméf 15x. V Ceské
republice pozorujeme u muzl vyrazné vzestupny trend, na rozdil od nékterych
jinych statd, jako napf. USA, kde se (patrné v souvislosti s omezovanim
spotfeby cigaret) rst jeho incidence zpomalil [1].

Vyskytuje se predevsim ve véku mezi 50 — 80 lety (obr. €. 7) a jde o jednu
Z nejCastéjSich smrticich malignit osob zapadni civilizace. Déli se na dvé hlavni
kategorie — malobunéény a ne-malobunécny. Pozdéji s rozvojem choroby
nachazime karcinom (Ca) ze squamoznich bunék, adenokarcinom a Ca
z nediferencovanych velkych bunék. Progn6za zavisi na stupni choroby, véku,
pohlavi. Kufaci maji asi 8,8x €astéji Ca plic nez nekuraci (u byvalych kuraku

kles& tento ndsobek asi na 5,5x) [11].
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Obr. €. 7: Graf vyskytu karcinomu pr ddusnice, pr Gdusek a plic v zavislosti na v ékové
struktu Fe populace (p Fevzato z [7])

Az 90% vSech nador( plic néjak souvisi s tabakem, tedy nejenom
s koufenim, ale i s tzv. pasivnim koufenim, SAupanim nebo zvykanim tabaku.
V zemich s klesajici spotfebou cigaret, se s uritym ¢asovym posunem snizil
i vyskyt karcinomu plic [10].

Ackoliv karcinom plic je absolutné nej¢astéjSim nadorem na svété, nezname
zpusob, jak spolehlivé odhalit ¢asna a IéCitelna stadia tohoto nadoru. S objevem
zdravotnich obtizi byva nador jiz rozsahly a lé¢ba, pfedevSim operativni, byva
nemozna nebo jeji efekt je relativné méné tspé&sny. Casna stadia nadoru plic
byvaji spiSe nahodnym nalezem pfi RTG vySetfeni plic [10].

Z pohledu vySetfeni nadorovych marker je pro odhaleni karcinomu plic
idealni kombinace CYFRA (nebo TPS) + CEA + NSE (85 — 95%) nebo CYFRA
(nebo TPS) + SCC (squamozni bb). Pocinajici chorobu Ize odhalit a naslednou
terapii muZzeme monitorovat pomoci CYFRA, CEA, NSE, SCC nebo TPS [11].
Podrobnéji se jednotlivymi markery zminénymi u vSech typl nadorovych
onemocnéni zabyva kapitola 3.

V souvislosti s koufenim se hovofi 1o dalSich nadorech, predevsim
o rakoviné pankreatu, nadoru dutiny astni, jicnu, hltanu a hrtanu (u nichz
se jako dalSi rizikovy faktor pfipojuje nadmérné poZivani koncentrovanych
alkoholickych napoja), karcinomu mocového méchyre, ledvin a mocovodu,

prostaty a Zluéniku [1].
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2.1.2 Karcinom prsu

DalSim v poradi je karcinom prsu (10,1%) a kdyZ si uvédomime, Ze se tyka

se tento nador objevuje v relativné nizkém véku. Vzestup vyskytu zacin
uz kolem 35. roku Zivota, nicméné maximalni strmosti kfivka dosahuje
po 40. resp. po 45. roku véku (obr. €. 8) [10].
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Obr. €. 8: Graf vyskytu karcinomu prsu v zavislosti na v ékové struktu fe populace
(pfevzato z [7])

Jde o karcinom, ktery vede nejvice k umrti na malignity u Zen. Mortalita
u Zen je pomérné vysoka, v rlznych regionech je jina, nejvySsi je v severni
Americe, v zdpadni a severni Evropé — az 140/100 000 (obr. €. 9). Incidence
choroby se stale zvySuje (0 25% za poslednich 30 let). Pokud se onemocnéni
podafi detekovat zahy, ma velmi dobrou prognézu (az 95% osob, které maji
pouze maly nador bez zvétSeni lymfatickych uzlin pfeziva vice nez deset let)
[11].
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Obr. €. 9: Graf srovnani incidence karcinomu prsu u Zzenv e vSech subkontinentech sv éta
v pFepo €tu na 100000 obyvatel (p Fevzato z [7])

U nas se provadi screeningové vySetfeni od 45 let véku Zeny. Od tohoto
véku ma kazda Zena narok na mamografické vySetfeni prsou kazdé dva roky
az do svych 69 let, kdy riziko jiz opét klesa. Ve vlastnim zajmu by si kazda zena
méla toto hrazené vysSetfeni doplnit jeSté o ultrazvukové vySetfeni prsou. Navic
jiz od mladi by si Zeny mély provadét samovysetieni prsou. O této technice by
je mél poucit jejich zZensky |ékaf. Pokud se v rodiné vyskytl karcinom prsu
opakovanég, Zena by méla byt pod kontrolou jiZ mnohem dfive, protoZze nékteré
karcinomy prsu se objevuji dédi¢né, a vétSinou se v takovém pfipadé objevi jiz
v nizsim véku [10].

Nezname mnoho rizikovych faktorl ovliviiujicich vyskyt karcinomu prsu.
karcinomu prsu. Zeny, které maji prvni dité aZ po fficitce, se vystavuji ponékud
vySSimu riziku vzniku tohoto karcinomu [1,10].

Podinajici chorobu mizeme odhalit pomoci nadorovych markert Ca 15-3,
CEA a TPS. Pomoci téchto onkomarkert Ize rovnéZz monitorovat naslednou
terapii [11].
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2.1.3 Karcinom zaludku

Nadorem, ktery celosvétové zaujima misto tfeti, je karcinom Zaludku
s 9,8%, nicméné ve vétsSiné rozvinutych zemi jeho vyskyt postupné klesa jiz
od pocatku 20. stoleti [12]. Stale vSak zlstava problémem nékterych zemi svéta
jako je napriklad Japonsko nebo staty byvalého Sovétského svazu [10].

Jeho vyskyt pravdépodobné souvisi se sloZzenim stravy, hlavné s jeji
nedostate¢nou tepelnou Upravou, resp. s konzumaci syrové stravy a s tim
spojenym vyskytem chronickych infekénich onemocnéni traviciho traktu,
predevsim viastniho Zaludku (obr. €. 10) [10]. Nesporny vliv na vznik karcinomu
Zaludku maji kancerogeny pfijimané ve stravé. Vysoka incidence téchto nadoru
v Japonsku je pfi¢itana vysokému obsahu nitrosamind a nitrosamidd v potravé
zryb, konzervované nakladanim do soli a uzenim. ZvySena expozice
kancerogenu se tyka také nékterych profesi, hornikl, pracovnikd v niklovych
hutich, délnik( v gumarenskych zavodech a pracujicich s asbestem. Nadmérné
pozivani koncentrovanych forem alkoholu a stejné i koufeni se pokladaji
za dalSi vyznamné faktory Zaludecéni kancerogeneze. Polypy Zaludeéni sliznice
nejsou pokladany za pfimé prekancerézy pokud nemaji vilozni struktury.
Za rizikové stavy z hlediska vyvoje karcinomu nutno pokladat také stavy

po pfedchozich resekcich Zaludku, zvlasté v oblasti anastoméz [13].

antrum 60-70%

Obr. €. 10: Typicka lokalizace karcinomu Zaludku (p  Fevzato z [12]).

17



U nas se jeho vyskyt pohybuje na relativné nizké udrovni (obr. ¢. 11),
nicméné vzhledem k tomu, Ze stejné jako u karcinomu plic nemame zadné
signaly nebo moznosti screeningovych vySetfeni, které by upozornily na ¢asné
stadium nédoru, je jeho perspektiva dosti nepfizniva, protoze kdyz se objevi
obtiZze, ¢asto nédor jiz proristd do svého okoli a ani operacni zakrok nebyva

uspésny na dlouho [10].

40 —#-cela populace
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Zdroj dat: 0215 CR
T T

SELESLESELEEE LSS ESEESSLESHSSSS

Obr. €. 11: Graf vyskytu karcinomu zaludku u muz @ a Zen v zavislosti na €ase (pfFevzato

z [7])

Z nadorovych sérovych markerl je mozno ocekavat pozitivitu CEA, CA19-9
a CA72-4. V poslednich letech se dostalo sledovani markeru CA72-4 na prvni
misto, pfi specicicité 95% je senzitivita 40 — 45%, coZ je vyrazné lepSi nez
u ostatnich markerd nadort GIT (CA19-9 32%, CEA 24%). | kdyz pfimou
diagnostickou cenu toto vySetfeni v podstaté nema, mohou byt vychozi
predléCebné hodnoty dobrou orientaci pro dalSi monitorovani efektu lécby
a prubéhu onemocnéni [13].

Specifickd prevence karcinomu Zaludku neexistuje. Za onkologicky
prospésnou je pokladana eradikace Helicobactera pylori (obr. €. 12), v€asna
lé&ba chronické gastritidy a viedové choroby Zaludku. Casté pozivani
koncentrovaného alkoholu, koufeni, nadmérné solenych & uzenych vyrobki
jsou dalSi rizikové faktory, které maji byt zdlrazfiovany v onkologické prevenci.
Nespornym civilizaCnim pfinosem pro prevenci karcinomu Zaludku je zvySené

uzivani konzervace zmrazenim a celoroéni dostupnost ¢erstvé stravy [13].
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Obr. €. 12: Role Helicobactera pylori p  Fi vzniku karcinomu Zaludku (p  fevzato z [14]).

2.1.4 Kolorektalni karcinom

Na c¢tvrtém misté se z hlediska Castosti umistil kolorektalni karcinom
s 9,5%. V podstaté jsou to dva nadory, v nékterych prehledech se uvadéji
oddélené jako karcinom konec&niku a karcinom tlustého stfeva. U muzl je u nas
vyskyt obou téchto nadoru prakticky shodny, u Zen mirné prevazuje karcinom
tlustého stfeva. U muzl i u Zen jsou u nas tyto nadory na druhém misté co
do Castosti vyskytu (u muzd dominuje karcinom plic, u Zen karcinom prsu) [10].
V celosvétovém méfitku je Ceska republika na prvnim misté v incidenci

i mortalité tohoto onemocnéni (obr. €. 13).
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Obr. €. 13: Srovnéani incidence nadoru tlustého st  feva a kone €éniku (muzi) vSech
subkontinent G svéta, prepocet na sv étovy standard (ASR-W) (pFevzato z [7])

Kolorektalni karcinom je dalSi z nddoru, ktery je na vzestupu predevSim
v rozvinutych statech Evropy a v USA. Naopak v asijskych statech je jeho
vyskyt dosud relativné nizky [1]. Celosvétova mortalita na toto onemocnéni
se pohybuje mezi 8,6 /100 000, v nékterych Castech Evropy vSak stoupa az
na 30 a vice/100 000. Preziti zavisi na stavu onemocnéni, ve kterém je choroba
detekovéna (l. faze 85 — 100%, II. faze 70%, lll. faze 30 -60%) (obr. €. 14) [11].
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Obr. €. 14: Vyvoj zastoupeni klinickych stadii karcinomu tlustého st feva a kone éniku

(pfevzato z [7]).



Tyto nadory dolni ¢asti traviciho astroji maji pfi véasném zéchytu relativné
dobré vyhlidky na vyléCeni. Proto se také u nas pfistoupilo k zavedeni
screeningové metody, ktera by méla odhalit jiz pocCateCni stadia nadoru.
Principem je odhalit tzv. okultni krvaceni, stopy krve ve stolici, coz muze byt
pravé prvni znamkou pfitomnosti nadoru. Na toto vySetfeni ma jednou za dva
roky narok kazdy obc¢an naSi republiky starSi 50 let. Odbér si provede kazdy
sam doma, odbérovou soupravu poskytuje prakticky Iékaf i s nalezitym
poucenim. BohuZel zdroji krvaceni je ve stfevech hodné, takze toto vySetfeni
dava Casto faleSné pozitivni vysledky. Je tedy tfeba vySetfeni opakovat,
popfipadé nasledné ovéfit endoskopickym vySetfenim [10].

| u tohoto naddoru zname jen nékteré rizikove faktory, €i spiSe faktory,
které snizuji riziko vzniku nadoru dolni ¢asti travici trubice (obr. ¢. 15).
Na zakladé epidemiologickych studii byla za rozhodujici rizikovy faktor u tohoto
naddoru oznacena vyZiva. Jednd se predevSim o nizky obsah vlakniny
a nadmérny podil tukl ve stravé populace rozvinutych zemi Evropy a Ameriky.
V souCasné dobé je predmétem zajmu mozny podil piti piva (pfedevsim
vzhledem k obsahu nitrosamind) v porovnani s pitim vina [1]. Jednim
z nejvyznamnéjSich ochrannych faktord je normalni vaha a dostatek télesného
pohybu. Naopak riziko vzniku téchto nadord vyrazné stoupa u lidi obéznich

a u lidi, ktefi maji nedostatek télesného pohybu [10].

Obr. €. 15: Distribuce karcinom G vruaznych €éastech tlustého st feva a rekta (p fevzato
z [15)).
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NejvyznamnéjSim néadorovym markerem u kolorektalniho karcinomu je
stanoveni hladiny CEA. Monitorovani CEA je velmi pfinosné také pfi odhalovani
metastaz. U karcinomu, které CEA neprodukuji, je vhodné vySetfovat CA19-9.
DalSim doporu¢ovanym markerem, zejména u malo diferencovanych
invazivnich nadoru je TPA, ktery souCasné byva nepfiznivym prognostickym
parametrem [1].

2.1.5 Karcinom jater

Hepatocelularni karcinomy se nejCastéji vyskytuji v Asii a Africe
(v rozvojovych zemich). V Ceské republice patfi opét ke vzacngjsim nadorim,

s maximalnim vyskytem ve véku 40 — 60 let, 3x vice u muza [1,10] (obr. &. 16).
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Obr. €. 16: Srovnani incidence karcinomu jater a intrahep  atalnich Zlu €ovych cest (muzi) v
CR s ostatnimi zem émi sv éta, pfepocet na sv étovy standard (ASR-W)
(pFevzato z [7])

Toto onemocnéni ma vysokou mortalitu (az 13/100 000 u muzd a 6/100 000
u Zen). Karcinom jater byva Casto sdruzen s jinym jaternim onemocnénim
(poSkozeni virové, alkoholem, chemické atd.). Je-li vSak jaterni funkce alespon
Castecné zachovana, ma tato choroba dobrou prognézu (pfi operacnim feSeni
je pétileté preziti kolem 30%) [11].

U nas se nevyskytuji nejvyznamnéjsi rizikové faktory pro vznik tohoto

nadoru, chronickd infekéni Zloutenka B a C, jaterni parazité a konzumace
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potravin kontaminovanych plisnémi, konkrétné produktem jedné z plisni
— aflatoxinem [10].

Na pfitomnost pocinajiciho nadoru mize poukazovat zvySena hladina AFP
a ferritinu. K monitorovani efektu chemoterapie lze AFP pouZzit asi u 80%

nemocnych. V ostatnich pfipadech Ize vySetiovat ferritin.

2.1.6 Karcinom ¢€ipku d élozniho

Naopak posledni z této skupiny nadort se u nas vyskytuje, i kdyz by tomu
tak nemuselo byt. Karcinom délozniho Cipku je spojovan s chronickymi
infekcemi Zenského pohlavniho Ustroji, které souvisi zejména s cCastym
stfidanim partnert, zvlasté pokud se objevi u Zen, které jesté nerodily. V tomto
pripadé se nejedna o zndmé pohlavni choroby, ale o choroby, jejichZz projevy
nejsou vétsinou nijak napadné, a proto neprivedou "nositelku” k lékafi. Casto
jsou zpuUsobovany viry, coz znesnadnuje jejich stanoveni i léCbu. Vzhledem
k tomuto nejvyznamnéjSimu rizikovému faktoru se onemocnéni muaze objevit
jiz po 20. roce véku. Nicméné toto onemocnéni méa rovnéz velmi dobrou
prognézu, nebot Ize odhalit jiz stadium pFfed vznikem nadoru,
tzv. prekancerdzu. Nasledny zakrok je velmi Setrny a nijak radikalni, takze Zenu
nijak neomezuje v jejim dalSim Zivoté [10].

Incidenci okolo 20 Zen na 100 000 obyvatel (19,8 v r. 2000) je rakovina
délozniho Cipku druhym nejCastéjSim  gynekologickym  nadorovym
onemocnénim. Incidence je zhruba o 50% vysSi nez v evropskych zemich
coz predstavuje umrti pfiblizné 360 Zen ro¢né. Primérny vék postizenych Zen je
49 let s maximem prvniho vrcholu okolo 35 az 45 let a druhého vrcholu kolem
65 — 75 let (obr. €. 17). VySSi incidence je u socialné a ekonomicky slabsi

skupiny Zen [15].
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Obr. €. 17: Vékova struktura populace pacientek s nadorem hrdla d élozniho za obdobi
1977 — 2005 (prevzato z [7]).

Za rizikovy faktor je povazovana infekce papillomavirem (HPV - human
papillomavirus, zejména typy 16, 18, 45 a 56) (obr. &. 18), které pusobi jako
promotor nebo kokarcinogen a spolu s dalSimi faktory (koufeni, nedostatek A
vitaminu, imunodeficience) indukuje maligni transformaci bunék epitelu Cipku.
Pétileté preziti je u této diagndzy udavano kolem 65% nemocnych, pro klinické
stadium | = 90% [16].

_Long control region
,,,f""/TATA Signal 1, 2

PolyA Signal 2 _
X E6 \

E7

PolyA Signal 1

Obr. €. 18: Lidsky papillomavirus a jeho genom - c¢ervené geny E6 a E7 dokazi
nastartovat nadorové bujeni v hostiteli (p  Fevzato z [17]).
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Pro 95% nadoru Cipku délozniho je typicka produkce SCC, ktera koreluje
se stadiem onemocnéni. Marker se vSak neuZzivd ani pro screening ani
pro primarni diagnostiku, ale pro monitorovani pribéhu choroby a efektu
terapie. V soucCasnosti se jako vhodny marker pro tento typ karcinomu
doporuduje také vySetfeni CYFRA 21-1 [1].

2.1.7 Karcinom prostaty

Tento typ nadoru patfi k nejCastéji se vyskytujicim nadorim u muzu
s vyrazné vzestupnou incidenci (obr. €. 19). Vyskyt vzrasta s vékem, postihuje
asi 25% muz 70 — 80ti letych a 70% muzi nad 80 let. Nékdy je prekvapivym
nadlezem u operovanych pro benigni hypertrofi. Nador (nejcastéji
adenokarcinom razného stupné zralosti) vychazi prevazné z Casti prostaty

rvrs

uloZené periferng, dobfe pFistupné palpaci. Sifi se postupné na cely lalok,
ev. prostatu a dale pfes pouzdro na semenné vacky a trigonum. Velmi zfidka
prorasta do konec¢niku. Metastazovani muze probihat cestou lymfatickou
i krevni, nejdfive do retroperitonealnich uzlin, pfedevSim malé panve, pak

do kosti, plic a jater [18].
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Obr. €. 19: Vyvoj incidence a umrtnosti na zhoubné nadory prostaty u muz av CR
(pFevzato z [6])
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V pocéate€nich stadiich nemaji nemocni Zadné obtize. Mikéni obtize, stejné
jako u benigni hypertrofie nebo zanétu, jsou pozdnimi projevy onemocnéni [18].

Od pocatku 80. let je k dispozici relativné velmi spolehlivy marker karcinomu
prostaty v podobé prostatického specifického antigenu (PSA). PSA samotné ma
vSak také své ziejmé limity pro detekci a sledovani aktivity tohoto karcinomu.
Pro diagnostiku m& své opodstatnéni nejen pravidelné stanoveni sérovée
koncentrace PSA, ale stale i palpacni rektalni vySetfeni [19].

