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IN OVARIAN CANCER DIAGNOSTICS
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Ovarian cancer is the leading cause of gynecological cancer death, representing 5% of
all cancers in women and 23% of gynecological cancer. Ovarian cancer has a poor progno-
sis, mainly because of the late detection. Mortality, despite the decline in the last 10 years,
is still very high. Worldwide attention is therefore focused on the potential research and
the subsequent treatment of this cancer (1, 2).

The first aim of our study was to evaluate if human epididymis protein 4 (HE4) is
a useful biomarker and broadens the possibilities in ovarian cancer diagnostics. The sec-
ond aim was to evaluate the benefits of each biomarker of our panel for the ovarian cancer
diagnostics. We compared the results of following tumor markers: cancer antigen 125 (CA
125), HE4, cancer antigen 19-9 (CA 19-9), cancer embryonic antigen (CEA), thymidinki-
nase (TK), tissue polypeptidic antigen (TPS) and tissue polypeptidic antigen (MonoTotal).

MATERIAL AND METHODS

The total number of females in our study was 266. We divided the patients into two
groups. The age characteristic of both groups is shown in the Tab. 1. The first group con-
sisted of 19 females with ovarian cancer with equal representation of stages FIGO I-1V.
Second group included 247 patients with benign diseases (ovarian cysts, myomas, en-
dometrial polyps). Serum samples were collected prior to surgery or any other form of
treatment. All cancer diagnoses were histologically verified.

The serum samples were analyzed at the Laboratory of Immunoanalysis, Faculty of Medi-
cine in Pilsen, (Czech Republic) from March 2010 to January 2012. Samples of venous blood
were collected using the VACUETTE blood collection system (Greiner Bio-one Company,
Kremsmiinster, Austria). Blood was centrifuged for 10 minutes at 1700 xg. Serum samples
were immediately frozen to —80 °C. Samples were thawed only once, just prior to analyses.
Serum levels of CA 125, CEA and CA 19-9 were measured using a DxI instrument (Beck-
man Coulter, Brea, California, USA). Serum levels of HE4 were measured using an enzyme
immunometric assay kit (Fujirebio Diagnostics, Goteborg, Sweden). TK was measured using
radioisotope assay kit (Immunotech, Prague, Czech Republic). TPS and MonoTotal were
measured using IRMA radioisotope assay kits (IDL Biotech, Bromma, Sweden).
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Tab. 1 Age characteristic of the patient groups

: Count Age (years)
Diagnosis
(N) Mean Median Min. Max.
Ovarian cancer 19 65.63 62 43 84
Benign ovarian tumor 247 6124 54 33 79
Tab. 2 Ovarian cancer vs. benign tumor

Parameter . x ; p-Value
(uaits) Diagnosis N Mean Median Range Wilcoues Seat
CA 125 Cancer 19 1669.00 1725.00 54.00 — 4621

<0.0001
(kTU/M) Benign 247 27.50 14.00 23.00 - 1244
HE4 Cancer 19 595.06 421.9 50.87 — 3266

<0.0001
(pmol/l) Benign 247 80.24 52.70 23.00 - 1570
MonoTotal Cancer 19 626.9 501.7 710.9 — 2844 oL

<0.
(1uny Benign 247 79.50 49.90 5.00 - 2255
TPS Cancer 19 309.1 144.0 25.00 - 1453

<0.0001
(un Benign 247 83.27 46.00 10.00 - 1226
TK Cancer 19 11.11 9.50 3.50-24.10

: 0.3022
auon Benign 247 9.56 5.90 2.50 - 29.80
CA 19-9 Cancer 19 23.00 11.00 1.00 - 124.0 —
(kiU Benign 247 16.27 8.00 1.00 - 428.0 '
CEA Cancer 19 25.00 5.30 2.50 - 225.0
= 0.1471

(ng/l) Benign 247 1.83 1.20 0.50 — 20.60

CA 125 (cancer antigen 125), HE4 (human epididymis protein 4), MonoTotal (tissue polypeptidic antigen),
TPA (tissue polypeptidic antigen), TK (thymidinkinase), CA 19-9 (cancer antigen 19-9), CEA (cancer
embryonic antigen)

The SAS 9.2 (Statistical Analysis Software release 9.2; SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA) was used for all statistical analysis. A summary of statistical findings for age and
serum levels of each of the analytes was presented. The Wilcoxon test was used to compare

distributions of values between benign and malignant tumors.

RESULTS

Comparing the parameters of serum level markers between the benign and malignant
groups of patients a statistically significant differences were found in the following bio-
markers: CA 125, HE4, MonoTotal and TPS (p < 0.0001 for each analyte). CA 19-9, TK
and CEA were not significant. All the results are shown in Tab. 2.
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Tab. 3 shows the analytical parameters of all biomarkers which were used in the study.
We have evaluated cut-off, sensitivity, positive predictive value (PPV) and negative predic-
tive value (NPV) at 95% specificity. We have calculated area under the curve (AUC) and
the biomarkers in Tab. 2. and Tab. 3. are ranked according this parameter. The highest level
of AUC was achieved for CA 125 (AUC = 0.987), the second highest level was achieved
for HE4 (AUC = 0.907) and the lowest level was achieved for CEA (AUC = 0.483).

DISCUSSION

Tumor markers are currently used for the follow-up and therapy effect monitoring. In
evaluating data, we have focused on the possibilities of using selected biomarkers in ovar-
ian cancer diagnostics. Our panel of biomarkers consisted of the traditional tumor markers
(CA125, CA19-9, CEA) which have been used in relations to the ovarian cancer for a long
time. Then we evaluated a relatively new marker HE4, which we started to measure in
2010. In addition we have filled in the biomarker panel with the proliferative tumor mark-
ers from the group of cytokeratins (TPS, MonoTotal) and non-specific tumor marker TK.