Muze s benigni hyperplazii prostaty a hodnotou nadorového markeru PSA
nad 10 ug/l je nutno povazovat za rizikové vzhledem k moZnosti vzniku
karcinomu. PFfi opakované potvrzené hodnoté markeru je tfeba podrobit
je bioptickému vySetfeni. Také muzi starSi 55ti let se stejnymi hodnotami PSA
v krvi maji byt povazovani za suspektni i bez klinickych pfiznak( a je u nich
indikovano vysetfovano vySetfovani palpacni, sonografické i PSA opakované
ve dvoumésicnich intervalech.

U karcinomu prostaty hodnoty PSA koreluji také s rozsahem onemocnéni.
PSA byva vysSetfovan pfi monitorovani pribéhu onemocnéni i pfi hodnoceni

efektu terapie chirurgické, radia¢ni, hormonalni i chemoterapie [1,20].
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3. NADOROVE MARKERY

Nadorové markery jsou v soucasné dobé stfedem pozornosti
pfi diagnostice, léCbé a dlouhodobém sledovani nemocnych s malignim
onemocnénim [21]. Jsou to molekuly pfevazné proteinového charakteru,
které jsou pfitomny vorganismu v duasledku vzniku a vyvoje maligniho
procesu [9]. Casto vznikaji v souvislosti se zmé&né&nym metabolismem nadorové
transformované buriky, a proto jejich hladiny v pfitomnosti malignity vyrazné
stoupaji (tab. €. 1). Lze je prokazat jednak histochemicky pfimo v nadorové
tkani (celularni nadorové markery) a jednak v té€lnich tekutinach (humoralini
nadorové markery) [21]. Mohou byt tedy produkovany pfimo nadorovymi
burfikami (s nadorem asociované antigeny) nebo jinymi tkanémi jako jejich
odpovéd na maligni proces v organismu (indukované nadorové markery,
napf. proteiny akutni faze) [9,22].

Vlastnosti tumorovych markerd umoznuji jejich vyuZziti v diagnostice
a vyhledavani malignich onemocnéni a zejména pak pfi stanoveni prognoézy
a pfi monitorovani pacientt v prabéhu 1é¢by [23]. Vzhledem k Sirokému spektru
nadorovych onemocnéni v3ak dosud neexistuje univerzalni nddorovy marker
a ani senzitivita (spravny zachyt nemocnych) pfi dostate¢né specifité (spravna
negativita u lidi bez nadorového onemocnéni) nedosahuje idealnich 100%.
Proto tedy nezvySena koncentrace nadorového markeru neni jesté dikazem
nepfitomnosti maligniho onemocnéni a naopak pozitivni vysledek nemusi nutné
znamenat zhoubny n&dor. Snahou je nalézt takové markery, které by byly
organové specifické, detekovatelné v co nejCasnéjSim stadiu maligni
transformace a které by korelovaly s ristem nadoru, stadiem, prognézou
a ucinnosti terapie. Diagnosticky prah nadorovych markerd umoZiuje
v pfiznivych pfipadech odhalit nador o velikosti asi 10° malignich bunék,
zatimco Klinicka diagn6za byva ur€ena vétSinou az u nadoru, ktery obsahuje asi
10° bunék [9].
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Tab. €. 1: Vlastnosti a pouziti tumorovych marker

U (prevzato z [24]).

Biochemické vlastnosti Mol. bmotnost (kDa) Primdrni klinickd aplikace
Alfa-fetoprotein Glykoprotein se 4% sacharidi, ~ 70 Hepatoceluldri karcinom a nddory zdrodecnjch
(AFP) h{}mﬂ/{gieszzﬂmmmem bundk ( JMgnrﬁm a monitorovdni), progndza
ndeorii ze zdrodecnjch bunék
CA 125 Mucin identifikovany monoklo- ~ 200 Quaridlni ca (monizorovini, progniza po
ndinimi pmn'[{itkftmi c'bema:erfgoi;')
CA 15-3(BR27.29) Mucin identifikovany monaklo- > 250 Karcinom prsu (monitorovini)
ndlnimi protildtkami
CA 72-4 Glykaprotein identifikovarny - 48 Karcinom Zaludbu (monitorovint)
monoklondlnimi prr;ribirkzzmz'
CA 19-9 thh)t'z'})z'zﬁd nesouci Lewisa - 1000 Karcinom sb.‘m‘yky (monirorovdni)
determinantu
K'ﬂmmom/ﬂyﬂmi[né thh)pmtﬂm)ud rodina, - 180 GIT adali .[mrcz'nr)my (menitorovdt)
antigen (CEA) 45-60% sacharidi
CYFRA21-1 Fragmenty grr{)lfemtz'nu 19 ~ 30 Ca pficrz mocového mé’t’fgb:f (monitorovdni)
Estrogenovy receptor Nikledrni transkripini faktor 65 Ca prsu (predikce odpovédi na endokrinni
terapiy )
Lm&&j L'.B‘r)rirﬁ:a? G{ykrapmm'mwj hormon, ~ 36 Nﬂemt'mmgy, chorio-ca, /gya’zzrz'dzfr}rmni mola
gonadotropin (hCG) a a B-podjednotka (diagndza, monitorovdni), nddory adrodecnych
bunék (progndza)
Nmmn—spefgﬁcké Dimer enzymi mr}l/i@f ~ 87 Md[aimnéﬁ)g? ca pb't; nenroblastom, @uafam
enoliza (NSE) (menitorovdnt)
Placentirni alkalickd Termostabilni 1Z0ENZYIN ~ 86 Serninomy (monitorovini) *
Jfosfatiza (PLAP) alkalické foasfatizy
Progesteronovy receptor Nukledrni transkripini faktor A forma: - M Ca prsu (predikce odpovédi na endokrinni
B forma: ~120 terapii)
Pmsmm-k}? _pm{ﬁc@ thh)pmmm, serinovd - 36 Ca prostaty ( dz}zgmizzz, screening, monitorovini)
antigen (PSA) proteindza
Ann'gm skvamdznich th,éﬂpmm'mi v m/{ﬁﬂkﬂe ~ 48 ]&zm{nr)my skvamoznich bunék (monitorovdni)
bunék (SCC) antigenu T4
Tkdriovy polypeptidovy Fragment cyrokerannu 8,18,19 ~22 Ca plic a mocovéha méchyjre (monitorouvini)
antigen (1PA)
T/ezfrir:yj pofypepn’dr;z{é Fragment L;vr(ﬁkfr/zrjnu 18 ~22 Mfrmmn'ﬂk}? ca pru (monitorovani)

spefgﬁc'fej antigen ( TPs)

Novodobda historie nadorovych markerd ma pocatky jiz vroce 1845
objevenim Bence — Jonesovy bilkoviny. DalSim dllezitym meznikem bylo
objeveni molekuly lidského choriogonadotropinu (hCG) a jeji souvislosti
s choriokarcinomem v roce 1928. Stanoveni hCG se od té doby uZiva jak pro
diagnostiku, tak i pro kontrolu léCby tohoto nadoru. V pozdéjSi dobé bylo
zjiSténo, Ze hladina hCG se méni i u dalSich trofoblastickych nadort a Ize
ji vyuZzit pro jejich dlouhodobé sledovani. Kazdé desetileti a v poslednich letech
kazdy rok pfibyva nékolik novych ,slibnych* nadorovych markert tak, jako

pribyvaji i naSe znalosti o mechanismech nadorového bujeni [21].
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Nadorové markery muizZzeme rozdélit do tfi skupin, mezi kterymi vSak
neexistuje vzdy ostré rozhrani. Jsou to onkofetalni antigeny, tkanoveé

Ci organoveé specifické antigeny a nespecifické antigeny a tumor markery [23].

3.1 Onkofetalni antigeny

Jsou to latky, které maji dulezité funkce béhem vyvoje plodu. Produkce
téchto latek se ve zdravych tkanich po narozeni snizuje aZz zastavuje,
pfesto vSak lze nizké koncentrace i u zdravych osob zachytit [9,23].
PFi malignim procesu dochazi prostfednictvim aktivace urcitych gen

k obnoveni jejich produkce [23].

3.1.1 Alfa-fetoprotein (AFP)

AFP je glykoprotein o molekulové hmotnosti pfiblizné 67-72 kDa.
Na jednoduchy polypeptidovy fetézec (590 aminokyselin) propojeny
disulfidickymi mustky jsou navazany sacharidy, jejichz obsah je 3-5%
(obr. €. 20). Jeho struktura (3 hlavni domény) je podobn& albuminu, v molekule
AFP je vSak vyraznéji zastoupeno nékolik aminokyselin (napf. glycin, serin
a izoleucin). Vzhledem k pohyblivosti na elektroforéze byl nazvan svym
objevitelem Abelevem (1963) alfa—fetoprotein. Na epitopové mapé AFP
je dosud rozliSeno 16 epitopl, z nichz 3 jsou markerem konformacniho stavu
molekuly. AFP molekula z rdznych materialt (séra z riznych nadord, amniova

tekutina atd.) obsahuje rlizné varianty téchto epitopt [25].
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Obr. €. 20: Primarni a sekundarni struktura lidského AFP. Molekula je slozena ze t
domén uspo fadanych do tvaru pismene U. Lidsky AFP pat
do albuminoidni rodiny, ktera je charakterizovana u spo fadanim
cysteinovych zbytk G, jez jsou sloZzeny do vrstev vytva fejicich smy €ky
predepisované disulfidickymi vazbami. T Feti doména je umist éna tésné
u navrzené vazebné oblasti. P fedstava vazby se vyvinula ze zjist éni,
Ze lidsky AFP ma o dva disulfidické m Gstky mén & nez lidsky albumin.
Na vlozeném obrazku je v horni €asti znazorn én dvourozm érny pohled

fi
Fi

na doménové uspo fadani molekuly lidského AFP, ve spodni Casti
elektronova bodovéa vrstevnicova mapa molekuly lidsk ého AFP (pfevzato
z [26)).
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U embryi tvofi v krevni plasmé nejvétsi frakci, ve fetdlnim obdobi je pak
druhd za albuminem; po narozeni se velmi rychle sniZzuje a koncem 1. roku
Zivota je prokazatelna jen citlivymi metodami (do 10 mg/l oproti 3 g/l
u 14. tydenniho fétu) [27]. Fyziologicky je produkovan nejdfive Zzloutkovym
vackem, pozdéji fetalnimi jatry. V koncentracich, ve kterych se nachézi v prvni
poloviné téhotenstvi v plodu, méa stfedné silné imunosupresivni ucinky [23].

ZvySena produkce nastupuje zejména u primarnich nadord jater
(hepatoblastom, hepatocelularni karcinom), u nékterych embryonalnich nadoru
(teratoblastomy resp. nadory Zloutkového vacku jako jsou nékteré germinalni
tumory, vzacné pak nékteré karcinomy pankreatu a gastrointestinalniho traktu).
Jde o nadory, které vznikly maligni transformaci bunék produkujicich v urcité
fazi fetoprotein fyziologicky, tj. buiky primitivniho coelomu, bunky Zloutkového
vaCku a hepatoblasty. Odrazi se to i ve fylogenezi: jatra jsou hlavnim
producentem AFP u savcl; u ptakd je to Zloutkovy vacek a u ryb stfevo
(tab. &. 2) [27].

Tab. €. 2: Hlavni mista tvorby alfa-fetoproteinu v pr  Gbéhu ontogeneze a fylogeneze
ve vztahu k AFP-pozitivnim nador am (pfevzato z [27]).

o - fetoprotein (AFP) Odvozené od bunék:

* hepatoblastom, HEPATOBLAST
hepatocelularni karcinom (savci)

* nadory Zloutkového vacku .
(teratokarcinomy, EMBRYONALNI
embryonalni karcinomy) ENT?[{ERM

(ptaci)
. - . . PRIMITIVNI

* nadory traviciho ustroji a pankreatu COELOM

(ryby)
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Fetoprotein z hepatoblastu a fetoprotein z bunék Zloutkového vacku se lisi
ve slozeni postranniho sacharidového fetézce. Projevuje se to rdznou afinitou
k nékterym lektinim (konkanavalin A), coz je mozZno pouzit i v diferencialni
diagnostice. AFP se vSak mulOZe objevit ve zvySené koncentraci
i u nenadorovych onemocnéni. Zna¢né zvySeni provazi virovou hepatitidu
kojencu (hodnoty pres 1000 ug/l nejsou vzacnosti). Vysvétluje se to tim,
Ze hepatotrofni viry nabudi zvySenou syntézu fetoproteinu v ostrivcich
hepatoblastl, které pretrvavaji v ,dospélé” jaterni tkani jeSté kratce po narozeni.
RovnéZ regenerujici se jaterni tkan se vyznacuje vysSi produkci fetoproteinu.
ZvySend hladina u téhotnych Zen ma svij pivod ve fetélnich jatrech. VySetfeni
AFP jako rizikoveho faktoru pro sekundarni prevenci hepatocelularniho
karcinomu ma vyznam u pacientd s chronickou hepatitidou B nebo C a dale
v nékterych populacich Afriky a Asie [27].

V séru dospélych zdravych osob se koncentrace sérového AFP obvykle
pohybuje pod koncentraci 10 ug/l. Koncentrace u novorozencu postupné klesa,
az ve druhém roce dosahuje hodnot dospélych osob. Cirkulujici "volny AFP"
je hlavni imunoreaktivni formou AFP. Je znama i forma vazan@, ktera vSak neni
imunochemicky detekovatelna z ddvodu zamaskovani antigennich determinant
vysokomolekularnimi proteiny cytoskeletarniho typu a dalSich proteint [28].

U malignich onemocnéni se provadi screening AFP v séru pouze
u symptomatickych nemocnych, a to s jaterni cirh6zou, u nemocnych
s podezienim na germinativni nadory varlat (nesestouplé varle, nador testes
u sourozence - dvojcete) [29].

Monitorovani prdbéhu onemocnéni patfi k zakladnim vyuzitim AFP.
Pro hepatocelularni karcinom a hepatoblastom je AFP markerem prvni volby.
Jeho senzitivita u neléeného onemocnéni patfi k nejvyS8S§im ve srovnani
s dalSimi markery u rdznych lokalizaci tumoru - pohybuje se aZ kolem 80%
pfi 90% specificité. Senzitivita je pomérné vysoka i u germinativnich nadoru
ovarialnich i testikularnich. Senzitivita pro Cisté embryonalni nadory dosahuje
hodnot az 80%, u teratomu 20% [29].

Nespecifické zvySeni pozorujeme u akutni virové i chronické hepatitidy,
u cirhézy i nekrozy jater. Pfi dlouhodobém sledovani jaternich cirhéz,

kde je pravdépodobnost vzniku karcinomu jater az 40x vysSi, Ize nalézt hodnoty
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az do 200 pg/l (zcela ojedinéle az 500 ug/l). Nad 200 pg/l je jiz podezieni
na malignitu, duleZity je vSak trend hodnot [28].

Zvyseni AFP je ve fyziologickém a patologickém téhotenstvi. Spolu s dalSimi
analyty (hCG, volny estriol a dalsi) se vyuziva pro prukaz defektu neuralni

trubice, Downova syndromu a dalSich vrozenych vyvojovych poruch.

3.1.2 Karcinoembryonalni antigen (CEA)

CEA, popsany r. 1965, patfi k nejdéle stanovovanym nadorovym markertm.
Je to onkofetalni protein s pravdépodobnou roli v procesu bunécné adheze.
CEA patfi do imunoglobulinové supergenové rodiny, jejiz produkty jsou jak
komplexni molekuly vyskytujici se na buné¢né membrang, tak i extracelularni
molekuly s velice rozdilnymi funkcemi. Kromé vlastniho CEA, nespecifického
cross-reaktivniho antigenu (NCA) a “CEA-Gene family Member-2" (CGM-2) Ize
do této skupiny proteind kédovanych geny této rodiny zaradit také biliarni
glykoprotein (BGP), ktery je vazan transmembranové a jehoZ hladiny jsou
v malignim procesu obvykle snizeny [30].

CEA je onkofetalni glykoprotein s vysokym obsahem sacharidl (asi 55 %)
[31]. Molekulova hmotnost je 180 — 200 kDa. Na polypeptidovy fetézec,
ktery je tvofen sedmi Ig doménami zakotvenymi na povrchu burky
fosfatidylinositolovou vazbou, jsou navazany sacharidové fetézce vazbou
N-acetylglukosaminu na asparagin (obr. ¢. 21)[32].

Mechanismus pusobeni CEA je dosud nejasny. Pfedpoklada se, Zze funkci
CEA je predevSim puasobit jako repulzni molekula zabranujici kontaktu
mezi burikami. Exprese téchto molekul na povrchu nadorovych bunék,
ktera muze vést k naruSeni nadorové struktury, pak muaze usnadnovat jejich

migraci a motilitu, tj. tvorbu metastaz [33].
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Obr. €. 21: Struktura CEA. Protein CEA se skladd z vedouc i sekvence a tfi vysoce
zachovanych opakujicich se domén (1 - 3), znichz k azda obsahuje 178
aminokyselin. Kazda ze t i opakujicich se domén m ze byt dale rozd élena
na dvé sub-domény (A a B), které maji spole ¢énou charakteristickou
sekvenci. Kazdd doména obsahuje  €tyFi cysteinové zbytky na obdobnych
pozicich, které se paruji a tvo ¥ tak A a B ,smy €ky" stabilizované
disulfidickymi m Gstky mezi cysteiny. CEA je sloZen z 668 aminokyseli n
a jeho uspo fadani je podobné uspo Fadani dalSich €lent imunoglobulinové
supergenové rodiny. CEA vy €niva z bun ééné membréany do extracelularniho
prostoru. K membran é je pfipevnén pres hydrofobni C-terminalni  €éast
(M doména) (p fevzato z [34,35]).

Za fyziologickych podminek je CEA produkce pozorovana ve vyvijejicim
se embryu, kde je syntetizovany v epitelialnich bunfkach, a to predevSim
na jejich membranach. Ve fetalnim séru je prokazatelny od 8. tydne téhotenstvi.
Jeho produkce je nejvysSi v obdobi kolem 22. tydne gravidity. V dospélém véku
je syntetizovan v minimalnim mnozstvi epitelidlnimi burikami stfevni sliznice,
zaludku a bronchu [32].

Z benignich onemocnéni je zvySena koncentrace CEA v séru (a produkce
prislusnou tkani) detekovana pfedevSsim u nemocnych s jaterni cirhézou,

s hepatitidou, z&nétlivym onemocnénim pankreatu, s Crohnovou chorobou
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a ulcerdzni kolitidou. Rovnéz néktera benigni onemocnéni mlééné Zldzy mohou
syntetizovat tento antigen (fibroadenomy, fibrocysticka choroba) [30].

CEA se nachazi predevsim ve tkani nadoru karcinomu tlustého stfeva
a konecniku [31]. Z dalSich nadoru gastrointestinalniho traktu (GIT) je CEA
produkovan nadory Zaludku, pankreatu, jicnu a ZluCovych cest. | vtéchto
lokalizacich se nachazi predevSim u nadorl dobfe a stfedné
diferencovanych [33].

Hladiny tohoto markeru u karcinomu plic predur€uje histologicky typ tohoto
onemocnéni, CEA se vyskytuje pfedevsim u adenokarcinomu. Pro karcinom
mlécné Zzlazy je CEA markerem druhé volby (po CA 15-3). VétSina méné
agresivnich nador( tento protein produkuje [32].

Z gynekologickych nadorG je CEA charakteristicky pro keratinizujici
epidermoidni nadory cervixu i pro ur€itou populaci endometrialnich nadoru
i nadoru délozniho téla [30,33].

Karcinom mocového méchyre, ledvin, diferencovany karcinom prostaty
a testikularni teratomy patfi rovnez k nadoram pozitivnim na CEA. Syntéza CEA
v medularnich karcinomech §&titné Zlazy je dana pfitomnosti neuroendokrinnich
C-bunék. Podobné i maligni nadory vychazejici z neuroendokrinnich struktur
CNS vykazuji jeho expresi (glioblastomy, meduloblastomy, malobunécéné
karcinomy plic) [32].

V séru dospélych zdravych osob se hladina CEA obvykle pohybuje
pod koncentraci 5 ug/l (v zavislosti na typu diagnostické soupravy). Vyrazné
zvySeni (az do 10 pg/l) je mozno pozorovat u kufaku (v zavislosti na poctu
vykoufenych cigaret), ev. u alkoholik. V extraktech primarnich nador(
se obvykle nevySetfuje. Vyznam vSak ma stanoveni v modci, pleuralnim
punktatu, ascitu i dalSich télnich tekutinach u vybranych typu nadort [36].

Monitorovani priibéhu onemocnéni (detekce relapsu €i rozsevu onemocnéni
a odpovédi na léCbu) patfi kzakladnim vyuzitim CEA. Hodnoty vysSi
nez 10 pg/l znamenaji obvykle progresi maligniho procesu. Koncentrace vyssi
nez 50 pg/l svéddi s vysokou pravdépodobnosti o jaternich nebo kostnich
metastdzach Senzitivita a specificita CEA stanoveni kolisa podle typu
sledovaného nadoru a stadia onemocnéni [37]. U benignich onemocnéni

obvykle hodnoty nepfesahuji hranici 10 ug/l.
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3.1.3 Lidsky choriogonadotropin (hCG)

Lidsky choriogonadotropin (hCG) patfi do skupiny hormonu, které maji
vztah k nadorovému onemocnéni germinativniho puvodu a gestacnim
trofoblastickym chorobam. Byl popsan v moci téhotnych Zen jiz pred vice
nez 70 lety, vtéhotenstvi ma vyznam spolu s AFP pro charakterizaci
patologického téhotenstvi (Downlv syndrom, trisomie 21). Je to glykoprotein
o molekulové hmotnosti 36,7 kDa, vznikajici v trofoblastickych burikach
placenty. Je tvofen dvéma rozdilnymi podjednotkami: alfa (14,5 kDa) a beta
(22,2 kDa) (obr. €. 22). S dalSimi glykoproteinovymi hormony lutropinem (LH),
folitropinem (FSH) a thyreotropinem (TSH), které jsou adenohypofyzarniho
puvodu, ma podobnou strukturu alfa-podjednotky. Biologickou specificitu téchto
hormon( podmiriuje pfedevsim beta-podjednotka [38].

Je znadma sekundarni a terciarni struktura hormonu: intercysteinové vazby
vytvareji na alfa- i beta-podjednotce mustky, které se podileji na jejich interakci,
event. vazbé kreceptordm (obr. €. 22). Je znama vazba sacharidd
prostfednictvim N- i O-glykosidické vazby [39].

3-subunit

a-subunit B

Obr. €. 22: Struktura hCG (p Fevzato z [40])
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V prvnich 6ti tydnech gravidity udrZuje hCG Zluté télisko, podporuje
produkci progesteronu a dale estrogenu. Vyznam produkce hCG v téhotenstvi
je dosud nejasny, pravdépodobné se ucastni i na vzniku imunotolerance plod -
matka. Fyziologicky je hCG syntetizovan placentou ihned po poceti. Hladiny
v matefské krvi dosahuji hodnot 10, 60 a 1401U/l v 6., 8. a 12. tydnu
teéhotenstvi. Mezi 14. - 18. tydnem se jeho koncentrace ustaluji na hodnoté
10 - 501U/l a pfetrvavaji az do porodu. Po porodu hodnoty klesaji
na koncentrace do 5 IU/I. Podil volné beta-podjednotky v séru klesa v prubéhu
téhotenstvi ze 3 na asi 1 %. Zdrojem hCG u zdravych osob je pravdépodobné
hypofyza. Citlivymi technikami bylo prokadzano, Ze beta-hCG je pfitomen
na membranach veétSiny bunék malignich nadorl. Z toho Ize predpokladat,
Ze by mohl byt universalnim tumorovym markerem [38].

NejvysSi hladiny hCG byly nalezeny u postmenopauzalnich Zen,
koncentrace v séru zdravych muZzu jsou asi tfetinové. Referenéni rozmezi zavisi
na pouZzité metodé, obvykle se za diskriminaéni hranici povazuje 5 IUI/L
Koncentrace hCG vséru mohou byt ovlivhény pfedevSim v téhotenstvi
(mnohocetna gravidita, hrozici potrat, mimodélozni téhotenstvi). Zdrojem
zvySenych koncentraci hCG mohou byt dale nadory germinativniho
a trofoblastického pavodu [39].

Metodiky vySetfeni hCG mohou byt ovlivhény rozdily v imunochemickém
systému, znaceni, senzitivitt¢ a avidité protildtek proti hCG, které mohou
detekovat rozdilné epitopy na ruznych formach molekuly hCG a tim
zpusobovat nesouméfitelnost vySetfeni provedenych soupravami raznych
vyrobcu [41].

Screening hCG v séru lze pouzit pouze k monitorovani symptomatickych
osob podobné jako AFP - tj. u osob s podezienim na germinativni nadory varlat.
Koncentrace hCG maji vyznam pro zhodnoceni stadia onemocnéni,
ev. postizeni miznich uzlin pfed terapii. Mohou byt pouzity také pro potvrzeni
histologické charakterizace nadorli testes (pfedevSim neseminomu)
a choriokarcinomu, ev. hydatid6zni nebo invazivni moly [39].

Koncentrace hCG ma velky vyznam pro sledovani nemocnych s nadory
testes za Uucelem prukazu relapsu &i ovéreni Gcinnosti terapie. Senzitivita hCG
pro neseminomy se pohybuje kolem 50%, pro seminomy 10 - 20%. Témeér

100% senzitivitu Ize nalézt pro choriokarcinomy. Senzitivita pro dalsi lokalizace
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nadoru (pankreas, GIT, plice, mamma, ledviny, mo¢ovy méchyr) se pohybuje
obvykle kolem 10 - 20% [38].

3.2 Tkanové ¢i organov é specifické antigeny

Jsou to latky, které se normalné nachazeji ve zdravé tkani ¢i organu a mimo
néj pronikaji jen v minimalnim mnozstvi. Teprve pfi onemocnéni, nejcastéji
nadorovém (ale v mensi mife i pfi zanétech ¢i traumatizaci), dochazi k jejich

uvolnéni [23].

3.2.1 Prostaticky specificky antigen (PSA)

PSA byl poprvé identifikovan Harou a kol. v roce 1969 [42]. Stanoveni
jeho hladin v séru se pro klinické uc€ely zaCalo vyuzZivat poCatkem 80. let
20. stoleti [43].

PSA je serinova proteinaza slozena ze 240 aminokyselin v jednoduchém
polypeptidovém fetézci. Molekulova hmotnost PSA je 34 kDa, obsahuje
asi 10% sacharidd. PSA méa chymotrypsinu podobnou aktivitu, katalyzuje
hydrolyzu peptidovych vazeb v misté tyrosinu a leucinu. V seminalni plasmé
se nachazi vpéti formach. Vséru je PSA vazan pfredevsim
na alfal-anti-chymotrypsin (tvofi 95% celkového PSA), v mensi mife
na alfa2-makroglobulin. Urcity podil PSA v séru se vyskytuje ve volné
podobé - tj. volny PSA, nevazany na bilkoviny [44,45].

PSA je produktem pfedevsim prostatické tkané, jak zdravé, tak i zhoubné.
Je secernovany do seminalni tekutiny a umoznuje za fyziologickych podminek
zkapalnéni seminalni plasmy Stépenim seminogelinu a fibronektinu, &imz
je usnadnén pohyb spermatozoi. PSA pfitomny v séru nema pravdépodobné
vyznamnou funkci, pfedevsim z divodu blokovani velké &asti tohoto proteinu

vazbou na alfal-antichymotrypsin [46].

38



V séru dospélych zdravych muzd se hladina celkového PSA pohybuje
v zavislosti na véku od hodnot 2,5 pg/l (muzi do 50 let) do 6,5 ug/l (nejstarsi
vékova skupina). Detekovatelné mnoZzstvi PSA bylo nalezeno i v séru Zen [47].
Koncentrace PSA v séru je vSak ovlivnéna procesy, které mohou porusit rizné
stupné bariéry branici volnému pfechodu PSA z duktalnich luminu do séra.
K zakladnim mechanizmdm zvySujicim jeho hladiny patfi trauma, zanét,
hypertrofie prostaty nebo maligni proces v této tkani [37].

Sérovy PSA vzrista nad diskriminaéni hranici po ejakulaci (o 0,8 pg/l v dobé
1 hod po ejakulaci), po digitalnim rektalnim vySetfeni nebo po transrektalnim
ultrazvukovém vySetfeni, podobné i po mechanickém drazdéni prostaty
(napf. po jizdé na kole atd.). VyraznéjSi a déle trvajici zvySeni PSA (aZ po dobu
20ti dni) Ize pozorovat po biopsii prostaty &i po transuretralni resekci [44].

Pfes velké nadnéarodni studie prokazujici vyznam stanoveni PSA (spolu
s digitalnim rektalnim vySetfenim) pro detekci maligniho onemocnéni prostaty
u symptomatickych muzi (jedenkrat ro¢né od 50 let) nejsou dosud definitivni
doporudeni uzaviena. Je vSak vyhodné provadét screening u starSich muzu
se symptomy poruch mocového traktu, event. u muzu s rodinnou zatézi tohoto
onemocnéni. Vyznam screeningu je limitovan malou moznosti odliSit karcinom
agresivni od benignéjsi formy, kterd& muze mnohdy existovat v latentni
podobé [47].

V souCasnosti se vySetfuje také volna frakce PSA (free PSA), ktera
predstavuje asi 15 — 30% celkového PSA. Pomér volné a vazané frakce PSA
ma vyznam piredevSim pro diferencialni diagnostiku benignich a malignich
postizeni prostaty, hlavné pfi hodnotach celkového PSA v rozmezi 4 — 10 ugl/l,
u nemocnych s benignim onemocnénim je tento pomér vyrazné vyssi [9,43].

PSA je vhodny pro potvrzeni stadia choroby. ZvySené hodnoty se objevuji
u 95% metastatickych nadora, 82% stadii 1ll nebo IV. Neni pravdépodobné
metastazovani do kosti pfi hodnoté PSA nizSi nez 20 pg/l. Je prokazano,
Ze paradoxné PSA v nadoru mlééné zlazy mlze byt vyhodny prognosticky
ukazatel [47].

PSA se vyuzZivd rovnéZz u monitorovani nemocnych v remisi. ZvySené
hodnoty PSA po radikalni prostatektomii zna¢i bud’ zbytkovou chorobu (70%)

i lokalni navrat (30%). Monitorovani ma vyznam rovnéz pfi IéCbé radioterapii,
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ev. hormonoterapii. Velikost poklesu PSA po Uspésné hormonoterapii
je v korelaci s délkou preziti [43].

3.2.2 Neuron specifickd enoldza (NSE)

NSE je glykolyticky enzym katalyzujici pfeménu 2-fosfoglyceratu
na fosfoenolpyruvat, pfitomny ve tkanich neuroektodermalniho plvodu,
ve zdravém organismu pfedevS§im v neuronech. NSE, solubilni izoenzym
enolazy, je obsaZzeny v cytoplasmé bunék, vyskytuje se jako dimer tvoreny
podjednotkami alfa-gama nebo gama-gama. V podobé téchto homo-
¢i heterodimer( se vyskytuje rovnéz v télesnych tekutinach [48].

Za fyziologického stavu jej produkuje nervovd a plicni tk&n plodu,
v dospélosti je jeho vyskyt v normalnim stavu vazan predevSim na neurony.
ZvySena exprese byla prokazana v neuroblastomech, meduloblastomech,
malobunécnych karcinomech plic (SCLC), v apudomech, karcinomech ledvin
a seminomech, proto je stanoveni hladiny NSE vyuZivano k monitorovani
prubéhu téchto malignit [49]. Vzhledem kobsahu NSE v erytrocytech
a krevnich desti¢kach je tfeba provést oddéleni krevnich elementld nejpozdéji
do jedné hodiny od odbéru, jinak jsou naméfené hodnoty NSE faleSné pozitivni
- hemolyza vzorku tedy vyrazné interferuje [37].

Referenéni hodnoty NSE stanovené imunochemicky zaviseji na typu
soupravy, obvykle lezi diskriminaéni hranice pro obé pohlavi na hladiné
12 -15 pgl/l.

Screening NSE se neuziva (snad jen pro ur€eni neznameého primarniho
nadoru). Pro pacienty s neuroblastomy a SCLC ma stanoveni NSE
prognosticky vyznam [37,50].

NejvysSi hodnoty byvaji popisovany u dobfe diferencovanych
ganglioneuroblastomi a ganglioneuromd [37]. ZvySena hladina NSE v séru
muze byt pozorovana také u nemalignich plicnich onemocnéni nebo jaternich
chorob [50].
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3.23 CA125

CA 125 patfi do skupiny nadorovych markerl, které byly detekovany
jiz zaCatkem 80. let na podkladé specifickych protilatek [23]. Je to dullezity
nadorovy marker vhodny pfedevSim pro monitorovani karcinomu ovarii.

PfestoZe poznatky o molekule CA 125 jsou stéle jeSté nelplné, je ziejmé,
Ze je to glykoprotein s vysokym obsahem sacharidd (24%) navazanych
O-glykosidickou vazbou. Zakladni molekula ma molekulovou hmotnost
asi 200 kDa, je znacné heterogenni jak co do velikosti, tak i do naboje [51].
Funkce CA 125 mulZe byt vazdna s proteazovou aktivitou. Jeho detekce
v reproduktivnich organech naznacuje moznou roli pfi reprodukci. Jeho mozna
patofyziologicka role snad souvisi s rlistem a Sifenim nadoru [52].

CA 125 patfi k diferenciac¢nim antigentm, které jsou produkovany fetalnimi
epitelialnimi tkanémi coelomového pavodu. V dospélém véku muze byt
omezené syntetizovan v epitelu normalni tkané vejcovodd, bronchd,
endometriu, cervixu, ale i v mezotelu pleury, perikardu a peritonea. Neni
prokazatelny v epitelu normalnich ovarii [51].

Z nemalignich onemocnéni je koncentrace CA 125 zvySena obvykle
u benignich ovarialnich nadort, endometriézy a chorob jater a pankreatu.

Exprese CA 125 je pozorovana predevSim v epitelidlnich burikach
karcinoml ovarii. Syntéza v dalSich gynekologickych nadorech nevykazuje
jiz takovou senzitivitu, napf. u karcinomu cervixu, endometria apod. [53].

Produkce CA 125 u dalSich nadort (karcinomy mlécné Zlazy, pankreatu,
plic, ZluCovych cest) ziejmé reflektuje pfedevSim postizeni pleury a peritonea
z divodu infiltrace nadorovymi strukturami. Byla prokazana rovnéz zvySena
hladina CA 125 u nemocnych s hepatocelularnim karcinomem [52].

Sérovy CA 125 je vySetfovan v ramci screeningu, stagingu (ur€eni stadia
onemocnéni) a monitorovani onemocnéni karcinomu ovarii, u dalSich
gynekologickych tumor( (téla délozniho), u nadort plic a prsu, specialné
v pfipadé infiltrace pleury ¢&i peritonea nadorem, a u hepatocelularniho
karcinomu. Rychly pokles knormalnim hladinam béhem chemoterapie
je prediktorem delSiho pfeziti nemocnych s Ca ovarii [54].

Hodnoty sérové koncentrace CA 125 u normalni zdravé populace

se pohybuji do 35 kU/lI (99%) [53]. V procesu chronického onemocnéni jater
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nebo peritonitidy maze hladina CA 125 dosdhnout hodnot i vy8Sich nez 65 kUI/I.
ZvySeni séroveho CA 125 je mozno pozorovat i v dalSich benignich procesech,
dale i u gravidity, b€hem menstruace nebo pfi endometriéze. V pfitomnosti
maligniho procesu koreluje jeho hladina obvykle s nadorovou hmotou [54].

Vzhledem k nizké senzitivité (obzvlasté u stadia I) a nizké specificité neni
vhodné provadét screening u nesymptomatické populace. V pfipadé genetické
zatéze (alespon jeden prfibuzny) syndromem ovarialniho karcinomu
je doporuéeno stanovit CA 125 (spolu s vaginalnim ultrazvukovym vySetfenim)
kazdorocné. Ke stanoveni diagnozy lze CA 125 pouzit pouze v situaci, kde neni
znama lokalizace primarniho nadoru [37].

Hladina CA 125 je vhodnym ukazatelem pro potvrzeni stadia choroby.
Vysoké hodnoty, které se po primarni terapii nesnizi, jsou indikaci k ,second
look" operaci. Senzitivita a specificita stanoveni kolisa podle typu sledovaného
nadoru a stadia onemocnéni [37].

VySetfeni CA 125 byva nejcastéji uzito k monitorovani prabéhu onemocnéni
(detekce relapsu €i rozsevu onemocnéni a odpovédi na lé¢bu). Serdzni typ
karcinomu ovarii, kde je CA 125 markerem prvni volby, vykazuje senzitivitu
az 90% (cut-off 65kU/l). Je vhodné vySetiovat CA 125 u dalSich
gynekologickych tumor( (Ca téla délozniho), u nadort plic a prsu, specialné
v pripadé infiltrace pleury ¢€i peritonea nadorem, u hepatocelularniho karcinomu
a u nadorl pankreatu [54].

ZvySené hodnoty pfi benigni etiologii onemocnéni mohou rovnéz vykazovat
tyto choroby: benigni onemocnéni ovarii a endometria, leiomyom, selhani
ledvin. ZvySeni CA 125 je mozno pozorovat u téhotenstvi, pfi menstruaci

a endometriéze [53,54].

3.24 CA15-3

CA 15-3 je marker diferenciatniho typu definovany na podkladé
monoklonalnich protilatek. Je to glykoprotein, ktery je produkovan pfedevSim
karcinomy mammy, ev. dalSimi adenokarcinomy. Jeho stanoveni komerénimi
soupravami je mozné od r. 1985. Patfi k zakladnim markerdm pro sledovani

vyvoje onemocnéni pacientek s karcinomem prsu [37].
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Fyziologicka role CA 15-3 pravdépodobné souvisi s ochranou epitelialnich
struktur (lubrikace). V patologickych podminkach (ve tké&ni karcinomu prsu)
se pravdépodobné ucastni vazby na adhezivni molekuly [55].

CA 15-3 vySetfeni v séru patfi k zakladni technice pro monitorovani
nemocnych s karcinomem prsu. Jeho metodickd "robustnost" umoZniuje
sledovat a matematicky hodnotit dynamiku zmén jeho koncentraci pro odhad
vyvoje onemocnéni. ZvySeni koncentrace tohoto markeru v procesu
metastazovani Casto predchazi prikazu rozsevu diagnostikovaného
zobrazovacimi metodami. Jeho hladina obvykle koreluje s hmotou nadoru.
Je zvySen i v séru nékterych benignich onemocnéni [55].

Koncentrace CA 15-3 je zvySena predevsim z ddvodu exprese tohoto
antigenu u benignich onemocnéni prsu, z divodu poSkozeni jater a ledvin,
u zanétu plic, u revmatického onemocnéni, rovnéz fyziologicky v t&€hotenstvi.
Hlavnim zdrojem zvySeni CA 15-3 je vS8ak maligni proces v mlé€né Zlaze [37].

Diskriminaéni hranice CA 15-3 zdravych Zen je obvykle 30 kUII,
u nemocnych s nadorem mammae s parcialni remisi je mozno pozorovat
i pfetrvavajici vysSi hodnoty.

Metody stanoveni CA 15-3 lze rozdélit do dvou kategorii podle uZitych
monoklonalnich protilatek (obr. €. 23) [55].