CA 125 determination in combination with ultrasonography was used in the past for
the diagnosis of ovarian cancer (3, 4). A major disadvantage of CA 125 is that up to 20%
of ovarian cancers lack expression of this antigen. The second disadvantage is a low spec-
ificity of CA 125. Abnormal serum levels of CA 125 may be observed in several benign
and malignant diseases (5, 6). It is therefore necessary to combine CA 125 with the other
tumor markers to provide a better diagnostic efficiency.

The combination of CA 125 and HE4 improves the results achieved by CA 125 alone.
About 20% of epithelial ovarian cancer show a slight elevation of CA125. For more than
50% of these malignancies, elevated levels of HE4 can be observed, and combinations of
these markers may therefore optimize the potential for a successful diagnosis of ovarian
malignancy in these patients. Another factor supporting a combination of both markers
is that elevated levels of CA125 can be observed as a result of physiological conditions
such as menstruation or pregnancy, as well as in benign ovarian tumor, inflammation and
the presence of endometriosis and fibroids. This false positivity in the group of premeno-
pausal patients may cause problems in routine clinical practice. Therefore, a combination
of HE4 and CA 125 increases specificity and sensitivity of testing in ovarian cancer di-
agnostics.

Using of biomarker HE4 as a single test in ovarian cancer testing is also problematic.
Mucinous ovarian cancer has almost no expression of HE4. HE4 serum levels are very
low or negative. HE4 is overexpressed in serous and endometroid histotype of the ovarian
cancer. Preliminary studies of HE4 reported a higher specificity than CA 125 in different
benign and malignant conditions, excluding renal failure (7). Patients with renal failure
had very high HE4 serum levels. Patients with this disease were excluded from our study.
The major part of the studies in serum has been already published that HE4 sensitivity and
specificity were better than CA 125 (8-12). Our results didn’t confirm this fact. If we con-
sider our results, we see that the best values were achieved for CA125 followed by HE4.
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Tab. 3 Analytical parameters of individual analytes at specificity 95%

Analyte CA 125 HE4 MonoTotal TPS TK CA 199 CEA
(units) (kiun) (pmol/l) (1un (runy (runy (k1u/m)y (ng/l)
AUC 0.987 0.907 0.836 0.755 0.676 0.573 0.483
Cut-off 70.000 124.100 231.100 248.700 17.000 43.000 4.600
Sensitivity | 89.500 73.330 63.280 36.810 22.280 16.710 11.100
PPV 50.000 50.180 63.160 29.210 18.280 15.840 11.170
NPV 99.000 97.510 97.900 96.520 96.000 95.400 95.000

AUC:‘ area under the curve; PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value

Our data are consistent with the second group of the studies with the higher sensitivity of
CA 125 than HE4 (13, 14).

Cytokeratins were included in our panel because significantly elevated serum levels
of TPS were found in serum samples from patients who had ovarian carcinoma compared
with patients who had benign tumors (6, 15).

Tumor markers CA 19-9, TK and CEA didn’t show statistically significant different se-
rum levels in the group of malignant tumors, compared to other benign ovarian diagnoses.
These two markers are often elevated in relation to the benign or malignant disease of the
gastrointestinal tract and therefore they are not directly related to gynecological diagnosis.
CA 19-9 can be useful as an additional parameter in diagnostics of the mucinous type of
ovarian cancer. In this case is the CA 19-9 elevated (16). However, their ability to distin-
guish between benign and malignant tumor is limited. Elevated serum levels may be found
in benign mucinous tumors as well as in malignant tumors (17). In conclusion, determina-
tion of HE4 levels, together with CA 125 improves a primary detection of ovarian cancer
and broadens the range of differential diagnostic possibilities for distinguishing between
malignant and benign tumors. MonoTotal and TPS confirmed their status of markers of
proliferation and can be used to the monitoring the activity and aggressiveness of the tumor.
Tumor markers CA 19-9, TK and CEA didn’t show statistically significant different results.
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SUMMARY

Ovarian cancer is the leading cause of gynecological cancer death. The first aim of our
study was to evaluate if HE4 broadens the possibilities in ovarian cancer diagnostics. The
second aim was to evaluate the benefits of each biomarker of our panel. We compared the
results of following tumor markers: CA 125, HE4, CA 19-9; CEA, TK, TPS, MonoTotal.
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The total number of females in our study was 266. We divided the patients into two groups.
The first consisted of 19 females with ovarian cancer and the second of 247 females with
benign ovarian tumors. Serum samples were collected prior to surgery or any other form
of treatment.

Significant difference between the benign and malignant group was found in follow-
ing biomarkers: CA 125, HE4, MonoTotal and TPS. CA 19-9, TK and CEA were not
significant. We have evaluated cut-off, sensitivity, positive predictive value and negative
predictive value at 95% specificity and area under the curve (AUC). The highest level of
AUC was achieved for CA 125 (AUC = 0.9951), the second highest level (AUC = 0.9534)
was achieved for HE4 and the lowest level (AUC = 0.5324) was achieved for CEA mark-
er. In conclusion determination of HE4 levels, together with CA125 improves a primary
detection of ovarian cancer. MonoTotal and TPS confirmed their status of marker of
proliferation and they can be used for the monitoring the activity and aggressiveness of
the tumor. Tumor markers CA 19-9, TK and CEA didn’t show statistically significant
different results.

HE4 v porovndni s ostatnimi biomarkery
v diagnoze rakoviny vajecniku

SOUHRN

Rakovina vaje¢niku je nejéast&jsi pfic¢inou umrti v oblasti zhoubnych gynekologic-
kych onemocnéni. Cilem na3i studie bylo v prvni fadé zhodnotit, zda vy3etfeni HE4 je
schopno roz§ifit moZnosti v diagnostice karcinomu vaje¢niku. Nasim dal8im cilem bylo
zhodnotit pfinos jednotlivych biomarkerd nami vybraného panelu. V nasi préci jsme po-
rovnali vysledky t&chto nadorovych markeri: CA 125, HE4, CA 19-9, CEA, TK, TPS
a MonoTotal. Celkovy pocet Zzen v nasi studii byl 266. Soubor jsme rozdélili do dvou
skupin. Prvni skupina se skladala z 19 Zen s rakovinou vaje¢niku a druha z 247 Zen s be-
nignimi ovarialnimi tumory. Vzorky séra byly odebrény pfed operaci nebo zahajenim jiné
formy lécby. Statisticky vyznamny rozdil mezi benigni a maligni skupinou byl nalezen
v hodnotach nasledujicich biomarkerii: CA 125, HE4, MonoTotal a TPS. Rozdily v hod-
notach CA 19-9, CEA a TK nebyly statisticky vyznamné. Zhodnotili jsme cut-off, citlivost,
pozitivni prediktivni hodnotu (PPV) a negativni prediktivni hodnotu (NPV) pii 95 %
specificité a plochu pod kfivkou (AUC).Nejvyssi urovné AUC bylo dosazeno u CA 125
(AUC = 0,9951), druhé nejvy3ssi arovné (AUC = 0,9534) bylo dosazeno u HE4 a nejnizsi
hladina (AUC = 0,5324) byla naméfena u CEA. Zavérem je mozna fici, ze stanoveni HE4,
spolu s CA125 zlepSuje primarni detekci rakoviny vaje¢niku. Nadorové markery Mono-
Total a TPS potvrdily sviij status markerti proliferace a mohou byt pouzity pro sledovani
ristu a agresivitu nadoru. Nadorové markery CA 19-9, TK a CEA nevykazovaly statisticky
vyznamné odlisné vysledky.
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Test of Ovarian Cancer Multiplex xMAP Technology Panel
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Abstract. Background: An ovarian cancer marker panel
including leptin, prolactin, osteopontin, inmlin-like growth
Sactor [ {(IGFH}, macmphage migration inhibitory facror and
CAI2S was tested for mutiplex marker measurement. Mudtiplex
was compared to single arvsayved tmour markers: CAI25, TPS,

thymidine kinase, monototal and HES. Patients and Methods

The serum marker levels in ovarian cancer patients were
compared to controls with benign ovarian diseaze. xMAP
technology was wed for multiplex panel and  rowine

immunoanalytic  methods  for  other  markers. Results:

Considering the multiplexed markers, only CAI25p,,. .
osteopontin and FGF-IT difered significantly between groups.
Levels of all non-multiplexed tumowr markers were significantly

higher in the cancer group compare to the controd. Conclusion

Multiplex is a powerfud tool for multiparametric studies, but we
are still in the era of looking for the right marker combinations
Sfor cancer diggnostics and monitoring. The panel will be tested
on a larger ovarian cancer cohort and in parients with other
cancer and non-cancerons diseases.

Ovarian cancer has been termed the “silent killer” with an
incidence of 1094 and a mortality of 728 per 100,000
inhabitants in the Czech Republic in 2005 (according o the
Institute of Health Information and Statistics of the Cazech
Republic). Unfornunately, medical science is still ill equipped
to diagnose this disease in its mitial stages, which results in a
high maortality. As wvet, there is no marker established for
screening or early diagnostics: for treatment monitoring and
follow-up CAI2S 15 in wse. But the latest developments in
ovarian cancer therapy, namely the introduction of nowvel
anticancer drugs based on anti-CA 125 antibodies will exclude
the possibility of thempy, monitoring by CAL2S serum levels

Correspondance ro: Jindm Vrzalova, Laboratory of Immuncanalysis,
Department of Nuclear Medicine, Faculty Hospital in Pilsen, Dr. E.
Benese 13, Plzen 30599 Czech Republic. Tel: +42 0377402573,
Fax: +42 0377402454, e-mail: vrealovaj@plkence

Eey Words: Ovarian cancer, multiplex, tumour markers, panel.
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alone because according to our experience these drugs interfers
in the CAI2S immunoassays. The wse of CAIZS is also
affected by a very frequent non- specific elevation of the marker
in a number of physiological and pathological processes.
CA125 has been shown to be elevated in women with arrhosis,
congestive heart failure and in the presence of ascites, and has
been meported to vary by age, race/ethmicity, smoking history,
obesity, other  gynecological factors  (endometriosis,
hysterectomy, hormone therapy use) and other malignancies
besides ovarian cancer (1),

For these reasons . the development of novel biomarkers is
necessary. More than ten years ago, a combination of markers
wis shown to be mome effective than a single marker for pelvic
muss management (2). The imtmduction of novel multiplexed
mnmuncanalytic assays has enabled a new era of multiparametric
panel studies. One such analytical tool is bead-based mult-
analyte profiling technology (xMAP) (3). The xMAP
technology is being used in oncological msearch projects
focused on biomarker development (4-7).

In this study, 2 commercinlly available xMAP multiplex panel
wis tested for the measurement of semum levels of markers of
tumowr biological activity, specifically designed for ovarian
cancer including leptin, prolactin { PRL), asteopontin (OFN),
imsulin-like growth factor I (IGE-11), macrophage migration
inhibitory factor (MIF) and CA 125, Tt was tested in a group of
owarian cancer patients and patients with benign ovarian disease
s a contol, and msults wer compared o levels of non-
multiplexed serum tumour markers: CAI125, TPS, thymidine
kinase (TK), monototal and novel tumour marker HE4.