Obr. €. 23: Opticky proteinovy €ip pro detekci CA 15-3 v séru. Anti-Ca 15-3 protila  tky
imobilizované po reakci se sérem pacienta obsahujic  im CA 15-3 antigen
(pfevzato z [56]).
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Urcity pfinos ma hladina CA 15-3 pfi stanoveni diagn6zy pouze u nadoru
s nezndmym primarnim nadorem. Diference mezi ¢asem prukazného narustu
marker(l a ¢asem prukazu progrese (,lead time*) umoznuje pfedpovédét navrat
onemocnéni s pfedstihem nékolika mésica [57].

ZvySené hladiny CA 15-3 v séru je mozno pozorovat rovnéz u benigniho
onemocnéni prsu, benigniho onemocnéni traviciho ustroji, jaterni cirhozy,
akutni a chronické hepatitidy, chronické renalni insuficience, chronické

bronchitidy a pneumonie [57].

3.25CA19-9

CA 19-9 patfi k tumor-asociovanym antigenm definovanym na podkladé
monoklonalnich  protildtek. Specificka protilatka odpovida modifikované
determinanté krevnich skupin typu Lewis. Jeho vyskyt je charakteristicky
pro adenokarcinomy pankreatu, Zaludku, tlustého stfeva, jater a vybranych
gynekologickych nadorl. Stanovuje se ¢asto v kombinaci s CEA [37].

Molekula CA 19-9 odpovida haptenu determinanty lidské Lewis @) krevni
skupiny. Vyskytuje se jako glykolipid ve tkani nebo mucin v séru, molekulova
hmotnost asi 36 kDa (lipid), event. vyrazné vyssi (mucin) [58].

Uloha CA19-9 je dosud neznama. Patii k onkofetalnim antigentm,
vyvijejici se plod jej syntetizuje v epitelidlnich strukturach pankreatu, Zlu€ovych
cest, v Zaludku. Produkci CA 19-9 ve stopovych mnoZstvich je mozno
pozorovat i v dospélosti, pfedevSim ve Zlazovych strukturach pankreatu,
Zluéniku, broncht a nékterych gynekologickych nadord. Kolem 5% populace
tento antigen vabec netvofi [58,59].

Benigni onemocnéni jsou zdrojem koncentraci zvySenych vétSinou
do hodnoty az 100 kU/I. Pfi malignich onemocnénich dosahuje koncentrace
CA 19-9 v séru mnohonasobku hodnoty diskriminagni hranice (aZz 10°kU/l)
[60,61]. Referencni intervaly jsou definovany podle vyrobce metody, obvykle
leZi diskriminaéni hranice CA 19-9 do 37 kUI/I.

Stanoveni CA 19-9 je zaloZzeno na reakci antigenu s monoklonalni

protilatkou. Je mozZno vySetfovat sérum, ascites a tekutinu benignich ovarialnich
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cyst. Pfi stanoveni mohou interferovat HAMA protilatky. FaleSnou pozitivitu
muze pusobit rovnéz kontaminace vzorku slinami, ev. potem [37].

| pfes vysokou senzitivitu pfedevsim pro nadory pankreatu neni mozno uzit
tento marker pro ¢asnou primarni diagnostiku tohoto onemocnéni. Koncentrace
CA 19-9 obvykle vyrazné nekoreluje s nadorovou hmotou, avSak dobfe koreluje
s hodnocenim efektu terapie. Vyrazné zvySené hladiny s ¢asto exponencialnim
nartistem (nad 10 000 kU/l) jsou vSak prukazem vzdalenych metastaz [61].

| mirna cholestaza maze zpulsobit vyrazné zvySeni CA 19-9 koncentrace
v séru. Z dalSich onemocnéni jsou zvySené hladiny nalézany u benignich
a zanétlivych onemocnénich Zaludku, stfeva, pankreatu a jater. V benignich
pankreatickych cystach se pohybuji hladiny CA 19-9 obvykle do 100 kUl/,
vyjimecné az do 2000 kU/I [61].

3.26 CA72-4

Stanoveni CA 72-4 je zaloZzeno na detekci antigenu TAG 72 (mucinového
komplexu o molekulové hmotnosti vétsi nez 10° kDa) glykoproteinového typu
determinovaného monoklonalnimi protilatkami (1981). U plodu je jeho produkce
typicka pro epitelialni bunky Zaludku a pankreatu. V dospélosti je prokazatelny
pfedevSim u malignich nadord Zaludku, stfeva, pankreatu, mlécné Zlazy
a nékterych nadoru ovaria [62]. Stopové mnoZstvi CA 72-4 bylo prokazéano
rovnéz v dospélych tkanich plic, v gastrointestinalnich a reproduktivnich
organech zdravych jedincu [62,63]. Koncentraci CA 72-4 v séru mohou ovlivnit
I néktera benigni onemocnéni patfici do skupiny postizeni jater, ledvin
a zanétlivych onemocnéni GIT [61].

Referenéni hodnoty jsou zavislé na typu soupravy, obvykle lezZi
diskriminacni hranice CA 72-4 na hladiné 4,6 az 6,7 kU/l. Metoda stanoveni
je zaloZena na sendvicové reakci dvou specifickych monoklonalnich protilatek.
Kromé séra je vySetfovan rovnéz ascites, ev. tekutina pankreatickych cyst [37].

Screening se nepouZziva. V kombinaci s CEA muZze odliSit benigni a maligni
proces pankreatu vySetfenim tekutiny cyst. Odhad zavaznosti onemocnéni
koreluje s pfitomnosti vzdalenych metastaz. Hladina CA 72-4 v séru se pouZziva

k monitorovani prubéhu onemocnéni pfedevSim u karcinomu Zaludku. Vhodné
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doplfuje sledovani u nemocnych s nadory kolorekta, neprodukujici CEA nebo
CA 19-9. Vykazuje rovnéz dostateCnou senzitivitu pro monitorovani nemocnych

s metastazami uvedenych nadoru do jater [61].

3.3 Nespecifické antigeny a tumorové markery

Tyto latky mohou vykazovat ektopickou produkci, tj. syntézu ve tkani,

v niz za fyziologického stavu nejsou produkovany [9].

3.3.1 Ferritin

Ferritin je vysokomolekularni bilkovina o molekulové hmotnosti kolem
450 kDa, specializovana na uskladnéni Zeleza ve tkanich. Zakladem molekuly
ferritinu je apoprotein — apoferritin - sloZzeny z 24 podjednotek uspofadanych
do tvaru duté koule s prostorem uvnitf pro zZelezité ionty (obr. €. 24) [23]. Uvnitf
tohoto Utvaru se shromazduje relativné velké mnoZzstvi Zeleza ve formé
hydroxyfosfatu Zelezitého. Kazdad molekula ferritinu mUZe obsahovat
az 4500 atomu Zeleza, které udrZuje v rozpustné, pro organismus netoxické

a biologicky vyuzitelné formé [64].

Obr. €. 24: Struktura ferritinu (p Fevzato z [65]).
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Podjednotky se vyskytuji ve dvou velikostech: tézké (heavy, H-typ),
které jsou kyselé a vyskytuji se hlavné v srdci, a lehké (light, L-typ), jez jsou
slabé bazické a vyskytuji se v jatrech. Ferritin je tedy tvofen smési dvou
imunologickych podtypd H a L. Tyto strukturalné odliSné molekuly nazyvame
izoferritiny, jejich pomér zavisi na tkani, ze které pochazi, a lisi se svymi
imunologickymi vlastnostmi a izoelektrickymi body [23,64].

Ferritin se potencialné vyskytuje ve vSech bunkach téla a v télesnych
tekutinach, ale nejvice je soustfedén v jatrech, slezingé, kostni dfeni
a v kosternim a srde¢nim svalstvu. V téhotenstvi se vyskytuje téz v placenté.
Hladiny ferritinu v séru jsou pomérné nizké. Velmi dobfe koreluji s celkovym
mnozstvim zasob Zeleza v organismu [64]. U zdravych jedincl se sérové
koncentrace li§i u muzi a u Zen v produktivnim véku. U Zen v menopauze
se pak tyto koncentrace blizi hodnotam nachazenym u muzd. U déti
jsou hladiny ferritinu obecné nizsi nez u dospélych [23].

Ferritin m0ze vazat in vitro hemové skupiny protoporfyrinu IX za vzniku
hemoferritinu. Vazba hemu ovliviuje vychytavani Zeleza ferritinem [66].

Ferritin cirkulujici v krvi je smési sérového ferritinu (glykosylovany ferritin,
povazuje se za normalni sekrec¢ni produkt bunék, delSi polo¢as) a tkanového
ferritinu, ktery se uvolnuje z poSkozenych bunék. V krvi mlze ferritin vytvaren
komplexy s jinymi proteiny, napf. alfa2-makroglobulinem [64]. Pfi stanoveni
koncentrace ferritinu neinterferuje bilirubin, hemoglobin, cholesterol, triglyceridy,
heparin (testované koncentrace uvadi vyrobce).

K vySetfeni hladiny ferritinu v séru se pfistupuje pfi detekci deficitu Fe,
posouzeni odpovédi na peroralni léCbu Zelezem, diferencialni diagnostice
anemii, monitorovani zasob Fe u chronického renalniho selhani (vCetné
dialyzovanych pacientt), detekci stavi akumulace Fe a odpovédi na IéCbu,
posouzeni procestd v CNS (odliseni arteficidlniho od skute¢ného krvaceni,
odhad intenzity agresivnich procest v CNS - zanétu a nadort) [67,68].

Mezi priCiny zvySeni hladiny ferritinu v séru fadime alkoholismus, reakce
akutni faze (zanéty, nadory, AIM, hyperthyre6za, M. Gaucher), poSkozeni jater,
hemochromatézu, hemosider6zu, nékteré anemie pfi chronickych stavech
a maligni onemocnéni (a. systémova neoplazie (akutni myeloblastické

leukemie, M. Hodgkin, mnohocetny myelom, nehodgkinovské Iymfomy);
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b. nespecificka produkce (primarni hepatom, germinalni tumory testis, karcinom
plic, karcinom prsu)) [69].

Mezi pfi€iny snizeni hladiny ferritinu v séru fadime opakované darcovstvi
a odbéry krve z diagnostickych ddvodl, bezmasou stravu, zejména u Zen,
mikrocytarni anemii z nedostatku Zeleza, krvaceni do GIT, menstruacni ztraty,
nékteré malabsorpce (obvykle kombinovana porucha rezorpce Fe, B12 a folatu)
[64,69].

3.3.2 Beta,-mikroglobulin (  B>-M)

Bo-M  je glykoprotein o pomérné nizké molekulové hmotnosti,
a proto prochazi glomerularnim filtrem. Je sekvenéné homologicky
s konstantnimi ¢astmi H — fetézcl lidskych imunoglobulind, coz naznacuje jejich
spole¢ny pavod. Vaze se na membrany bunék s HLA antigeny. Syntéza (3,-M
neni vazana na B — lymfocyty, produkuji jej i jiné typy tkanovych bunék.
Nachéazi se ve vSech télnich tekutinach a ve vSech burnkach kromé erytrocytl
a trofoblastickych bunék. Tvofi soucast antigenniho systému HLA. Fyziologické
rozmezi je 0 — 2,5 mg/l [9].

Eliminace =z organismu se déje prostfednictvim ledvin, velky podil
je reabsorbovan v proximalnich tubulech. Porucha v glomerularni filtraci vede
ke zvySeni jeho koncentrace v séru. PoSkozeni tubull je naopak provazeno
zvySenou koncentraci v moc€i. ZvySeni jeho sérovych hladin je pozorovano
i u chronickych zanétlivych onemocnéni, masivnich bunécnych nekrdz
(pfi chemoterapii a aktinoterapii nador(), u chronickych onemocnéni jater
a ledvin, u ledvinného selhani, pfedevsim pfi Ié€bé hemodialyzou.

Ve skupiné malignich chorob ma ,-M vyznam pfedevSim pro sledovani
pribéhu mnohocetného myelomu, chronické lymfatické leukémie a lymfomdu.
PFi interpretaci vysledkl je tfeba vzdy mit na paméti funkéni stav
ledvin [20,21].
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3.3.3 Laktatdehydrogenaza (LD)

LD je bunécny enzym, vyskytujici se v cytoplazmé vSech bunék téla.
Katalyzuje reverzibilni oxidaci pyruvatu na L-laktat v poslednim kroku anaerobni
glykolyzy. Jako koenzym vyuzivd NAD® (nikotinamidadenindinukleotid).
Vyskytuje se jako homo- nebo heterotetramer, tvofeny jednim nebo dvéma
riznymi typy podjednotek - existuji 3 typy polypeptidovych fetézcl, kédovanych
forma se vyskytuje pouze ve spermiich. Kombinaci podjednotek M a H,
tvoricich tetramer, vznika 5 izoenzym(: LD, (H4), LD, (HsM), LD3 (H2My), LDy
(HM3) a LDs (M4). Tyto izoenzymy lze odliSit elektroforeticky, k anodé se
nejrychleji pohybuje LD1, nejrychlejSi katodickou pohyblivost ma LDs. Jednotlivé
tkdné se liSi jejich pomérnym zastoupenim. Izoenzym LD; (Hs) pfevaZzuje
v myokardu, erytrocytech a ledviné. Je d&asto nalézan u testikularnich
germinalnich tumord (seminomy 80%, neseminomy 60%) a predstavuje u nich
nezavisly prognosticky faktor, ktery je spolu s ostatnimi biochemickymi markery
soucasti stagingu [23]. Nejvice LDs (My) je v jatrech a nékterych typech viaken
kosterniho svalu. Izoenzymy LD3; a LD, se vyskytuji v monocytech. Stanoveni
aktivity se vyuzivA hlavné k posouzeni onemocnéni myokardu, jater
a hemolytickych anemii. U nehodgkinskych lymfomu je stanoveni LD soucasti
mezinarodniho prognostického indexu (IPI). ZvySenou aktivitu nalézame také
ve vypotku karcinomat6zniho pivodu. [22,70].

Vyskytuje se také v likvoru, kde se jeho stanoveni pouziva pro diagnostiku
nékterych neurologickych onemocnéni, zejména k rozpoznani meningitid
a jejich etiologie [70].

Vzhledem k vyskytu tohoto enzymu ve vSech burikach téla neni stanoveni
aktivity celkové LD proto pfilis specifické pro urcité onemocnéni. Vyznam
stanoveni LD se v souc€asnosti snizuje pravé vzhledem k nespecifité, hlavnimi
diagnostickymi oblastmi zlstavaji stavy spojené s rozpadem bunék napfiklad
v ramci nadorovych onemocnéni nebo hemolytickych anémii. ZvySené hodnoty
LD nalézame také u poskozeni jater a svalové tkané. Dfive se vyuZivalo
stanoveni celkové aktivity a poméru izoenzymu elektroforeticky pfi diagnostice
akutniho infarktu myokardu zachyceného v pozdéjsi fazi, tento vyznam LD vSak

vymizel [23].
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VyS8Si aktivity nachazime v détstvi. V téhotenstvi se aktivita LD nemeéni.
Hodnoty aktivity LD jevi také rasovou variabilitu, u ¢erné populace jsou vyssi.
Fyziologické hodnoty aktivity LD v séru se u populace starsi 15ti let pohybuji
do 4,12 pkat/l. Vzhledem ke znacnym rozdilim vysledkd v jednotlivych
laboratofich byva zvykem udavat zvySeni proti normé v nasobcich horniho
limitu referenéniho rozmezi pro danou metodu stanoveni. Hodnoty
do 1,5nasobku jsou povazovany za prognosticky dobré, 1,5 — 10ti nasobek

za stfedné Spatné, nad 10ti nasobek za velmi Spatné [23].
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4. METODY STANOVENI NADOROVYCH MARKER U

VétSina vySetifovanych solubilnich nddorovych markerd se stanovuje v séru.
Jde obvykle o stépy velkych molekularnich komplexu, a proto nevykazuji pfilis
velkou preanalytickou variabilitu. Pro spravnou interpretaci zmén v hladinach
marker(l, zejména pfi dlouhodobém sledovani nemocnych s nadorovymi
chorobami, je tfeba vyloucit mozné ruSivé faktory, které by mohly stanoveni
ovlivnit uz ve fazi preanalytické. V urcitych pfipadech mohou byt vysledky
analyzy ovlivnény nékterymi postupy Kklinického vySetfovani; napf. pro
stanoveni prostatického specifického antigenu (PSA) ma byt odebrana krev
nejdfive 48 hod po rektalnim vySetfeni prostaty, ovlivnit jeho hladinu muaze
i jakakoliv manipulace s prostatou vcetné jizdy na kole nebo sexualni aktivity.
Kontaminace vzorku slinami nebo potem maze znehodnotit stanoveni antigenu
skvaméznich bunék (SCCA) nebo CA 19-9. Neuron-specificka enolaza (NSE) je
pfi hemolyze vyznamné uvolfiovana z erytrocytl, oddéleni séra od krevnich
element( je tfeba provést nejpozdéji do 1 hod po odbéru.

V souCasné dobé se nadorové markery stanovuji vétSinou pomoci metod
imunochemické analyzy. Principem téchto reakci je vazba mezi antigenem
(nadorovym markerem) a k nému specifickou protilatkou. Detekci vytvofeného
imunochemického komplexu umozniuje znaceni radionuklidem
(radioimunoanalyza, RIA, nebo imunoradiometrické stanoveni, IRMA),
enzymem (enzymoimunoanalyza, EIA, ELISA), fluorescenénim nebo
chemiluminiscenénim indikdtorem (FIA, CLIA). Pro kvantifikaci nadorovych
markerd mohou byt pouzity i dalSi metody — metoda vazby latky na sérové
proteiny apod. [9,22]. Ve stale vétSi mife se pouzivaji automatizované
imunoanalytické  systémy, které vyuZivaji nejCastéji  fluorescencni
¢i chemiluminiscenéni znaceni. Jsou sice podstatné draZzsi, ale prace s nimi je
pro personal méné narocna [23].

Koncentrace markerl v séru se pohybuje ve velice nizkych hodnotach
(podle typu parametru fadové v ug/l, event. v ng/l). Kalibraéni material maze byt
v riznych komerénich soupravach rozdilny podle stupné purifikace (neexistuji
obvykle mezinarodni standardy). Koncentrace né&dorovych markerd je pak

vyjadfovana v konvencénich jednotkach (U/l, kU/I atd.). Vybér optimalni metody
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stanoveni je ovlivnén predevsSim parametry spolehlivosti vlastniho metodického
postupu (presnost, spravnost, detekéni limit, pouzitelné koncentra¢ni rozmezi,
specifita protilatek). Je vSak tfeba brat v Gvahu také dalSi faktory: moznost
automatizace, nutné pfistrojové vybaveni, stabilitu reagencii, moZnost
co nejjednodussi kalibrace, ¢as nutny k vySetfeni, a v neposledni fadé i cenu
vySetieni.

Pfi zavadéni analyzy urcitého nadorového markeru je tfeba zvazit
I oCekdvané pocty pozadovanych stanoveni: V pfipadé malych sérii je
vyhodnéjSi soustfedovat vySetieni na vybranych pracovistich. Na jednom typu
automatického analyzatoru lze pouzivat obvykle diagnostické soupravy pouze
od jednoho vyrobce — a to s sebou pfinasi vazbu na jeho nabidku vySetfovacich
souprav. Dlouhodobé sledovani vyzaduje nestfidat soupravy od raznych
vyrobcu pro jeden marker.