Patients and Methods

Parienr growps. The multiplex panel was studied in a group of 19
waomen with ovarian cancer of FIGO stages 3 ar 4. As a henign control
group 0 patients with benign ovarian cysts were enrolled. The age of
fhe patients rangad from 16 o 99 years. The modian age in the control
goup was 42 5 years (range 16-68) and in the cancer group was 57
years {range 44-94).

Peripheral blood was drawn using VACUETTE® Z Serum Sep
whes (Greiner Bio-One, Austria) and allowed to clot. Sera were
separated by centrifugation at 1700 =g for 10 min and all specimens
were immediately aliguoted and frozen. Samples wene stored at —80°C.
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Mo maore than | freeze—thaw cycle was allowed before an analysis.
Before a multiplex analysis, the aliguots were centrifuged for 5 min. at
L0000 g i remaove any clots or particles.

Biowmarker meageremenr. Serum levels of MIF, PRL, CAL25, leptin,
OPM and IGF-IT were measuned by xMAP technology using the
commercially available kit Beadlyte™ Human Cancer Biomarker Panel
{Millipore-Upstate, 1USA) and Luminex 100 instrument {Luminex
Corp., USA). For the assay, 50 pl of semum diluted 1:6 for 5-plex and
1: 20 acidiethano] treated serum for IGF-I monoplex wene wsed . The
multiplex analysis was run in duplicate.

Semm levels of single tumour markers were measured by mowtinely
used immuncassays: TE (radioeney moimmuncassay, Immu notech-
Beckman Coulter, CR, USA), TPS {IRMA; IDL BIOTECH AE).
monototal (IRMA: IDL BIOTECH ABE. Sweden) and HE4 (ELISA:
Fujirebio, Japan). CA 125 levek were measured for comparizon by the
mowtinely wsed chemiluminizcence automated immunoassay on a Dl
B0 instrument (Beckman Coulter, USA). Results of CAI12S obtained
by the multiplex method are stabed in the amicle as CA 125 5 peq.

Srarisrical methods. A descriptive statistic was caloulated for all
markers. Wilcoxon test was used for a comparizon of marker levels
between groups. The significance was set for p-valwes lower than
0.05. For all markers receiver operating characteristics (ROC)
analysis was performed; the area under ROC curves (ALUC),
sensitivity for 95% specificity and a related cut-off were cakulated.
Cormelations of patient age to marker levels were caloulated without
respect to the cancer or the benign diagnoses. Because the multiplex
i= not a routine method, mean coefficients of varation (CV%
relative standard deviation as percentage) were calculated for all
maultiplexed analytes. Results under the calibration curve ranges werne
stated as the value of the kowest calibration point. For a comparison
af CA 125 analytical methods, rank order cornelation was perfomed
{Spearman comelation coefficient was caloulated).

Results

Results for all mardkers are shown in Table 1. Considering the
biological activity markers included in the multiplex panel, only
CAI2S e OPN and IGE-TT differed significantly betwesn
groups . OPN levels weme higher in the cancer group. On the
contrary, KGF-IT levels were significantly lower in the cancer
group. Serum levels of MIF, PRL and leptin did not significantly
differ between groups. Levels of all non-multiplexed tumour
markers were significantly higher in the cancer group compared
to those in the benign control . A significant difference in age
between groups was observed (p=0.0007), the benign group
being vounger with a median age of 425 years contrary to the
cancer group with a median age of 57 years, but no comelation
between age and serum levels was found for any of the markers.

All studied markers can be ondered by decreasing AUC as
fiol lowes: HE4, CA 125, monototal, TPS, CA125, . IGF I,
TK, OFN, MIF, leptin and PRL. The mem coefficient of
variation for doublets in multiplex analysis was best for MIF
and warst for OPN. CV% for MIF (2.74%), PRL (3.59%)
and leptin (249% ) were below 5% , while that for IGF-1I
(7.9%5% ) was below 10% _CV% for CAI125;, L (11.24%)
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and OFN ( 14.44% ) were slightly higher but still below 15% .

For two markers from multiplex panels, some non-
measurmble values were obtained fe. for some samples levels
less than the calibration curve occurred. In CAI125; .
anal ysis, 9 results (7 from the benign group, 2 from the cancer
group) were lower than the lowest standard. In OPN analysis,
16 results (12 from the benign group. 4 from the cancer group)
wiere below the calibration values.

CAL2S levels anal ysed by multiplex measurement comelated
with mutine immunoassay, with a correlation coefficient of
072087 (p=<0.0001), but discrepant values were observed.
CA 125 measured by the routine method gave more than 20
fold higher values than CAL125 values obtained by multiplex

measurment.
Dyiscussion

The commercially available multiplex panel used was developed
following prteomic studies by Mor ef al. They initially used
microarray analysis to determine 169 proleins in serum from
healthy women and women with newly diagnosed and meument
ovarim cancer. Proteins showing significant differences between
controls and cncer patients were further validated by an ELISA
method (8). On the basis of this study, they introduced the
multiplex panel and it was tested with four diferent
multiparametric esult interpretation systems for ovarian cancer
detection. The best multi parametric result in comunction with
the use of a multiplex panel of blood biomarkers in their study
had 95 3% sensitivity and 99.4% specificity for the detection
of ovarian cancer (7). For multiperametnic statistical testing of
frplex panel, a patient cobort of at least 500 probands is
necessary which s why it was not possible to test the
multiparametric data handling in our study.

Contrary to the results of Mor ef af | in this study 3 out of
the 6 multiplex markers did not rach any significant difference
between the cancer and benign groups. This could have been
cansed by a very nurrow selection of benign disease in the
control group, fe. only patients with benign ovarian cysts wen
enmlled. Leptin and PRL have been discussed as tumour
markers for several vears however no difference in their levels
between groups was observed. Leptin plays a role in adipose
tissue metabolic pathways and alterations off serum leptin levels
in obesity and in obesity-related syndromes are known.
Unfortunately, no data on body mass indices or weights of
patients enmlled into the study were available and so it was not
possible to exclude differences of these factors between the
studied groups., which could have influenced the results.
Thorpe et al. have shown that PRL levels are affected by
collection methods and proposed that PRL elevations in
comparison to a healthy group, traditionally being explaned
by cancer disease, can be a consequence of surgical treatment
of cancer patients. On the contrry, levels of MIF and CA125
have been reported to be unaffected (9).
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Table 1. Statisrical resuls.

Characterstic
Multiplex Standard method
Patient group MIF  PRL CAIS, ypex OFN  Leptin  IGEI HE4A  CAI25 TK TPS  Monotoal
peml  ngfml Ui ml ngiml  ngml ngiml M Il I i ui
Benign
Median 36l B0 0.25 015 1106 264938 49.25 10,95 550 30,00 5330
5-05% 5880 2% 019 015 350 188051 35.65 4,60 250 10. i (]
23001 47.52 539 326 1035 44l W 6255 1935 1450 2T 00 24625
Cancer
Median 50632 1154 400 235 748 a8 99 32994 2200 1800 148 00 19895
5-05% 63.97 0.33 nie 015 127 118 .45 41.70 730 510 4100 9320
200062 56465 830 1187 1103 503351 &0s00 174410 4200 240000 401110
p-Value Wilooxon tes 00973 06657 00011 00027 04611 00033 <0.0001 00002 00011 00002 (00
% Sensitvity
(&t 95% specificity) 31.5% 533 68421 47368 21053 63,158 B9.474 T®M4T 52432 76471 47059
Related cut-off 134767 51.27 1.47 291 345 180460 63.80 000 1670 9200 23220
RORC (ALIC) 0647  0.705 0836 0804 0592 0805 0.952 0897 0917 0A41 0508

The commercially available multiplex panel is considensd to
be dissatisfactory and meomplete from the point of view of
marker choice. Many other biomarkers are developing from
proteomic  studies.  Havrilesky er al. developed and
demonstrated the utility of seveml multimarker algorithms for
ovarian - cancer  scresning  and  treatment  monitoring
encompassing HE4, MMP-7, serine leukocyle protease
nhibitor- 1 (SLPL), receptor for uwrinary-type plasminogen
activator (PLAU-R), mucn 1, inhibin, glyoodelin, PAl-1 and
CAI25(10). Many other novel markers and panels of markers
are being studied: ¢ g haptoglobin, mesothelin, IL-8 and anti-
IL-& antibodies, transthyretin, APOAT, YKL40, wotal inhibin,
vascular smooth muscle growth-promoting factor (VSGP/F-
spondin and others (11-15).

Acconding to the presented results, HE4 protein seems to be
the most promising single marker. The results correlate with
HE4 studies indicating that HE4 is better than CAI25 in
distinguishing patients with malignant from those with benign
ovarian disense at high specificity (16). I does not show
satisfactory sensitivity as a single marker, but could be very
useful as a member of a multiplex panel. Palmer er al. wsed
multiplexed measurement of CA125, HE4 and mesotelin in
their study along with another single assayed markers, but no
marker combination did not possess significantly better results
than CA125(15).

IGF-1 and OPN should be further studied in detail whether
they are measured by common single assays or in multiplex.
In concordance with our results, a simultaneous decrease of
IGE-T1 and an increase of OPN in ovanan cancer was found (7,
8). Futthermore, significantly lower free 1GF-11 serum levels
wiere ohserved in patients with breast turmour than in healthy
controls contrary to those described in serum GFE-IT up-
regulation specific for cervical cancer (17, 18). Significantly

higher OPN levels in plasma in patients with epithelial ovarian
cancer compared to healthy controls, benign ovanan disease
und patients with other gynecological cancers have been
ohserved in non-multiplex studies eg. by Kim et al. ( 19). OPN
in serum is bowund to the complement factor H and serum levels
wens shown 1o be increased in prostate, breast and lung cancer
in mesurements performed after a dismption of the binding
complex by Fedarko er al. (20). Novel studies, mcluding the
multiplex measurements, do not take into account the serum-
hinding of OPN and pre-assay complex disruption.

Benign ovarian cyst disease occurs in younger patients
ntrary to ovanan cancer, which & why the contmol gmoup in this
stuely was not exactly age-matched to the cancer group. Because
o comelation between age and marker levels was observed, this
age difference between gmoups is considered wceptable.

The discrepant values of CAI2S5 obtained by multiplex
measurement and by routine immunoassay, even if correluted,
indicate that further validation with international standards is
necessary for the mul tiplex assay.

Multiplex is a powerful ool in mulimarker studies and in
the future for multipammetric cancer disease dingnostics and
monitaring, however, we are still in the em of sesking the right
maker combinations. Several studies in which xMAP
technology wis wed for cancer biomarker development have
been published. A large study of 64 biomarkers i serum of
patients with endometrial cancer and a control group has
msulted in the establishment of a five- omarker panel (PRL,
growth  hormone, eptaxin, E-selectin, and TSH) for
discriminating endometrial cancer from ovarian and breast
cancer (4). XMAP technology was also used to simultaneously
test 29 biomarkers in the sem of patients with melanoma.
Fifteen showed differences  between
melanoma patients and a control healthy group. A multivariate

serum  biomarkers
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bivinformatics Bayesian network algorithm was used for
discriminating between patients and controls and vielded 90%
sensitivity at 98% specificity. (5). Futhermore, levels of 55
serum biomardiers were measured by Nolen er al. pre- and
during neoadjuvant chemotherapy for locally advanced breast
cancer using eight different moltiplexed panels. Multivariate
statistical analysis revealed multibiomarker panels that were
able to differentiate between treatment response groups (6).