Méreni hladiny naddorového markeru je tfeba provadét pomoci technologie
uréené k in vitro diagnostice, kalibrované dle pokynt dodavatele technologie.
Metodika musi byt v souladu s Nafizenim viady ¢&. 453/2004 Sb. ze dne
7. Cervence 2004 v platném znéni, kterym se stanovi technické pozadavky
na diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro a pravidelné sledovana vnitfni
kontrolou kvality [72]. Pracovisté by mélo disponovat pfislusné kvalifikovanym
personalem znalym problematiky a pravidelné se u€astnit procesu externiho
hodnoceni kvality. Laboratof by méla byt schopna dlouhodobé zajistit vysledek
o pokud mozno stejné analytické nejistoté a vysoké reprodukovatelnosti. Pokud
je zménu technologie nutné v praxi realizovat, je tfeba nejprve provést
srovnavaci seérii méfeni na dostateCném mnozstvi konkrétnich pacientskych
vzorkGh pomoci obou souprav, aby laboratof ziskala data o chovani nové
soupravy v konkrétnich podminkéch (tzv. rebaselining) [9].

DodrZzovani pravidel spravné laboratorni prace pfi vySetfovani nadorovych
marker(l je obzvlasté dilezité vzhledem ke znaéné finanéni naroénosti

vySetfeni.
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5. EXPERIMENTALNi CAST

Vzhledem k omezenému rozsahu diplomové prace jsem se
v experimentalni ¢asti zaméfila pouze na nékolik nejCastéji vySetfovanych
nadorovych marker( v laboratofi AXIS-CZ Hradec Kralové, s.r.o. Z kazdé

skupiny jsem vybrala nékolik pfikladU:

» Onkofetalni antigeny: AFP - stanoveni imunochemicky CLIA

> Tkanové &i organové specifické antigeny: PSA, CA125 - stanoveni

imunochemicky CLIA

> Nespecifické antigeny a tumorové markery: Ferritin — stanoveni

imunochemicky CLIA; LD — stanoveni fotometricky

Ke zpracovani experimentalni ¢asti jsem pouzila laboratorni pfiru¢ku

a standardni operac¢ni postupy biochemicko-hematologické laboratofe AXIS.

VSechny vySe zminéné nadorové markery (kromé LD) jsou stanovovany
na automatickém analyzatoru IMMULITE 2000 vyrobce Siemens Medical
Solutions Diagnostics, Los Angeles, USA.

IMMULITE 2000 (obr. €. 25) je imunochemicky analyzator pouzivajici
heterogenni enzymoimunostanoveni se znalenim alkalickou fosfatazou
a detekci timto enzymem vyvolaného Iluminiscenéniho zafeni. Zareni je
produkovano tak, Ze pusobenim alkalické fosfatazy na substrat dojde
k odStépeni fosfatového aniontu a rozpadu nestabilniho derivatu za vyzareni
svétla vinové délky 425 — 500 nm. Je to pIné uzavieny systém vyuZivajici pouze
diagnostiku firmy Siemens Medical Solutions Diagnostics uréenou pro tento
analyzator. Provadét Ize sendvicove i kompetitivni uspofadani s kvantitativnim
nebo kvalitativnim vysledkem. Stanoveni je mozné provadét prakticky ve vSech
télnich tekutinach, v zavislosti na jednotlivych analytech.

Specifikace pristroje:

» Rychlost: az 200 analyz za hodinu
» Doba analyzy: 35 nebo 65 nebo 125 minut
» Spotfeba vzorku: 0,005 — 0,100 ml dle analytu

» Ostatni spotfeba na 1 analyzu: voda — 7,5 ml
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promyvaci roztok koncentrat — 0,1 ml
substrat — 0,2 ml
» Technické udaje: elektricky pfikon 1200 W
hmotnost 300 kg

- -

Obr. €. 25: IMMULITE 2000 (p fevzato z [71])

5.1 Onkofetalni antigeny

5.1.1 Stanoveni koncentrace AFP v séru imunochemick vy (CLIA) na
analyzatoru IMMULITE 2000

Teorie, pouziti, preanalytické pozadavky

Podrobné popséano v kapitole 3.1.1 v teoretické ¢asti diplomoveé prace.

Princip
Stanoveni je zaloZzeno na sekvenéni imunochemické reakci. AFP se v prostfedi
pufrovaného roztoku s obsahem sérovych bilkovin vaze jednim epitopem

na monoklonalni mysi protilatku imobilizovanou na polystyrenové kulicce.
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Reakce probiha 30 minut pfi 37C. Po odst fedivém odstranéni nezreagovaného
materialu a promyti reaguje druhy epitop AFP s polyklonalni krali¢i protilatkou
konjugovanou s alkalickou fosfatdzou. Reakce probiha 30 minut pfi 37<C.
Po odstranéni nezreagovaného materialu centrigugaci a promyti se pfida
substrat fosforeCny ester adamantyl dioxetanu, ktery hydrolyzuje stykem
s alkalickou fosfatdzou za vzniku nestabilniho meziproduktu. Ten se ihned
rozpada za produkce zafeni, které se detekuje luminometrem. Intenzita

vzniklého zarfeni je pfimo amérna koncentraci AFP ve vySetfovaném vzorku.

Inkubaéni cykly: 2 x 30 minut
Potfebny objem vzorku: 10 ul (+ mrtvy objem 150 pl) séra

Odb ér priméarniho vzorku a transport

Specialni pfiprava pacienta ani dieta neni nutna, pro obvyklé vySetfovani je
vhodny odbér rano, nalacno. Odbér se provadi ze Zily, za pouziti zkumavky pro
biochemicky odbér, bezprostfedné po odbéru je nutno vzorek odstredit.
Hemolyzované vzorky mohou byt znamkou nespravného zachazeni
s preparatem jesté pred pfijetim do laboratofe, proto by vysledky mély byt
interpretovany s obezfetnosti.

Stabilita vzorku séra je 7 dni pfi 2 — 8C, 2 m ésice pfi minus 20<C.

Znaky analytické metody

> Analytickd proveditelnost: Casova dostupnost vysledku - vysledky jsou

k dispozici 3 hodiny od pfijeti materialu, statimové vySetifeni do 2 hodin.
» Linearita: Test je linearni v rozmezi hodnot 0 — 300 1U/ml.
» Presnost: Pfi zavadéni metodiky v laboratofi AXIS byly vzorky
opakované stanovovany duplicitné v pribéhu 20ti dni, celkem 40 cykl{
a 80 replikatu (tab. €. 3).
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Tab. €. 3: Stanoveni p fesnosti metodiky pro stanoveni AFP v laborato  Fi AXIS
V sérii Celkem

Stredni SD CV% SD CV%
hodnota

0,80 0,05 6,3 0,10 12,0
2,8 0,10 3,6 0,20 7,1
13,0 0,27 2,1 0,72 5,5
31,0 0,82 2,7 1,71 5,5
44,0 0,96 2,2 2,1 4,8
60,0 1,5 2,5 2,7 4.5
182,0 4.4 2,4 8,4 4,6

Pro ucely této diplomové prace jsem stanovovala AFP ve vzorku zdravého

pacienta, opakované 15krat v prubéhu 1 dne pro ovéreni reprodukovatelnosti

(tab. &. 4).

Tab. .€. 4: Ovéreni reprodukovatelnosti metodiky pro stanoveni AFP

> Citlivost:

> Limitace

Cislo m éfeni Hodnota AFP (IU/ml)

1 1,26

2 1,18

3 1,17

4 1,16

5 1,21

6 1,14

7 1,26

8 1,20

9 1,23

10 1,23

11 1,24

12 1,27

13 1,24

14 1,08

15 1,17
Primérna hodnota 1,203
Smérodatna odchylka 0,053
Varia €éni koeficient (%) 4,383
0,2 IU/ml

- _interference: nasledujici sledované interferujici

nezpulsobuji v metodé vyznamnou interferenci

v laborato fi AXIS

latky

» Bilirubin: pfitomnost bilirubinu ma maly statisticky vyznamny vliv.
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* Hemolyza: pfitomnost hemoglobinu v koncentracich do 1,92 g/l
nema v ramci pfesnosti stanoveni zadny vliv na vysledky.
» Lipémie: pfitomnost triglyceridu v koncentracich do 33,9 mmol/l
nema v ramci pfesnosti stanoveni zadny vliv na vysledky.
» Toleranni_rozpéti chyb pfi mezilaboratornich kontrolnich cyklech
organizovanych firmou SEKK bylo v letech 2007 - 2009 20%.

Referen éni a varovna rozmezi

Vyrobce udava referenéni fyziologické rozmezi, stim, Ze vysledek zavisi
na véku, pohlavi, dieté a geografické poloze. Je proto vhodné, aby si kazda
laboratof urcila vlastni referencni rozmezi pro svou vilastni populaci.

Referenéni rozmezi dana Hematologickou a biochemickou laboratofi AXIS-CZ

Hradec Kralové, s.r.o.: 0 — 5 IU/ml

Pristroje a pom ucky

Imunochemicky analyzator Immulite 2000, laboratorni odstfedivka, automatické

pipety

Reagencie
Skladovani reagencii probiha pfi teploté 2 — 8T, likvidace musi probihat

v souladu s platnymi predpisy.

Baleni soupravy pro stanoveni AFP L2KAP2 (je sloZzeno z jednotlivych
komponent, ty pfedstavuji ucelenou sadu). Pro stanoveni jsou zapotiebi také
Stitky s pfislusnymi ¢arovymi kody.

Souprava L2KAP2 obsahuje:

» AFP zasobnik s kuli ékami (L2AP12) - zasobnik je opatfen ¢arovym
kodem, obsahuje 200 kulicek potazenych monoklonalni mysSi protilatkou
proti AFP. Protilatka je stabilni pfi 2 — 8C do data exspirace. Souprava
L2KAP2 obsahuje 1 baleni L2AP12.

» AFP reagencie (L2APA2) - reagencie je opatfena Carovym koédem,
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11,5 ml proteinového pufru /zvifeciho sérového matrixu a 11,5 ml
z alkalické fosfatazy (z teleciho stfeva) konjugované s polyklonalni kréli¢i
protilatkou proti AFP v pufru s konzerva¢nim prostfedkem. Reagencie je
stabilni pfi teplot¢ 2 — 8C do data exspirace. Souprava L2KAP2
obsahuje 1 baleni L2APA2. Pfed pouZitim je nutno utrhnout vrSek Stitku
v perforovaném misté, ale nesmi se poSkodit ¢arovy kéd. Z vrchu
nadobky se odstrani uzaviraci folie, posuvny uzavér se zaklapne
do ramp na vi¢ku reagencie.

» AFP adjustory (LAPL, LAPH) - dvé ampulky, kazda o objemu 2,0 ml
s nizkou (oznaena A) a vysokou (oznacena B) koncentraci AFP
v hovézim sérovém matrixu. Stabilni 30dnu po otevieni po rekonstituci
pfi teploté 2 — 8CC nebo rozd élené na alikvotni ¢asti 6 mésicu pfi minus
20C. Souprava L2KAP2 obsahuje 1 baleni LAPL a LAPH .

Material dodavany zvlas t:

» L2SUBM: Chemiluminiscenéni substrat (Chemiluminiscent substrate)
» L2PWSM: Promyvaci roztok (Probe cleaning kit)

Spotirebni material

Zkumavky vak.BIO, zkumavky BIO MPT A24, Spi¢ky k automatickym pipetam
BSR 001, Spicky k automatickym pipetam BSR 002, kepy HITACHI BSA 031,
Pasteur. pipety BSV 134, mikrozkum. Eppendorf bilé BSA 022

Priprava k €innosti

Pfed zahajenim vlastni c¢innosti zkontroluji zasobu a stav reagencii
v reagenénim kruhu analyzatoru. Je také nutné nejméné jednou za sménu
(nejlépe s kazdou meérfenou sérii vzorkl) provést kontrolu jakosti pomoci
kontrolnich materidld. V pfipadé, Ze vysledky kontrol neodpovidaji
nastavenému toleranénimu rozmezi, musi se provést nova adjustace
(kalibrace), eventualné nalézt a odstranit pfipadné zavady a nasledné
zopakovat méfeni kontroly jakosti.

V pravidelnych intervalech se také musi provést predepsana udrzba
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analyzéatoru dle ndvodu v manualu pro IMMULITE 2000.

Stru €ny popis pracovniho postupu

Po stisknuti tlacitka nosiCe zkumavek A — F na obrazovce dojde k natoceni
karuselu tak, Ze je mozZno stojanek po otevieni vika vzorkového karuselu
vyjmout. Umistim rutinni analyzované vzorky séra v kepech HITACHI
v naplanovaném porfadi do vzorkovych Sedych stojankl, vlozim zpét
do karuselu a zaviu viko. Pokud je analyzator ve stavu PAUSE nebo STOP,
stisknu ikonu RUN. Tim se zahdji analyza, kterd dale probihd automaticky.
PoZzadavky na analyzy se do analyzatoru mohou pfenaSet pocitaCovou siti
prostfednictvim laboratorniho informacniho systému, nebo je mohu zadat ruéné
pomoci klavesnice Fidiciho pocitace analyzatoru.

Vysledky se z analyzatoru automaticky prenaSeji zpét do laboratorniho
informacniho systému. Po analytické a Iékafské kontrole jsou vydany

pozadujicimu pracovisti.

Adjustace (kalibrace)

Pfed adjustaci na testovaci zkumavky nalepim pfislusné Stitky (dodané
se soupravou) tak, aby z nich zabudovany snima¢ mohl precist ¢arové kody.
Adjustory se dodavaji v tekutém stavu v setu souc¢asné s reagenciemi.

Vyrobce doporucuje skladovani v lednici pfi 2 - 8C, v tom pfipadé jsou
stabilni az do doby exspirace vyznatené na kazdé lahvi¢ce. Otevieny
a rekonstituovany rozpipetovany material v alikvotech je stabilni maximalné

30 dna pfi uloZzeni v mrazaku (pfi minus 18 az minus 20<C).

Dokumentace, zpracovani dat a vydavani vysledk G

Automaticky analyzator vyhodnoti koncentraci AFP ve vzorku podle platné
adjustace.

Vysledek se pribézné zobrazuje na monitoru fidiciho pocitate analyzatoru
a soucCasné se automaticky prfenasi do laboratorniho informacniho systému LIS

MIKYSKA. Mimo to je mozny prabéZzny tisk vysledkd na pfipojené tiskarné
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analyzatoru. Nasleduje analytick& a lékarska kontrola vysledkl a jejich vyde,;.

Vysledky se wvydavaji v IU/ml na jedno desetinné misto. Pfedavaji
se (po splnéni vSech pozadavkl na stanoveni a po vySe zminéné analytické
a lékarské kontrole) na analyzu pozadujici pracovisté, bud v elektronické formé
pomoci pocitaCoveé sité nebo v papirové formé spolu s uvedenim fyziologickych
hodnot eventualné s vyznacenim jejich pfekroCeni.

VSechny vysledky se archivuji v elektronické formé v laboratornim informacnim
systému a mimo to jeSté v papirové formé v jednou denné wvytisténé hlavni

knize laboratore.

Interpretace vysledk

Zvysené hodnoty AFP se mohou vyskytovat u nenadorovych onemocnéni
- u akutni virové hepatitidy, chronické hepatitidy, jaterni cirhdzy, hereditarni
tyrosinemie. Dale u malignich onemocnéni nachazime zvySené hodnoty AFP
u hepatocelularnino karcinomu, karcinomu vaje¢niku, karcinomu GIT,
pulmonarniho karcinomu, ale zejména u neseminomatdzniho karcinomu
varlete, pro ktery slouzi AFP jako marker Uspésnosti resekce, pooperacni IéCby
i rekurence nadoru. Stanoveni koncentrace AFP v kombinaci s dalSimi
vySetienimi se vyuzZivA pro prenataini diagnostiku trisomie 21 (Downuav
syndrom). Pramérné koncentrace AFP jsou u téhotnych, jejichz plody jsou
postizeny, asi 0 1/3 nizSi nez pramérné koncentrace u téhotnych se zdravymi
plody. Koncentrace hCG (nejvice pouzivané doplikoveé vysSetieni) jsou u matek
déti s Downovym syndromem naopak vysSi nez pfi fyziologickém téhotenstvi.
Riziko postizeni Downovym syndromem se pak vypocitava z vysledku vySetfeni
obou markerd, eventuelné se dale kombinuje s rizikem vyplyvajicim z véku

matky.

Rizeni jakosti

Kontrolu kvality pomoci kontrolnich referenénich materialt je zapotfebi provadét
minimalné 1x za sménu a dale napfiklad vzdy po adjustaci, po servisnim

zasahu spojeném s vyménou vyznamné soucasti analyzatoru, pfi jakékoliv
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pochybnosti o spravnosti analyzy vzorkad, atd.
Ke kontrole a fizeni jakosti se pouziva kontrolni material na bazi lidského séra

s ur€enymi koncentracemi pro uvedeny princip metody:

» TMC Tumor Marker Controls oznacené jako TMCO. Tato kontrola se
pouziva ve tfech hladinach: level 1 (nizkd), level 2 (stfedni), level 3
(vysoka). Napfiklad TMCO level 1 ma u Sarze 028 hodnotu koncentrace
AFP 8,0 IU/ml, level 2 ma u Sarze 028 hodnotu koncentrace AFP
30,0 1U/ml, level 3 m& u Sarze 028 hodnotu koncentrace AFP 66,0 IU/ml.
Kontrolni séra jsou dodavéana v lyofilizované formé (1 baleni obsahuje
6 ks lahvicek @ 5 ml o 3 riznych hladinach koncentraci analytu), pred

pouzitim je nutné proveést rekonstituovani.

Doporucéeny postup rekonstituovani lyofilizovaného materialu:

1. Opatrné oteviit lahvicku a vyjmout gumovou vlozku. PFitom vénovat
maximalni pozornost zabranéni ztratam lyofilizovaného materialu zachyceného
na gumové vlozce.

2. Pridat sklenénou nebo automatickou pipetou, uréenou pouze pro fedéni
standardnich a kontrolnich roztokd, do lahvi¢ky pfesné 5,0 ml vody pro injekce
(Aqua pro injectione Ardeapharma)

3. Uzavfit lahvicku gumovou vilozkou a po 30 minutach opatrné promichat
otaCenim a prevracenim (netfepat!) az do kompletniho rozpusténi obsahu.
Pockat alespori 2 hodiny, neZz se takto rekonstituovany material pouZije
ke kontrole.

Lyofilizovana kontrolni séra se uchovavaji v lednici pfi 2 - 8C. V tom p fipadé
jsou stabilni az do doby exspirace vyznacené na kazdé lahviCce.
Rekonstituovana (a eventuelné rozpipetovana) uzaviena kontrolni séra jsou pro
stanoveni koncentrace AFP stabilni 7 dni pfi uchovavani v lednici pfi teploté
2 - 8T a stabilni maximaln & 30 dna pfi uloZzeni v mrazéku (pfi minus 18 az
minus 20C).

Vysledky ziskavané pfi analyzach kontrolnich materiald se prabézné

zaznamenavaji do kontrolnich regulaénich diagramd. V regulaénich diagramech

jsou mimo primérnych hodnot kontrolniho materialu vyznaéeny i varovné
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(pramér = 2 x smérodatna odchylka) a regulaéni (pramér + 3 x smérodatna
odchylka) meze. Eventuelni prekro¢eni téchto mezi znamend, Ze se analyza
vzorkd pacientd nemuze provést, metodu a postup je vtomto pfipadé nutné
provéfit a po odstranéni zjisténé zavady analyzu kontrolnich materialt

zopakovat.
Soucasti kontroly a fizeni jakosti je pravidelna G¢ast na mezilaboratornich

kontrolach kvality organizovanych ve vhodnych intervalech napfiklad firmou
SEKK .

Statistika vySet Feni AFP v laborato Fi AXIS

Narustajici vyznam stanoveni AFP doklada i statistika tohoto vySetfeni
v Hematologické a biochemické laboratofi AXIS-CZ Hradec Kréalové, s.r.o.
v letech 2006 az 2008 (obr. €. 26)
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Obr. €. 26: Statistika vySet Ffeni AFP v letech 2006 - 2008

Z uvedeného grafu vyplyva i nartstajici vyznam téchto vySetfeni, za posledni tfi

roky stoupl pocet vySetfeni o 128,6%.
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Priklad €.1
Vybrand kazuistika z databdze laboratore AXIS-CZ - sledovani prubéhu

onemocnéni a efekt [éEby u generalizovaného karcinomu varlete:

Pacient, muz, 52 let, sledovan v laboratofi AXIS-CZ v souvislosti s diagnézou
karcinomu varlete; 5/2007 proveden chirurgicky zakrok (levostranna
orchiectomie), pfedopera¢ni patologické hodnoty AFP. Od 11/2007 do 6/2008
chemoterapie. AFP jiz od 3/2008 ve fyziologickych hodnotach. Pacient nyni

monitorovan se stale fyziologickymi hodnotami AFP (obr. €. 27).
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Obr. €. 27: Kazuistika AFP
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5.2 Tkanové ¢i organov é specifické antigeny

5.2.1 Stanoveni koncentrace celkového PSA v séru im  unochemicky (CLIA)

na analyzatoru Immulite 2000

Teorie, pouziti, preanalytické pozadavky

Podrobné popséano v kapitole 3.2.1 v teoretické ¢asti diplomoveé prace.

Princip

Stanoveni je zaloZzeno na sekvenéni imunochemické reakci. PSA se v prostfedi
pufrovaného roztoku s obsahem sérovych bilkovin vaze jednim epitopem
na monoklonalni mysi protilatku imobilizovanou na polystyrenové kulicce.
Po odstfedivém odstranéni nezreagovaného materialu a promyti reaguje druhy
epitop PSA s polyklonalni kozi protilatkou konjugovanou s alkalickou
fosfatazou. Reakce probiha 30 minut pfi 37<C. Po odstran éni nezreagovaného
materialu centrifugaci a promytim se pfida substrat fosforeény ester adamantyl
dioxetanu, ktery hydrolyzuje stykem s alkalickou fosfatazou za vzniku
nestabilnino meziproduktu. Ten se ihned rozpada za produkce zafeni, které
se detekuje luminometrem. Intenzita vzniklého zéafeni je pfimo Umérna

koncentraci PSA ve vySetfovaném vzorku.

Inkubaéni cykly: 1 x 30 minut
Potfebny objem vzorku: 10 ul (+ mrtvy objem 150 pl)séra

Odb ér priméarniho vzorku a transport

Stanoveni se provadi v séru. Specialni pfiprava pacienta ani dieta neni nutna,
pro obvyklé vySetfovani je vhodny odbér rano, nalacno. Odbér se provadi
ze Zily, za pouziti zkumavky pro biochemicky odbér, bezprostfedné po odbéru
je nutno vzorek odstredit.

Vzorky je tfeba odebirat pfed biopsii, prostatektomii nebo prostatickou masazi.
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Manipulace s pfedstojnou Zlazou muze zpuasobit zvySené hodnoty koncentrace
PSA, které pretrvavaji i tfi tydny. Vysledky falesSné zvySuje téz retence moce.
Manipulace s materialem - dle béznych zasad prace s biologickym infek&nim

materialem. Stabilita vzorku je 48 hodin pfi 2 — 8<C, déle p fi minus 20<C.

Znaky analytické metody

> Analytickd proveditelnost: Casova dostupnost vysledku - vysledky jsou

k dispozici 3 hodiny od pfijeti materialu, statimové vySetifeni do 1 hodiny.
» Linearita: Test je linearni v rozmezi hodnot 0,04 -150 ug/l.
» Presnost: Pfi zavadéni metodiky v laboratofi AXIS byly vzorky
opakované stanovovany duplicitné v pribéhu 20ti dni, celkem 40 cykl{
a 80 replikatu (tab. €. 5).

Tab. €. 5: Stanoveni p fesnosti metodiky pro stanoveni PSA v laborato  Fi AXIS

V sérii Celkem

Stredni SD CV% SD CV%
hodnota

2,8 0,10 3,6 0,14 5,0
7,4 0,23 3,1 0,36 4.9
11,4 0,34 3,0 0,60 5,3
25 0,70 2,8 1,1 4.4
65 1,4 2,2 2,5 3,9
126 3,2 2,5 4,7 3,7

Pro ucely této diplomové prace jsem stanovovala PSA ve vzorku zdravého

pacienta, opakované 13krat v pribéhu 1 dne pro ovéreni reprodukovatelnosti

(tab. C. 6).
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Tab. .€. 6: Oveéreni reprodukovatelnosti metodiky pro stanoveni PSA v laborato Fi AXIS

Cislo m éfeni Hodnota PSA (ug/L)
1 0,959
2 0,973
3 0,999
4 1,01
5 1,02
6 0,958
7 1,09
8 0,865
9 1,05
10 0,969
11 1
12 1,07
13 1,07
Prameérna hodnota 1,003
Smérodatna odchylka 0,061
Varia €ni koeficient (%) 6,052
» Citlivost: 0,04 ug/l
» Limitace - interference: nasledujici sledované interferujici latky

nezpulsobuji v metodé vyznamnou interferenci

e Bilirubin: pfitomnost bilirubinu v koncentracich do 342 pumol/l

nema v ramci pfesnosti stanoveni zadny vliv na vysledky.

* Hemolyza: pfitomnost Cervenych krvinek oddélnych od plazmy

v koncentracich do 30 pl/ml nema v ramci presnosti stanoveni

zadny vliv na vysledky.

e Lipémie: pfitomnost triglyceridd v koncentracich do 56,5 mmol/I

nema v ramci pfesnosti stanoveni zadny vliv na vysledky.

» Specificita: PSA je silné specificky se zvlasté nizkou zkfizenou

reaktivitou na  ostatni

pfirozené se  vyskytujici  slou€eniny

a chemoterapeutické prostfedky, které se mizou se objevit ve vzorcich

pacientu.

» Toleranni_rozpéti chyb pfi

mezilaboratornich kontrolnich cyklech

organizovanych firmou SEKK bylo v letech 2007 - 2009 15%.
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Referen éni a varovna rozmezi

Vyrobce udava referenéni fyziologické rozmezi, stim, Ze vysledek zavisi
na véku, pohlavi, dieté a geografické poloze. Je proto vhodné, aby si kazda
laboratof urcila vlastni referencni rozmezi pro svou vilastni populaci.

Referenéni rozmezi dand Hematologickou a biochemickou laboratofi AXIS-CZ

Hradec Kralové, s.r.o.: 0 — 4 ug/l

PFistroje a pom ucky
Viz kapitola 5.1.1

Reagencie
Baleni soupravy pro stanoveni PSA L2KPS2 (je sloZzeno z jednotlivych

komponent, ty pfedstavuji ucelenou sadu). Pro stanoveni jsou zapotfebi Stitky
s ¢arovymi kody.
Souprava L2KPS2 obsahuje:

» PSA zésobnik s kuli €ékami (L2PS12) - z&sobnik je opatfen ¢arovym
kodem, obsahuje 200 kuliC¢ek potazenych polyklonalni kozi protilatkou
anti-PSA. Protilatka je stabilni pfi 2 — 8C do exspirace.

» PSA reagencie (L2PSA2) - reagencie je opatfena ¢arovym kédem,
obsahuje 11,5 ml alkalické fosfatazy (z teleciho stfeva) konjugované
s monoklonalni mysi protilatkou anti-PSA v pufru, s konzervaénim
prostfedkem. Reagenci je stabilni pfi teploté 2 — 8C do exspirace. Pred
pouzitim je nutno utrhnout vrSek Stitku v perforovaném misté, ale nesmi
se poskodit ¢arovy kéd. Z vrchu nadobky se odstrani uzaviraci folie,
posuvny uzaveér se zaklapne do ramp na vicku reagencie.

» PSA adjustory (LPSL LPSH) - dvé ampulky kazda o obsahu 1,5 ml
s nizkou (oznaCena A) a vysokou (oznacena B) koncentraci PSA
v kufecim séru/ pufrovaném matrixu. Stabilni 30dnd po otevieni
pfi teploté 2 — 8C nebo rozd élené na alikvotni ¢asti 6 mésicl pfi minus
20<C.
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Material dodavany zvlas t:
» L2SUBM: Chemiluminiscenéni substrat (Chemiluminiscent substrate)
» L2PWSM: Promyvaci roztok (Probe cleaning kit)

Spotiebni material: p Fiprava k ¢éinnosti; stru ény popis pracovniho

postupu; adjustace
Viz kapitola 5.1.1

Dokumentace, zpracovani dat a vydavani vysledk U

Analyzator vyhodnoti koncentraci PSA ve vzorku podle platné adjustace.
Vysledky se vydavaji v pg/l s presnosti na jedno desetinné misto. Déle
viz kapitola 5.1.1.

Interpretace vysledk

Samotné stanoveni PSA v séru neni vhodné pro screening rakoviny prostaty,
protoZze zvySena koncentrace PSA se rovnéz objevuje u pacientl s benigni
prostatickou hypertrofii (BPH). Rovnéz se nedoporuCuje jako voditko
pfi uréovani stadia onemocnéni. Kombinace méfeni PSA a ultrasonografického
rektalniho vySetreni, v pfipadé patologického nalezu muzZe predstavovat lepsi
metodu zjiSténi rakoviny prostaty nez samotné rektalni vySetfeni. Stanoveni
PSA ma pfi odhaleni rakoviny prostaty oproti digitalnimu rektalnimu vysSetfeni
nebo ultrasonografii nékolik vyhod. Vysledek je objektivni, vyjadieny
kvantitativné a vyjadifeny nezavisle na dovednostech vySetfujiciho. Zplisob
vySetieni je rovnéz pro pacienty pfijatelnéjsi nez jiné metody.

Stanoveni PSA je uziteCné pfi detekci metastatickeho nebo pfetrvavajicino
onemocnéni u pacientt po chirurgickém zakroku nebo |éEbé rakoviny prostaty.
Pretrvavajici zvySena hladina PSA po 1é¢bé, nebo narust koncentrace PSA vUci
stavu pred lé¢bou, jsou znaky recidivy nebo residualniho onemocnéni. Proto je
stanoveni PSA obecné akceptovano jako pomuicka pfi pé¢i o pacienty

s rakovinou prostaty.
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American Cancer Society (Americkd onkologickd spole¢nost) navrhla, aby
se 50ti letym muzdm a rovnéz mladsSim, ale rizikovéjSim pacientim, kazdoro¢né

nabidlo stanoveni PSA pomoci krevnich testd a digitalni rektalni vySetfeni.

Pokud se hladina PSA nachazi mezi 4 — 10 pg/l, je vhodné stanovit téz fPSA.
Hodnoti se pak pomér koncentraci fPSA/PSA x 100 (%). Pro ziskany vysledek
plati pak toto hodnoceni: maligni nador 0 — 15%; hrani¢ni hodnoty 15 — 20%;

benigni onemocnéni 20% a vice.
ZvySené hladiny PSA se mohou objevovat i u nemocnych s jinym malignim

nadorovym onemocnénim, napf. s karcinomem plic, kolorektalnim karcinomem,

karcinomem prsu, hepatocelularnim karcinomem a karcinomem nadledvin.

Rizeni jakosti

Kontrolu kvality pomoci kontrolnich referenénich materialt je zapotfebi provadét
minimalné 1x za sménu a déale napfiklad vzdy po adjustaci, po servisnim
zasahu spojeném s vyménou vyznamné soucasti analyzatoru, pfi jakékoliv
pochybnosti o spravnosti analyzy vzorkd, atd.

Ke kontrole a fizeni jakosti pouzivame kontrolni material na bazi lidského séra

s uréenymi koncentracemi pro uvedeny princip metody:

» TMC Tumor Marker Controls oznacené jako TMCO. Tato kontrola
se pouziva ve tfech hladinach: level 1 (nizkd), level 2 (stfedni), level 3
(vysoka). Napfiklad TMCO level 1 ma u Sarze 028 hodnotu koncentrace
PSA 4,4 ugl/l, level 2 ma u Sarze 028 hodnotu koncentrace PSA 9,5 ug/l,
level 3 ma u Sarze 028 hodnotu koncentrace PSA 30 ug/l. Kontrolni séra
jsou dodavana v lyofilizované formé (1 baleni obsahuje 6 ks lahvic¢ek
a 5 ml o 3 rlznych hladinach koncentraci analytu), pfed pouzitim je
nutné provést rekonstituovani (viz doporuceny postup rekonstituovani

lyofilizovaného materialu, kapitola 5.1.1).
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Soucasti kontroly a fizeni jakosti je pravidelna G¢ast na mezilaboratornich
kontrolach kvality organizovanych ve vhodnych intervalech napfiklad firmou
SEKK .

Statistika vySet Feni celkového PSA v laborato Fi AXIS

Z nize uvedené statistiky vySetfeni celkoveho PSA v Hematologické
a biochemické laboratofi AXIS-CZ Hradec Kralové, s.r.o. v letech 2006 az 2008
vyplyva nardstajici vyznam tohoto vySetfeni, souvisejici pravdépodobné
i se stale vétSim vyskytem karcinomu prostaty. Pocet vySetfeni celkového PSA
béhem poslednich 3 let stoupl 0 59% (obr. € 28).
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Obr. €. 28: Statistika vySet Feni celkového PSA v letech 2006 - 2008

Priklad €.2

Vybrand kazuistika z databaze laboratore AXIS-CZ - sledovani prtibéhu

onemocnéni a efekt [é¢by u karcinomu prostaty:

Pacient, muz, 59let, vySetfovan v laboratofi AXIS-CZ v souvislosti s diagndzou
karcinomu prostaty; 8/2008 proveden chirurgicky zakrok (transuretralni resekce

prostaty), pfedoperacni patologické hodnoty PSA. Po operaci je hladina PSA
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u pacienta monitorovana kazdy mésic a dle naSi databadze se nachazi

ve fyziologickych hodnotach (obr. &. 29).
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Obr. €. 29: Kazuistika PSA

5.2.2 Stanoveni koncentrace CA125 v séru imunochemi cky (CLIA) na

analyzatoru Immulite 2000

Teorie, pouziti, preanalytické pozadavky

7 v 7z

Podrobné popséano v kapitole 3.2.3 v teoretické ¢asti diplomové prace.

Princip_

Stanoveni je zaloZzeno na sekvenéni imunochemické reakci. Ke stanoveni
CA125 na analyzatoru IMMULITE 2000 se pouzivaji mySi monoklonalni
protilatky k navazani a krali€i polyklonalni protilatky k detekci antigenu CA125.
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CAl125 se vaZze jednim epitopem na monoklonalni mysi protilatku
imobilizovanou na polystyrenové kulicce a druhy epitop CA125 reaguje
s polyklonalni krali¢i protilatkou konjugovanou s alkalickou fosfatdzou. Reakce
probihd 60 minut pfi 37<C. Po 30 minutach inkubace se k reak ¢ni smési pfida
pufr. Po odstfedivém odstranéni nezreagovaného materialu a promyti se pfida
substrat fosforeCny ester adamantyl dioxetanu, ktery hydrolyzuje stykem
s alkalickou fosfatdzou za vzniku nestabilniho meziproduktu. Ten se ihned
rozpada za produkce zafeni, které se detekuje luminometrem. Intenzita

vzniklého zafeni je pfimo umérna koncentraci CA125 ve vySetfovaném vzorku.

Inkubacni cykly: 2 x 30 minut
Potfebny objem vzorku: 50 ul (+ mrtvy objem 150 pl)séra

Odb ér primarniho vzorku a transport

Specialni pfiprava pacienta ani dieta neni nutna, pro obvyklé vySetfovani
je vhodny odbér rano, nalacno. Odbér se provadi ze Zily, za pouZiti zkumavky
pro biochemicky odbér, bezprostfedné po odbéru je nutno vzorek odstredit.
Hemolyzované vzorky mohou byt znamkou nespravného zachazeni
s preparatem jesSté pred pfijetim do laboratofe, proto by vysledky mély byt
interpretovany s obezfetnosti.

Dle béZznych zasad prace s biologickym infekénim materialem. Stabilita vzorku

séra je 7 dni pfi 2 — 8C, 2 m ésice pfi minus 20C.

Znaky analytické metody

> Analytickd proveditelnost: Casova dostupnost vysledku - vysledky jsou

k dispozici 3 hodiny od pfijeti materialu, statimové vySetfeni do 2 hodin.
> Linearita: Test je linearni v rozmezi hodnot 0 - 500 1U/ml.
» Presnost. Pfi zavadéni metodiky v laboratofi AXIS byly vzorky
opakované stanovovany duplicitné v pribé&hu 20ti dni, celkem 40 cykl
a 80 replikatu (tab. &. 7).
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Tab. €. 7: Stanoveni p fesnosti metodiky pro stanoveni CA125 v laborato  Fi AXIS
V sérii Celkem

Stredni SD CV% SD CV%
hodnota
5,6 0,22 3,9 0,61 11,0
23,0 1,1 4,8 1,2 52
41,0 1,8 4.4 1,9 4,6
92,0 3,7 4,0 4,7 51
111,0 4,5 4,1 5,0 4,5
184,0 8,2 4,5 9,2 5,0
292,0 12,0 4,1 15,0 51
394,0 20,0 51 21,0 5,3

Pro ucely této diplomové prace jsem stanovovala CA125 ve vzorku nemocné

pacientky, opakované 13krat v pribéhu 1 dne pro ovéfeni reprodukovatelnosti

(tab. €. 8).

Tab. .€. 8: Ovéreni reprodukovatelnosti metodiky pro stanoveni CA12

5 v laborato i AXIS

Cislo m éfeni Hodnota CA125 (IU/mL)

1 61,4

2 64,2

3 68,5

4 61,9

5 65,7

6 62,4

7 68,0

8 64,1

9 62,9

10 61,0

11 65,8

12 67,2

13 63,6
Priameérna hodnota 64,362
Smérodatna odchylka 2,501
Varia€ni koeficient (%) 3,886

> Citlivost: 1 IU/ml

> Limitace

- interference:

nasledujici sledované interferujici latky

nezpusobuji v metodé vyznamnou interferenci
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e Bilirubin: pfitomnost bilirubinu v koncentracich do 342 pmol/l
nema v ramci pfesnosti stanoveni zadny vliv na vysledky.

* Hemolyza: pfitomnost hemoglobinu v koncentracich do 1,92 g/l
nema v ramci pfesnosti stanoveni zadny vliv na vysledky.

* Lipémie: pfitomnost triglyceridd v koncentracich do 33,9 mmol/I
nema v ramci pfesnosti stanoveni zadny vliv na vysledky.

» Toleranni_rozpéti chyb pfi mezilaboratornich kontrolnich cyklech

organizovanych firmou SEKK bylo v letech 2007 - 2009 17%.

Referen éni a varovna rozmezi

Vyrobce udava referencni fyziologické rozmezi, stim, Ze vysledek zavisi
na véku, pohlavi, dieté a geografické poloze. Je proto vhodné, aby si kazda
laboratof urcila vlastni referenéni rozmezi pro svou vlastni populaci.

Referenéni rozmezi dana Hematologickou a biochemickou laboratofi AXIS-CZ

Hradec Kralové, s.r.o.: 0 — 21 IU/ml

Pristroje a pom ucky
Viz kapitola 5.1.1

Reagencie
Skladovani reagencii probiha pfi teploté 2 — 8T, likvidace musi probihat

v souladu s platnymi pfedpisy.

Baleni soupravy pro stanoveni CA125 L2KOP2 (je sloZeno z jednotlivych
komponent, ty pfedstavuji ucelenou sadu). Pro stanoveni jsou zapotfebi Stitky
s ¢arovymi kody.

Souprava L2KOP2 obsahuje:

» OV zésobnik s kuli ékami (L20P12) - z&sobnik je opatfen €arovym
kodem, obsahuje 200 kuliCek potazenych monoklonalni mysi protilatkou
proti CA125. Protilatka je stabilni pfi 2 — 8<C do exspirace.