From an analytical point of view, the tested commencially
available multiplex panel fulfils all the requirements for further
clinical msearch and in future clinical routine wse, with
satisfactory coefficients of variation and calibration curve
ranges for measuring parameters in serum. However, from the
clinical point of view, it is recommended that at least the novel
HE4 tumour marker, and preferentially also non-specific
markers for tumour mass or growth such as TPS, monototal or
TK., are introduced into the panel.

The novel multiplex panel will be further tested on a lager
ovarian cancer cohort and in patients with ather types of cancer
and non-cancerous diseases.
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Abstract. Aim: Evaluate changes in the serum levels of PSA, %freePSA and -

2proPSA biomarkers and PHI in the diagnostic algorithm of early prostate cancer.
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Patients and Methods: The Immunoanalytical Laboratory of the University Hospital in

Pilsen examined sera from 263 patients being treated at the hospital’s Urology
Department with suspected prostate cancer who had undergone TRUS biopsies and
divided to benign and malignant group. The monitored biomarkers were measured
using the chemiluminescent DxI 800 instrument (Beckman Coulter, USA). All
statistical analyses were calculated using SAS version 9.3 software. Results: We
found statistically significant increased levels of -2proPSA, PHI and PSA and
decreased levels of %freePSA in patients diagnosed with prostate cancer by prostate
biopsy vs. patients with benign prostate hypertrophy (-2proPSA median 16 vs. 21
ng/L, PHI median 35 vs. 62, tPSA median 7.2 vs. 7.7 mg/L and %freePSA 16.7
vs.11.7%). ROC curves show the best performance for PHI are compared to other
markers. Conclusion: The assessment of -2proPSA and the calculation of PHI appear
to be of great benefit for a more accurate differential diagnosis of benign hyperplasia

and prostate cancer.

Total PSA have limited specificity for detecting clinically significant prostate cancer
and this low specificity leads to an excessive number of prostate biopsies — or to
“overdiagnosis”™(1,2). PSA testing has also resulted in an increase in the number of
patients being diagnosed with low-grade, potentially clinically insignificant prostate
cancer(3). In this study, we sought to establish whether determining -2proPSA (an

isoform of free PSA) could help resolve the problem of “overdiagnosis”.

Patients and Methods

In the period from November 2010 to April 2013, sera from 263 patients being
treated at the University Hospital in Pilsen’s Urology Department were tested. The
mean age of the patients was 66.8 years (50-83 years). These patients were

12



suspected of having prostate cancer and underwent TRUS biopsies, with total PSA
ranging from 0 to 20 mg/L. All patients were examined for total PSA (tPSA), freePSA
(fPSA) and -2proPSA. All blood samples were taken before any diagnostic or
therapeutic procedures involving the prostate and at least four weeks following
prostate manipulation.

According to the prostate biopsy results, the patients were divided into two
groups: 150 patients with benign prostatic hypertrophy (BPH) and 113 patients with
prostate cancer (PCa).

Blood was taken from the cubital vein, collected in VACUETTE® blood
collection tubes, (Greiner Bio-One, Austria) and processed according to Semjonow et
al. (4). The serum was separated by centrifugation at 1700 x g for ten minutes and
the samples were either processed immediately or, if they could not be used within
three hours, stored at -20 °C.

PSA, freePSA and -2proPSA were determined using the DxI 800
chemiluminescent device (Beckman Coulter, Brea, USA) and Hybritech calibration
and calculated by using the formula of %freePSA (freePSA / tPSA) x 100 and PHI = (-
2proPSA / freePSA) x v tPSA. The limit of detection is set at 0.008 mg/L for PSA,
0.005 mg/L for freePSA and 0.5 ng/L for -2proPSA.

The sensitivity, specificity, positive and negative predictive value (PPV, NPV)
and the area under the receiver operating characteristic (ROC) curve (AUC) was
established for all biomarkers. Wilcoxon’s test for comparing the two groups of
patients (benign disease and prostate cancer) and Spearman rank correlation were
used. SAS statistical software version 9.3. (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) was
used for all statistical calculations. A two-sided p value <0.05 was considered

significant.
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Results

Figure 1 shows the sensitivity and specificity for all observed tPSA, %fPSA and -
2proPSA markers and PHI in ROC curves. PHI had highest AUC value and tPSA the
lowest (Table I).

Table Il shows the result parameters in both our groups, BPH and PCa, including
statistical differences.

Table Il depicts sensitivity and specificity for selected markers at important cut-offs.
The subsequent table (IV) provides an overview of 95% sensitivity and specificity.
The Spearman correlation shows that PHI did not differ with age (p=0.67), which
suggests that the use of the same PHI cut-offs may be applicable to males
irrespective of age (PSA p=0.001, %fPSA p=0.004 and -2proPSA p<.0001).
Discussion:

Our study shows the superiority of PHI as a combination of all three markers in
increasing the sensitivity and specificity in diagnoses of prostate cancer. The AUC for
PHI was 0.7945, which is a comparable result with data from other authors with
similar inclusion criteria (5). But most authors were focused only on patients with
tPSA levels in the grey zone, between 2 and 10 mg/L (6, 7, 8, 9, 10). Based on
previous experience, we suggest that our data on patients with tPSA ranging up to 20
mg/L better matches standard urological practice in the Czech Republic, as tPSA
between 10 and 20 mg/L with benign hypertrophy and relatively high prostate volume
is no exception and these patients often undergo repeated biopsies.