» OV reagencie (L2OPA2) - reagencie je opatfena ¢arovym kbédem,
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obsahuje 11,5 ml alkalické fosfatazy (z teleciho stfeva) konjugované
s polyklonalni krali¢i protilatkou proti CA125 v pufru s konzervaénim
prostfedkem. Reagencie je stabilni pfi teploté 2 — 8°C do exspirace. Pred
pouzitim je nutno utrhnout vrSek Stitku v perforovaném misté, ale nesmi
se poskodit ¢arovy kéd. Z vrchu nadobky se odstrani uzaviraci folie,
posuvny uzaveér se zaklapne do ramp na vic¢ku reagencie.

» OV adjustory (LOPL LOPH) - dvé ampulky s nizkou (oznatena A)
a vysokou (oznaCena B) koncentraci CA 125 v bilkovinné/pufrované
matrici zvifeciho puvodu s konzervaénim prostifedkem. Stabilni 30 dn(
po otevieni po rekonstituci pfi teplot¢ 2 — 8T nebo rozdélené

7 v 7z

na alikvotni ¢asti 6 mésicl pfi minus 20C.

Material dodavany zvilas t:
» L2SUBM: Chemiluminiscenéni substrat (Chemiluminiscent substrate)
» L2PWSM: Promyvaci roztok (Probe cleaning kit)

Spotiebni material: p Fiprava k ¢éinnosti; stru ény popis pracovniho

postupu; adjustace
Viz kapitola 5.1.1

Dokumentace, zpracovani dat a vydavani vysledk u

Analyzator hodnoti koncentraci CA125 ve vzorku podle platné adjustace.
Vysledky se vydavaji v IU/ml s pfesnosti na jedno desetinné misto. Dale

viz kapitola 5.1.1.

Interpretace vysledk

ZvySené koncentrace CA 125 v séru byla pozorovana u benignich afekci ovarii
a endometria, u hepatopatii, pankreatitid, drézdéni peritonea, dale fyziologicky

v téhotenstvi nebo v pribéhu menstruace.
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ZvySené hladiny CA125 jsou pozorovdny u nemocnych s témito druhy
malignich nadorovych onemocnéni: karcinom ovarii, karcinom délohy,
endometria a prsu, karcinom pankreatu, jater, Zaludku, kolorekralni karcinom,
bronchogenni karcinom, matastazy vySe uvedenych karcinomu do jater.

Screening CA 125 je doporucovan u rizikové skupiny Zen, a to s dédi¢nym
syndromem ovarialniho karcinomu. Sérova hladina CA 125 je vyznamna
predevSim pro sledovani efektu terapie a dlouhodobé monitorovani nemocnych
s karcinomem ovarii, pfedevSim nemucindézniho typu, t. u serdznich

a nediferencovanych karcinomd ovaria.

Rizeni jakosti

Kontrolu kvality pomoci kontrolnich referenénich materialt je zapotfebi provadét
minimalné 1x za sménu a déale napfiklad vzdy po adjustaci, po servisnim
zasahu spojeném s vyménou vyznamné soucasti analyzatoru, pfi jakékoliv
pochybnosti o spravnosti analyzy vzorkd, atd.

Ke kontrole a fizeni jakosti pouzivame kontrolni material na béazi lidského séra

s uréenymi koncentracemi pro uvedeny princip metody:

» TMC Tumor Marker Controls oznacené jako TMCO. Tato kontrola
se pouziva ve tfech hladinach: level 1 (nizkd), level 2 (stfedni), level 3
(vysoka). Napriklad TMCO level 1 ma u Sarze 028 hodnotu koncentrace
CA125 27,0 IU/ml, level 2 mé& u Sarze 028 hodnotu koncentrace CA125
44,0 1U/ml, level 3 ma u Sarze 028 hodnotu koncentrace CA125 90 IU/ml.
Kontrolni séra jsou dodavana v lyofilizované formé (1 baleni obsahuje
6 ks lahvicek a 5 ml o 3 rlznych hladinach koncentraci analytu), pred

pouzitim je nutné provést rekonstituovani (viz kapitola 5.1.1).
Soucasti kontroly a fizeni jakosti je pravidelna a¢ast na mezilaboratornich

kontrolach kvality organizovanych ve vhodnych intervalech napfiklad firmou
SEKK.
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Statistika vySet Feni CA125 v laborato Fi AXIS

Statistika vySetfeni CA 125 v Hematologické a biochemické laboratofi AXIS-CZ
Hradec Kralové, s.r.o. vletech 2006 az 2008 doklada i naruUstajici vyznam
téchto vySetfeni stejné jako v pfedchozich pfipadech. Za posledni tfi roky stoupl
pocet vySetfeni CA125 0 59,4% (obr. &. 30).
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Obr. €. 30: Statistika vySet Ffeni CA125 v letech 2006 - 2008

Priklad €. 3
Vybrand kazuistika z databdze laboratore AXIS-CZ - sledovani prubéhu

onemocnéni a efektu IéEby u karcinomu ovatrii :

Pacientka, Zzena, 6llet, sledovana v laboratofi AXIS-CZ v souvislosti
s diagn6zou karcinomu ovarii, 1/2006 proveden chirurgicky zékrok, lé¢ena
adjuvantni chemoterapii do 10/2007, pokles CA125. 6/2007 vzestup CA125, CT
vySetfeni bez patologickych nélezli, opét nasazena chemoterapie
s pfechodnym poklesem CA125. Od 8/2007 opét vzestup CA125, proto zména
chemoterapie. Od pocatku r. 2008 pokles CA125 do fyziologickych hodnot,

monitorovand i nadale (obr. €. 31).
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Obr. €. 31: Kazuistika CA125

5.3 Nespecifické antigeny a tumorové markery

5.3.1 Stanoveni koncentrace ferritinu v séru imunoc hemicky (CLIA) na

analyzatoru Immulite 2000

Teorie, pouziti, preanalytické pozadavky

7 v 7z

Podrobné popséano v kapitole 3.3.1 v teoretické ¢asti diplomové prace.

Princip

Stanoveni je zaloZzeno na reakci jednoho epitopu ferritinu s monoklonélni mysi
protilatkou navazanou na polystyrenové kulicce a druhého epitopu
s polyklonalni kozi protilatkou konjugovanou s alkalickou fosfatazou

v reagencnim pufrovaném roztoku. Reakce probiha 30 minut pfi 37<C.
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Nenavazany material se odstrani odstfedivym promyvanim. Pfida se substrat
fosforeCny ester adamantyl dioxetanu, ktery hydrolyzuje stykem s alkalickou
fosfatazou za vzniku nestabilniho meziproduktu. Ten se ihned rozpada
za produkce zéareni, které se detekuje luminometrem. Intenzita vzniklého zareni

je pfimo umérna koncentraci ferritinu ve vySetfovaném vzorku.

Inkubacni cykly: 1 x 30 minut
Potfebny objem vzorku: 10 ul (+ mrtvy objem 150 pl)séra

Odb ér primarniho vzorku a transport

Stanoveni se provadi v nehemolytickém séru. Specialni pfiprava pacienta ani
dieta neni nutna, pro obvyklé vySetfovani je vhodny odbér rano, nalacno. Odbér
se provadi ze Zily, za pouZziti zkumavky pro biochemicky odbér, bezprostifedné

po odbéru je nutno vzorek odstfedit.

Znaky analytické metody

> Analytickd proveditelnost: Casova dostupnost vysledku - vysledky jsou

k dispozici 3 hodiny od pfijeti materialu, statimové vySetfeni do 1 hodiny.
» Linearita: Test je linearni v rozmezi hodnot 0 -1500 ug/l.
» Presnost: PFfi zavadéni metodiky v laboratofi AXIS byly vzorky
opakované stanovovany duplicitné v pribéhu 20ti dni, celkem 40 cykl{
a 80 replikatt (tab. €. 9).

Tab. €. 9: Stanoveni p fesnosti metodiky pro stanoveni ferritinu v laborato i AXIS

V séri Celkem

Stredni SD CV% SD CV%
hodnota

13,0 0,44 3,4 0,76 5,9
158,0 4,7 3,0 6,3 4,0
323,0 11,0 3,4 18,0 5,6
531,0 21,0 4,0 28,0 5,3
1081,0 57,0 5,3 78,0 7,2
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Pro Ucely této diplomové prace jsem stanovovala ferritin ve vzorku zdravé

pacientky, opakované 14krat v pribéhu 1 dne pro ovéfeni reprodukovatelnosti

(tab. &. 10).

Tab. .€. 10: Ovéreni reprodukovatelnosti metodiky pro stanoveni ferr

itinu v laborato Fi

AXIS

Cislo m éfeni Hodnota ferritinu (ug/L)

1 14,0

2 13,0

3 12,4

4 12,6

5 14,1

6 12,9

7 13,0

8 13,2

9 12,0

10 12,3

11 12,2

12 13,1

13 12,3

14 13,4
Pramérna hodnota 12,893
Smérodatna odchylka 0,645
Varia€ni koeficient (%) 5,003

» Citlivost: 0,4 pgl/l

> Limitace - interference:

nasledujici

sledované interferujici latky

nezpulsobuji v metodé vyznamnou interferenci

» Bilirubin: pfitomnost bilirubinu v koncentracich do 342 pmol/l

nema v ramci pfesnosti stanoveni zadny vliv na vysledky.

* Hemolyza: pfitomnost ¢ervenych krvinek oddélenych od plazmy

v koncentracich do 30 pl/ml nema vramci pfesnosti stanoveni

zadny vliv na vysledky.

* Lipémie: pfitomnost triglyceridd v koncentracich do 56,5 mmol/I

nema v ramci pfesnosti stanoveni zadny vliv na vysledky.

» Toleranéni rozpéti chyb pfi mezilaboratornich kontrolnich cyklech
organizovanych firmou SEKK bylo v letech 2007 - 2009 22%.
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Referen éni a varovna rozmezi

Vyrobce udava referenéni fyziologické rozmezi, stim, Ze vysledek zavisi
na véku, pohlavi, dieté a geografické poloze. Je proto vhodné, aby si kazda
laboratof urcila vlastni referencni rozmezi pro svou vilastni populaci.
Referenéni rozmezi dand Hematologickou a biochemickou laboratofi AXIS-CZ
Hradec Kralové, s.r.o.: muzi : 28 - 365 ug/l

Zeny : 5-148 ug/l

Pristroje a pom_ucky
Viz kapitola 5.1.1

Reagencie
Skladovani reagencii probiha pfi teploté 2 — 8T, likvidace musi probihat

v souladu s platnymi pfedpisy.

Baleni soupravy pro stanoveni ferritinu L2KFE2 (je sloZzeno z jednotlivych
komponent, ty predstavuji ucelenou sadu). Pro stanoveni jsou zapotfebi Stitky
s ¢arovymi kody.

Souprava L2KFE2 obsahuje:

» Ferritin zasobnik s kuli €kami (L2FE12) - zasobnik je opatfen ¢arovym
kodem, obsahuje 200 kuli¢ek potazenych monoklonalni mySi protilatkou
proti ferritinu. Protilatka je stabilni pfi 2 — 8CC do exspirace.

» Ferritin reagencie (L2ZFEA2) - reagencie je opatfena ¢arovym kodem,
obsahuje 11,5 ml alkalické fosfatazy (z teleciho stfeva) konjugované
s polyklonalni kozi protilatkou proti ferritinu v pufru, s konzervaénim
prostfedkem. Reagenci je stabilni pfi teploté 2 — 8C do exspirace. Pred
pouzitim je nutno utrhnout vrSek Stitku v perforovaném misté, ale nesmi
se poskodit ¢arovy kéd. Z vrchu nadobky se odstrani uzaviraci folie,
posuvny uzaveér se zaklapne do ramp na vicku reagencie.

» Ferritin adjustory (LFEL, LFEH) - dvé ampulky kazda o obsahu 2,5 ml
s nizkou (oznaena A) a vysokou (oznacena B) koncentraci FER

v lidském séru/ pufrovaném matrixu. Stabilni 30 dnU po otevieni
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pfi teploté 2 — 8C nebo rozd élené na alikvotni ¢asti 6 mésicl pfi minus
20C.

Material dodavany zvlas t:

» L2SUBM: Chemiluminiscenéni substrat (Chemiluminiscent substrate)
» L2PWSM: Promyvaci roztok (Probe cleaning kit)

Spotiebni material: p Fiprava k ¢éinnosti; stru ény popis pracovniho

postupu; adjustace
Viz kapitola 5.1.1

Dokumentace, zpracovani dat a vydavani vysledk U

Analyzator hodnoti koncentraci ferritinu ve vzorku podle platné adjustace.

Vysledky se vydavaji v ug/l. Dale viz kapitola 5.1.1.

Interpretace vysledk G, konzulta éni éinnosti a hlaSeni

Patologické zvySeni ferritinu nad 400 pg/l byva velice Casto u téchto
nadorovych onemocnéni: Hodgkinova choroba, maligni melanom, kolorektalni
karcinom, rakovina prsu. Asi u 35% pacientd s testikularnimi tumory,
karcinomem prostaty, jater, akutni leukémii, s mnohoCetnym myelomem
a neuroblastomem. Ferritin lze povazovat za pozitivni reaktant akutni faze
s maximem zvySeni v séru 8. — 10. den, takze se mlize nespecificky zvySovat
u akutnich virovych hepatitid, ale i u jinych zanétlivych onemocnénich.
Do cirkulace se uvoliuje z rozpadu hepatocytl pfi jejich nekr6ze. Po Ustupu
akutniho zanétu se hladina ferritinu ustali pod 400 pg/l. Pfi malignich
onemocnénich pretrvava trvale zvySena hodnota.

Stanoveni koncentrace ferritinu v séru je dulezité pfi diagnose nadbytku nebo
nedostatku Zeleza, pfi diferenciaci mezi anémii z nedostatku Zeleza a anémii
Z jinych pfi€in, pfi sledovani progresivni eroze zasob Zeleza v téhotenstvi,
u pacientd podstupujicich pravidelnou dialyzu, pfi screeningu precirhotické

hemochromatd6zy, pfi monitorovani pacientt pravidelné lé€enych transfuzi atd.
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Rizeni jakosti

Kontrolu kvality pomoci kontrolnich referenénich materialt je zapotfebi provadét
minimalné 1x za sménu a dale napfiklad vzdy po adjustaci, po servisnim
zasahu spojeném s vyménou vyznamné soucasti analyzatoru, pfi jakékoliv
pochybnosti o spravnosti analyzy vzorkd, atd.

Ke kontrole a fizeni jakosti pouzivame kontrolni material na bazi lidského séra

s uréenymi koncentracemi pro uvedeny princip metody:

» Ferritine Controls oznaCené jako FECM. Tato kontrola se pouziva
ve dvou hladinach: level 1 (nizka), level 2 (vysokd). Napfiklad FECM
level 1 ma u SarZze 0102 hodnotu koncentrace FER 36 ug/l, level 2 méa
u Sarze 0102 hodnotu koncentrace FER 175 pg/l. Kontrolni séra jsou
dodavéana v lyofilizované formé (1 baleni obsahuje 6 ks lahvi¢ek & 5 ml
o 3 ruznych hladindch koncentraci analytu), pfed pouzitim je nutné

provést rekonstituovani (viz kapitola 5.1.1).
Soucasti kontroly a fizeni jakosti je pravidelna G¢ast na mezilaboratornich

kontrolach kvality organizovanych ve vhodnych intervalech napfiklad firmou
SEKK..

Statistika vySet Feni ferritinu v laborato Fi AXIS

Ze statistiky vySetfeni ferritinu v Hematologické a biochemické laboratofi
AXIS-CZ Hradec Kralové, s.r.o. v letech 2006 az 2008, Ze za posledni tfi roky
stoupl pocet vysSetieni ferritinu o 35,7%. VySetfeni ferritinu v laboratofi AXIS
Casto ale souvisi i s jinymi onemocnénimi nezZ jsou onemocnéni nadorova

(napf. onemocnéni GIT) (obr. €. 32).
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Obr. €. 32: Statistika vySet Feni ferritinu v letech 2006 - 2008

Priklad kazuistiky spojené s monitorovanim hladiny ferritinu u nédorového

onemocnéni se bohuzel v databazi laboratore AXIS nevyskytl. Laborator AXIS

c¢asto vySetruje ferritin v souvislosti s onemocnénimi GIT u pacientl z poradny

gastroenterologie.

5.3.2 Kvantitativni stanoveni aktivity LD v séru ki netickym UV
fotometrickym testem soupravou LD (IFCC/GSCC 94) OS R 6128 OLYMPUS
DIAGNOSTICA na analyzatoru OLYMPUS AU 400

Teorie, pouziti, preanalytické pozadavky

Viz kapitola 3.3.3 v teoretické €asti diplomové prace.

Princip
Laktatdehydrogenaza (LD) katalyzuje oxidaci L-laktatu na pyruvat pfi souCasné
redukci nikotinamidadenindinukledotidu (NAD") na NADH. Narast NADH
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sledovany fotometricky pfi 340 nm je pfimo umeérny katalytické koncentraci
laktatdehydrogenazy.

L-laktat + NAD"«—LD , Pyruvat + NADH + H*
Kineticky fotometricky UV test je zaloZzen na doporuceni IFCC (International

Federation of Clinical Chemistry) a GSCC (German Society for Clinical
Chemistry) z roku 1994.

Odb ér primarniho vzorku a transport

Pro stanoveni v séru je mozné pouzit pouze srazlivou krev. Pfi odbéru se musi
zabranit hemolyze vzorku, protozZe erytrocyty obsahuji 150x vice LD neZ sérum.
Stanoveni ovliviiuje fyzicka aktivita, prilisné zatazeni paze pfi odbéru,
trombocyt6za a téhotenstvi. Sérum je vZdy nutne, cca po 50ti minutach srazeni,
oddélit. Plazmu nelze pro stanoveni pouzit, protoze mize byt kontaminovana
¢asteckami s vysokou koncentraci LD.

Vzorek po odbéru a pfi transportu nemrazit. Pfi uchovavani v lednici pfi 2 - 8C
dochéazi k poklesu aktivity LD jiz po 4 dnech, zatimco pfi teploté 15 - 25T

je vzorek stabilni az po dobu 7 dni.

Znaky analytické metody

> Analytickd proveditelnost: Casova dostupnost vysledku - vysledky jsou

k dispozici 3 hodiny od pfijeti materialu, statimové vySetfeni do 2 hodin.
» Linearita: 0,4 — 20 pkat/|
» Analytickd presnost: PFi zavadéni metodiky v laboratofi AXIS bylo

méreno 60 vzorku (tab. ¢. 11).
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Tab. €. 11: Stanoveni p Fesnosti metodiky pro stanoveni LD v laborato  Fi AXIS

Sérum Opakovatelnost Reprodukovatelnost
(v sérii) (v €ase 10 dn )
LD Prameér SD VK Pramér SD VK
(ukat/1) (ukat/l) (%) (ukat/l) (ukat/l) (%)
Nizka 2,61 0,030 1,13 |2,63 0,040 1,54
aktivita
Stredni 3,93 0,035 0,89 |[3,97 0,054 1,36
aktivita
Vysoka 7,14 0,054 0,76 |7,16 0,102 1,43
aktivita

Pro ucely této diplomové prace jsem stanovovala LD ve vzorku zdravého
pacienta, opakované 13krat v pribéhu 1 dne pro ovéreni reprodukovatelnosti
(tab. €. 12).

Tab. .€. 12: Ovéreni reprodukovatelnosti metodiky pro stanoveni LD v laborato Fi AXIS

Cislo m éfeni Hodnota LD (ukat/l)

1 2,80

2 2,72

3 2,78

4 2,73

5 2,72

6 2,76

7 2,76

8 2,73

9 2,79

10 2,77

11 2,75

12 2,75

13 2,72
Pramérna hodnota 2,752
Smérodatna odchylka 0,027
Varia€ni koeficient (%) 0,997

> Limitace - interference:

* hemolyticky vzorek — nelze pro stanoveni vibec pouZivat
— v erytrocytech se nachazi 150x vic LD neZ v séru

e pfidavek bilirubinu 684 pmol/l zpusobil zvySeni katalytické
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koncentrace LD jen o méné nez 3%.

e pfidavek 0,7 g/l Intralipid® zplGsobil zménu Kkatalytické
koncentrace LD jen o méné nez 5%.

» Toleranéni rozpéti chyb pfi mezilaboratornich kontrolnich cyklech
organizovanych firmou SEKK bylo v letech 2006 - 2008 21%.

Referen éni a varovna rozmezi

Fyziologické hodnoty ale zavisi na véku, pohlavi, typu vzorku a geografické
poloze.

Referenéni rozmezi dand Hematologickou a biochemickou laboratofi AXIS-CZ

Hradec Kralové, s.r.o.: 0-6m+20d 3,75 - 10,0 pkat/l
6m+21d-2 roky 3,0-7,2 pkat/l
2r+1d-15r 2,0-50 pkat/l

Zeny:15r+1d-100r 2,25 - 3,55 pkat/l
MuZzi:15r+1d-100r 2,25 - 3,75 pkat/l

Pristroje a pom utcky

Biochemicky fotometricky analyzator Olympus AU 400 (obr. ¢. 33), laboratorni
odstfedivka, automatické pipety

Obr. €. 33: Biochemicky analyzator Olympus AU 400

87



Reagencie
Set na stanoveni LD OSR 6128 obsahuje: R1 (Cird bezbarva kapalina)

4 x 40 ml; R2 (Cird bezbarva kapalina) 4 x 20 ml. Reagencie jsou pfipraveny
k pfimému pouziti. Reagencie dodavané v jednom baleni setu postacuji
pro provedeni 2000 stanoveni na analyzatoru Olympus AU 400.

Neoteviené reagencie jsou pfi skladovani v lednici (2 - 8C) stabilni do doby
exspirace vyznacené na obalu. V chlazeném prostoru analyzatoru (on board)

jsou reagencie stabilni po dobu 30 dnd.

Reagencie obsahuiji:
» D(-)N-Methylglucamin pufr (pH 9,4) - 325 mmol/l
> NAD" - 10 mmol/l
» Laktat - 50 mmol/l
» Azid sodny (konzervacni €inidlo)

Spot rebni material
Viz kapitola 5.1.1.

Priprava k €innosti

Zpravidla 1x za sménu musi obsluha zkontrolovat zasobu a stav reagencii
v reagencnim kruhu analyzatoru a nejméné jednou za sménu (nejlépe s kazdou
mérenou sérii vzorkd) provést kontrolu jakosti pomoci kontrolnich materiald.
V pfipadé, Ze vysledky kontrol neodpovidaji nastavenému toleranénimu
rozmezi musi se provést nova kalibrace, eventualné nalézt a odstranit pfipadna
zavada a nasledné zopakovat méreni kontroly jakosti.

V pravidelnych intervalech se také musi provést prFedepsana udrzba

analyzatoru dle manualu k analyzatoru Olympus AU 400.

Stru ény popis pracovniho postupu

Pracovni €inidla R1 a R2 se vlozi do reagencniho kruhu analyzatoru.

Automaticky analyzator dale pracuje sam dle aplikace pro stanoveni LD:
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» Pipetované objemy:

R1: 80 ul Diluent: Ol
R2: 40 i Diluent: 40 pl
Sérum: 3ul Diluent: oul
» VlInova délka: hlavni 340 nm vedlejsi 380 nm
» Metoda: RATE - kinetika

Obsluha analyzatoru umistuje rutinni analyzované vzorky séra v kepech
HITACHI v naplanovaném pofadi do vzorkovych Sedych stojank
a ty do podavace analyzatoru. Pokud je analyzator ve stavu STANDBY, stiskne
se ikona START a tim se zahdji analyza, ktera dale probiha automaticky.
PoZadavky na analyzy se do analyzatoru mohou pfenaSet pocitaCovou siti
prostfednictvim laboratorniho informaéniho systému, nebo se zadéavaji ru¢né
pomoci klavesnice fidiciho pocitace analyzatoru.

Vysledky se z analyzatoru automaticky prenaSeji zpét do laboratorniho
informacniho systému. Po analytické a I|ékafské kontrole jsou vydany

poZadujicimu pracovisti.

Kalibrace

Pro kalibraci se pouziva Olympus System Calibrator katalogové Cislo OE
66300 (baleni obsahuje 20 x 5 ml). Napfiklad v sou€asnosti pouZivana Sarze
111 mé nastavenou hodnotu LD na 2,27 pkat/l. Pro kazdou sérii méfeni je
nutné pouzit Cerstvé rozpusténou lahvicku kalibratoru, protoZze rekonstituovany
kalibrator je pro stanoveni LD stabilni pouze po dobu 8 hodin.

Hodnoty kalibratoru jsou navazany na referenéni metodu IFCC a referenéni
material IRMM/IFCC-453.

Presny postup kalibrace je uveden v navodu k obsluze analyzatord Olympus.
Bezprostfedné po kalibraci by méla v souladu se zasadami spravné laboratorni

praxe nasledovat kontrola kvality.
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Kalibratory se vétSinou dodavaji v lyofilizovaném stavu. Doporucuje
se skladovat je v lednici pfi 2 - 8C, v tom pfipadé jsou kalibratory stabilni
az do doby exspirace vyznacené na kazdé lahvicce.

Doporuceny postup rekonstituovani lyofilizovaného Kkalibratoru viz kapitola
5.1.1.

Rekalibraci je tfeba provést vzdy pfi zméné SarZe reagencie, po doplnéni
reagencie, pfi vyznamné zméné vysledkd kontrolnich materiald, po velké
adrzbé analyzéatoru a po vyméné duilezité soucasti analyzatoru

Laborator si musi urcit vlastni frekvenci provadéni kalibraci.

Typ kalibrace: linearni

Stabilita kalibrace: cca 30 dni

o

Dokumentace, zpracovani dat a vydavani vysledk U

Automaticky fotometricky analyzator vyhodnoti naméfenou absorbanci vzorku
podle platné kalibrace.

Vysledek se pribézné zobrazuje na monitoru fidiciho pocitate analyzatoru
a soucCasné se automaticky pfenasi do laboratorniho informacniho systému LIS
MIKYSKA. Mimo to je mozny prabézny tisk vysledkl na pfipojené tiskarné.
Nasleduje analyticka a lékarska kontrola vysledkd a jejich vydej na prislusna

pracoviste.

Jestlize pfi méfeni dojde napfiklad k prekroceni kalibracniho limitu,
k atypickému prabéhu reakce nebo k néjaké zavazné chybé pfi analyze, objevi
se na monitoru vedle vysledku pfislusna znacka (podrobnosti viz manual

analyzatoru Olympus AU 400).

Analyzator je nastaven tak, Ze pfi prekroCeni rozsahu linearity dané vyrobcem
(0,4 - 20,0 pkat/l) se analyza automaticky zopakuje s vhodnym fedénim vzorku.

Vysledky se vydavaji v pkat/l na dvé desetinna mista. Pfedavaji se (po splnéni

vSech poZadavkl na stanoveni a po analytické a Iékafské kontrole) na analyzu
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pozadujici pracovisté bud v elektronické formé& pomoci pocitaCové sité, nebo
po tisku v papirové formé spolu s vyznacenim fyziologickych hodnot pfipadné
s hvézdickovym vyznacenim jejich pfekroceni.

VSechny vysledky se archivuji v elektronické formé v laboratornim informacnim
systému a mimo to jeSté v papirové formé v jednou denné vytisténé hlavni

knize laboratore viz LP.

Interpretace vysledk

LD se vyskytuje ve vSech bunkach téla. Stanoveni aktivity celkové LD proto

neni prilis specifické pro urcité onemocnéni. Hlavnimi diagnostickymi

aplikacemi jsou stavy spojené s poSkozenim tkani a rozpadem bunék:

- Krevni onemocnéni (hemolytickd anémie, myeloidni leukémie, infek&ni
mononukle6za)

- PoSkozeni svall (progresivni svalova dystrofie, trauma, operace)

- Poskozeni myokardu (infarkt myokardu, myokarditida, paroxyzmalni
tachykardie, kardialni dysrytmie). ZvySeni obvykle 3 - 4x.

- Jaterni onemocnéni (akutni selhéni jater, akutni virova hepatitida, cirh6za,
toxické poskozeni jater, infek&ni mononukleéza). ZvySeni az 10x.

- Karcinomy (metastazy do jater, lymfomy, leukémie)

Ostatni (akutni selhani ledvin, intoxikace organickymi rozpoustédly, pneumonie,

Korejska hemorhagick& horecka, chronické onemocnéni glomerula, 3ok,

pulmonarni embolie, hemolyticka a megaloblastickd anémie, dermatomyositis,

polymyositis, aj.)

Rizeni jakosti

Kazda laboratof by si méla urcit vlastni frekvenci a zpusob provadéni kontrolni
¢innosti. Nicméné ze zasad spravné laboratorni praxe vyplyva, ze kontrolni
materidly by se mély analyzovat minimalné 1x za sménu a potom vzdy
po rekalibraci metody, po vyznamném servisnim zasahu jako je napriklad
vyména neékteré podstatné soucastky analyzatoru a dale samoziejmé
po pfechodu na jinou SarZi setu. Ke kontrole a Fizeni jakosti I1ze pouzit vSechny

komeréné dostupné kontrolni materidly na bézi lidského séra s urCenymi
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aktivitami LD pro dany princip stanoveni.
Precinorm U ma u SarZze 16796901 katalytickou koncentraci LD 2,67 pkat/l.

Kontrolni séra jsou dodavana v lyofilizované formé (1 baleni obsahuje 20ks
lahviéek a 5 ml), takze pfed pouzitim je nutné provést rekonstituovani.
Doporuceny postup rekonstituovani lyofilizovaného materialu viz kapitola 5.1.1.
Lyofilizovana kontrolni séra se uchovavaji v lednici pfi 2 - 8C. V tom p fipadé
jsou stabilni az do doby exspirace vyznaené na kazdé IlahviCce.
Rekonstituovana (a eventuélné rozpipetovana) uzaviena kontrolni séra jsou pro
stanoveni aktivity LD stabilni 7 dni pfi uchovavani v mrazni¢ce (pfi minus 18 az
minus 20C).

Vysledky ziskavané pfi analyzach kontrolnich materiald se prabézné
zaznamenavaji do kontrolnich regula¢nich diagramu. V regulaénich diagramech
jsou mimo primérnych hodnot kontrolniho materialu vyznaéeny i varovné
(pramér = 2 x smérodatnd odchylka) a regulacni (pramér + 3 x smérodatna
odchylka) meze. Pfipadné pfrekroCeni téchto mezi znamena, Ze se analyza
musi pozastavit, metodu a postup stanoveni je nutné proveéfit a po odstranéni

zjisténé zavady analyzu zopakovat.
Soucasti kontroly a fizeni jakosti by méla byt pravidelnd Ucast

na mezilaboratornich kontrolach kvality organizovanych ve vhodnych

intervalech napfiklad firmou SEKK.

Statistika vySet reni LD v laborato Fi AXIS

Ze statistiky vySetfeni LD v Hematologické a biochemické laboratofi AXIS-CZ
Hradec Krélove, s.r.o. vletech 2006 az 2008 vyplyva, Ze pocet vySetieni LD
se také zvysil, tato vySetfeni ale nelze dat jen do souvislosti s nadorovymi
onemocné&nimi. Casto je vySetifeni LD provadéno v souvislosti s jinou diagnézou

(obr. &. 34). Z tohoto davodu neuvadim ani pfiklad kazuistiky.
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6. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo podat struény prehled o nejCastéji
vySetfovanych nadorovych markerech, jejich organové specificité a metodach
stanoveni. Experimentalni ¢ast jsem vénovala stanoveni vybranych markeru
imunochemicky metodou chemiluminiscence na automatickém analyzatoru
Immulite v laboratofi AXIS-CZ v Hradci Kralové.

Ze skupiny onkofetalnich antigeni jsem stanovovala koncentraci AFP
v séru (VK 4,383%). Ze skupiny tkanové ¢i organové specifickych antigen(
jsem se zameéfila na stanoveni koncentrace celkového PSA v séru (VK 6,052%)
a koncentrace CA125 v séru (VK 3,886%). Ze skupiny nespecifickych antigenu
a tumorovych markert jsem si zvolila stanoveni koncentrace ferritinu v séru
(VK 5,003%) a stanoveni aktivity LD v séru (VK 0,997%). Stanoveni LD jako
jediné z vySe uvedenych bylo provadéno na biochemickém analyzatoru
Olympus kinetickym UV fotometrickym testem. Nizké hodnoty varia¢nich
koeficientd (VK) u vSech stanovovanych nadorovych marker( potvrzuji vysokou
analytickou kvalitu pouzitych metod.

K vySe uvedenym nadorovym markerim dokladam i statistiky poctu
vySetfeni v laboratofi AXIS-CZ za posledni tfi roky. Se vzrlstajicim poctem
vySetifeni souvisi pravdépodobné stale vétsi vyskyt nadorovych onemocnéni,
k némuz pfispiva starnuti populace, sou€asny Zivotni styl (stravovaci navyky,
koufeni, nedostatek fyzické aktivity, nadvaha, stres a jiné, zatim neznamé
faktory Zivotniho prostfedi), ale i narlstajici vyznam téchto vySetfeni hlavné
v oblasti monitorovani Ié€by, sledovani remise, pfipadné relapsu onemocnéni.

Ve své diplomové praci uvadim i kazuistiky tfech pacientd s nadorovym
onemocnénim z databaze laboratofe AXIS-CZ. V prvnim pfipadé se jednalo
0 pacienta, muze (52 let), s diagndézou karcinomu varlete, jehoz pfedoperacni
hodnoty AFP byly vice nez 10krat vySSi oproti normélu. Po chirurgickém
zakroku a dalSi terapii se cca po 6ti mésicich vrétily k fyziologickym hodnotam.
Pacient nadale zlUstava pod dohledem a jiz téméF dva roky se hodnoty
pravidelné méfeného AFP pohybuji ve fyziologickém rozmezi. Ve druhém
pripadé jsem vybrala pacienta, muze (59 let), s diagndézou karcinomu prostaty.
Pfedoperaéni hodnoty PSA dosahovaly 5ti nasobku horni hranice

fyziologického rozmezi, po chirurgickém zakroku se béhem jednoho mésice
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vratily k normalu. Pacient je dale pravidelné sledovan. Hodnoty PSA
se pohybuji i nadale ve fyziologickych mezich. V posledni kazuistice sleduji
pacientku, Zzenu (61 let), s diagn6zou karcinomu ovarii. Pfedoperacni hodnoty
CA125 dosahovaly az 80ti nasobku normélu. Po chirurgickém zakroku
a chemoterapii poklesly béhem tfi mésicu k fyziologickym hodnotam. V kratké
dobé vSak doSlo k opétovnému vzestupu CA125, po nasledné zméné
chemoterapie se hladina CA125 normalizovala a dle vysledkd poslednich
odbért je pravdépodobna remise onemocnéni.

Nadorovd onemocnéni jsou vzrustajici pfi¢inou morbidity a mortality
ve vyspélych zemich na celém svété. Proto jsou nadorové markery v soucasné
dobé stfedem pozornosti pfi diagnostice, ale hlavné pfi 1é€bé a dlouhodobém
sledovani nemocnych s malignim onemocnénim.

Kazdé desetileti a v posledni dobé kazdym rokem pfibyva nékolik novych
,Slibnych*  né&dorovych markert, tak jako pfibyvaji naSe znalosti
o mechanismech nadorového bujeni. Idealni nadorovy marker by mél splfovat
tato kriteria: byt produkovan pouze u malignich onemocnéni, byt organové
specificky, vyskytovat se ve vysSich koncentracich v biologickych tekutinach,
jeho hladina by méla korelovat s velikosti nadoru, se stadiem onemocnéni,
s progndzou a efektem léCby a umoznit prikaz zbytkové nadorové tkané.
Marker splfujici veSkeré vySe uvedené pozadavky v soucasné dobé neexistuje.
UZivané markery vS8ak spliuji alesponn nékteré z téchto kriterii. Optimalni
interpretace vysledkd vyZaduje znalost jak metodickych problémd, tak i znalost
pribéhu onemocnéni u konkrétniho nemocného.

Vyznamnou indikaci k vySetfeni solubilnich nadorovych marker(
je sledovani ucinku terapie nadorovych onemocnéni. Vzhledem k rdznym
biologickym polodasim jednotlivych marker je nutno spravné volit intervaly
odbéru krve k vySetieni tak, aby se skutecné postihl efekt terapie, nikoli pouze
tzv. lysis fenomén, tj. prudké zvySeni koncentrace markeru jako disledek
cytolyzy po bezprostfednim pusobeni protinadorové terapie [72]. Pro frekvenci
vySetfovani plati kritéria doporu¢ena WHO a podle zkuSenosti klinik( i statistika
hodnoticich dynamiku zmén nadorovych markerd ve vztahu ke klinickému
pribéhu choroby je tfeba dodrzovat doporucenou frekvenci vySetfeni. Jedna

se totiz o vySetfeni pacienta prakticky nezatézuijici.
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Nadorové markery umoznuji v moderni mediciné zcela nové pristupy
v [é€bé onkologicky nemocnych. Mohou pfispét k rozliSeni mezi benignim a
malignim nadorem, k ur€eni stadia onemocnéni a pfedevsim jsou vhodné pro
v€asny zachyt recidivy onemocnéni. Proto indikované pouziti vhodného
markeru muaze rozhodujicim zplasobem pfispét k vysledku 1éEby a tim zlepSit

dobu preziti nemocného.
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7. SEZNAM ZKRATEK

AFP alfa-fetoprotein

AIM akutni infarkt myokardu

BGP biliarni glykoprotein

BPH benigni prostatick& hypertrofie

Ca karcinom

CEA karcinoembryonalni antigen

CGM-2 CEA-Gene Family Member 2

CLIA chemiluminiscenéni analyza

CNS centralni nervovy systém

CT Computed Tomography (pocitacova tomografie)

CV (VK) Coefficient of Variation (variacni koeficient)

CYFRA 21-1 fragment cytokeratinu 19

CLS JEP Ceska |ékarska spoleg¢nost J. E. Purkyné

EIA enzymoimunoanalyza

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

EU Evropska unie

FECM Ferritine Controls

FER ferritin

FIA fluoroimunoanalyza

fPSA free PSA

FSH folitropin

GIT gastrointestinalni trakt

HAMA heterofilni lidské anti-mysi protilatky

hCG Human (lidsky) choriogonadotropin

HLA Human Leukocyte Antigen

HPV Human (lidsky) papillomavirus

IFCC International Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory

IPI International Prognostic Index

IRMA imunoradiometricka analyza

IRMM Institute for Reference Materials and Measurements
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LD

LH

LIS

M. Gaucher
M. Hodgkin
NAD*, NADH
NCA

NSE

PLAP

PSA

RIA

SCC, SCCA
SCLC

SD

SEKK

TAG 72
TMC, TMCO
TPA

TPS

TSH

WHO

B-M

laktatdehydrogenaza

lutropin

laboratorni informacni systém
Morbus Gaucher

Morbus Hodgkin
Nikotinamidadenindinukleotid
nespecificky cross-reaktivni antigen
neuron-specificka enolaza
placentarni alkalicka fosfataza
prostaticky specificky antigen
radioimunoanalyza

antigen squamoznich bunék
malobunéc&ny karcinom plic
Standard Deviation (smérodatna odchylka)
systém externi kontroly kvality
mucinovy komplex

Tumor Markers Control

tk&novy polypeptidovy antigen
tkanovy polypeptidovy specificky antigen
thyreotropin

World Health Organisation
beta2-mikroglobulin
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