Unfortunately, data from biopsy histology are distorted by the possibility of false
negative biopsies(11) and this fact distorts the value of true negativities. This causes
a very high cut-off of PHI at 95% specificity.

To broadly expand the application of new marker in routine practice, a reliable cut-off

must be established. At present, we can rely on relatively strong evidence about PHI.
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In fact we routinely use the cut-off of PHI 40 as positive, with a grey zone between 30
and 40. Fourteen per cent of all prostate cancer was found in the PHI interval of 30-
40. Based our data, false negative PHI results and reliance on the relationship of
sensitivity and specificity, we plan to reassess PHI and set >37 as positive. In our
PCa group we had only 2 (1.8%) prostate cancer subjects with PHI below 30 and 11
(9.7%) prostate cancer subjects with PHI below 37.

This clinical approach can lead to a decrease in the number of negative biopsies on
subjects with PHI below 37 and better indicate the timing of prostate biopsy if the PHI
is above the cut-off. And PHI above 74 can push to repeat previous false negative

biopsy (Table IlI).

Conclusion:

Our results prove that the measurement of -2proPSA and calculation of PHI increase
the reliability of differential diagnosis of prostate cancer. At the same time, based on
our experience, this approach will lead to a reduction in the number of biopsies.
Acknowledgements
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Figure 1. ROC AUC shows the accuracy of totalPSA, -2proPSA, %freePSA and PHI

for predicting PCa at biopsy.
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Table I. Areas under the curve for each marker.

Parameter AUC

PHI 0.79451

ratio freePSA/PSA 0.70062

-2proPSA 0.62292

PSA 0.57855
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Table Il. Serum levels of tumor markers according diagnosis and age characteristics.

Analyte PSA | -2proPSA | %freePSA | PHI
(units) (mgll) (ng/L) (%) ()
. . Median Median Median Median
Diagnosis | Count (N)
(Min — Max) | (Min — Max) (Min — Max) | (Min — Max)
BPH
7.16 16.0 16.7 35.1
benign 150
1.8-19.8 3.0-81.0 1.8-45.4 13.1-155.6
histology
PCa malignant 7.7 21.0 11.7 61.6
113
histology 1.0-19.4 4.0-135.0 4.1-31.7 17.0-231.8
p value 0.0407 0.0004 <.0001 <.0001

Table Ill. Basic parameters of ROC analysis at different cut-offs.

method | AUC | Cut-off | specificity | sensitivity | PPV | NPV
PHI 0.79451 30 30 98 51 96
37 53 90 59 88

40 63 84 63 84

74 90 34 72 64

PSA 0.57855 4 11 96 45 80
10 79 23 53| 60

%freePSA | 0.70062 15 61 74 59 76
20 30 88 49 77

19




Table IV. Basic parameters of ROC analysis at 95%sensitivity and 95%specificity.

method | Cut-off | specificity | sensitivity IPPV NPV
33 41 95 55192
PHI
92 95 19 76 | 61
4 11 95 45 | 80
PSA
17 95 5 46 | 57

AUC: area under the curve; PPV: positive predictive value; NPV: negative
predictive value; PHI: prostate health index; PSA: prostate specific

antigen; %freePSA: ratio of freePSA / totalPSA
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Kancerogeneze

Kancerogeneze je proces premény normalnich bun¢k v buniky nadorové. Je to
mnohastupnovy proces postupné akumulace genetickych a epigenetickych udalosti, které
umoziuji nadorovym bunkam selekcni rtistovou vyhodu a vrcholi invazivnim ristem a
metastazovanim.

stadia kancerogeneze:

Iniciacni stadium, tj. prvotni genetickd udalost, kdy dochézi k mutaci kritické¢ho genu.
Je to obdobi Casoveé velmi kratké, ale nevratné. Burika tim ziskéva potencidl maligni
transformace. V tomto stadiu se miize proces jesté zastavit.

Promocni stadium, které trva 1éta az desetileti. Klon postizenych bunék je stimulovan
k intenzivni proliferaci promoc¢nimi faktory Ty nejsou samy o sob¢ schopny vyvolat
nadorovou transformaci, jen ji podpofit event.urychlit . Intenzita promo¢nich mechanismu
musi dosdahnout urcitého stupné, aby byl iniciovany klon stimulovan. V této fazi se opt miize
proces karcenogeneze ypomalit nebo zastavit, ve vétsSing piipadt vSak dojde k nastupu dalsiho
stadia.

Stadium progrese, dochazi dal§imu postupnému nahromadéni genetickych zmén. Nador
zpocatku zlstava v misté svého vzniku, pak vlivem aktivace dalSich faktorti dochazi
k dal$imu §ifeni nadoru do okoli i do vzdalenych mist (metastazovani).

Proliferace bunék je velmi peclive fizena tak, aby odpovidala potfebam celé¢ho
organismu. V ¢asnych stadiich zivota jedince kapacita mnoZeni bunék pfevazuje nad jejich
zanikanim, v dospélosti je v dynamické rovnovaze a ve staii zacina prevaZzovat involuce. Pro
razné typy bunék je proces mnozeni odlisny: napi. bunky sliznice tenkého stfeva nebo
leukocyty se obnovuji béhem né€kolika dntl, erytrocyty maji Zivotaschopnost 120 dn.
Hepatocyty ¢i nervové buiiky zanikaji zfidka a nemaji regeneracni schopnosti viibec. Pokud se
vSak buiiky vymknou kontrole replikace (tj. neodpovidaji na vngj$i signaly kontrolujici proces
déleni), zméni se v buniky nadorové. Pokud si i ptfesto tyto bunky zachovaji sviij vzhled i
funkci a zGstavaji na misté, kde vznikly, jsou to buniky benigni a davaji vznik benignim
tumorim. Buiky, které ztratily vétSinu svych ptivodnich vlastnosti (ztrata diferenciace) a maji
snahu pronikat dale do svého okoli (invazivita) i na vzdalend mista (metastazovani), jsou
bunikami malignimi a davaji vznik malignim nadorim. Pfeména tkan¢ organismu do stavu
invazivni nadorové choroby trva v priméru 5 — 10 let a je ovlivnéna hereditarnimi
genetickymi faktory a somatickymi epigenetickymi faktory.

Tabulka ¢. 1. Prubéh kancerogeneze

Prubéh kancerogeneze
e Incia¢ni stddium

e Promoc¢ni staddium
e  Stadium progrese
o Lokalni rist
o Invaze do okoli

o Metastazovani
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Vzhledem k tomu, Ze pfi¢inou nadorovych onemocnéni byva akumulace genetickych zmén

v bunéénych genech, zvysuje se incidence téchto onemocnéni predevsim s piibyvajicim
vékem. Dochazi (az na vyjimky) k exponencidlnimu riistu incidence nadorového onemocnéni
v zavislosti na véku (Feeen 2000,

METASTAZOVANI:

Pouze vysoce maligni buiiky se vyznacuji metastazujicim potencidlem. Aby mohly
dale metastazovat, musi ziskat dalsi invazivni vlastnosti, které jsou diisledkem dalSich
genovych mutaci, aktivace ¢i inaktivace vétSiho poctu gentl. Proces metastazovani je slozity
mnohastupniovy proces probihajici v nasledujicich etapach (Viz Tabulka niZe). V tabulce jsou
uvedeny faktory, které se na jednotlivych etapach metastatického procesu podile;ji.
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Tabulka ¢. 2. Etapy metastatického procesu a faktory, které se na ném podileji

Etapa metastatického procesu: Faktory:

e Matrix metaloproteinazy
Invaze nadoru do okoli « Angiogenetické faktory
e Adhezivni molekuly

o Matrix metaloproteinazy

o Cysteinové a serinové proteazy
Intravazalni invaze e Angiogenetické faktory

e Adhezivni molekuly

e Hemokoagulaéni faktory

e Pasivni transport.

Transport nadorovych bunék . Hemokoagulagni faktory

e Matrix metaloproteinazy

o Cysteinové a setinové proteazy
Extravazalni invaze e Angiogenetické faktory

e Adhezivni molekuly

e Hemokoagulaéni faktory

e Hemokoagulaéni faktory
o Adhezivni molekuly.
Nidace nadorovych bunék e Proliferacni faktory

e Angiogenetické faktory

e Adhezivni molekuly

e Apoptotické faktory

Rust metastaz v nové tkani

INVAZE NADORU DO OKOLIJ

Priinik nddorovych bunék bazalni membranou do extracelularni matrix vede k k
narusSeni jeji integrity a tim mechanickou cestou pii zvySeném hydrostatickém tlaku uvnitf
rostouciho nadoru invazi nddorovych bunék do okoli. Na disrupci bazalni membrany se podili
predevsim proteolytické enzymy — matrix metaloproteinazy (esion 2000 Stevenson 1999) /gy gpyy
proteolytickym ucinkem plisobi nejen na bazalni membranu extraceluldrni matrix, ale i na
bazalni membranu endotelii, &imZ usnadiiuji angiogenézi (novotvorbu céy) S'versen 1999 _ yi7
Obr. ¢. 7, kterd je nezbytnym faktorem invaze primarniho nadorového loziska a soucasné
hraje roli 1 pfi vzniku vzdalenych metastdz .
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Obrdzek é. 1. Proces angiogeneze u nadorg s 19°7)

|

Stadium 1 Stadium 3 Stadium 5
Maly avaskularni nador Riist novych cév z okolnich cév, vasku- Vysev vzdalenych me-
tastaz

r Vyziva nédoru difizi larizace tumoru.Vyziva difuzi

Stadium 2 Stadium 4
T angiogenni faktory Invaze nador. bunék skrz cévni sténu
puceni novych cév Tvorba nadorovych embolt
INTRAVAZALNI INVASE

Po priniku do extravazalniho prostoru nésleduje dalsi stupeni invazivity nadoru -
intravazalni invaze, na které se kromé& metaloproteinaz podileji i dalsi proteazy. Po priniku
cévni sténou dochazi k aktivaci cytokining (Banks 1993Holubee 2002-2, Witting 1996) 5 1 50re0aci
nadorovych buné€k s krevnimi elementy. Vznik téchto agregatli — mikrotrombu jednak
usnadiiuje transport bunék a jednak aktivuje hemokoagulaéni faktory, které jsou nezbytné pro

extravazalni invazi naddorovych bunék.

TRANSPORT NADOROVYCH BUNEK

Transport nddorovych bunék v cévnim fecisti je predev§im pasivni d¢j, ale aktivaci
hemokoagula&nich faktorii se pripravuje extravazalni invaze, (PUfTY 20041, Dufly 2004-3)

EXTRAVAZALNI INVAZE

Extravazalni invaze je zahajena hemokoagulaénimi faktory aktivujicimi cytokininy,
které aktivuji adhezivni molekuly 2% které zajisti adhezi na cévni sténu.
Z adherovaného agregétu krevnich desti¢ek a metastatickych bunék se z trombocytl uvolituje
tromboxan A, ktery je zodpovédny za ireverzibilni agregaci, a tim definitivni adhezi
mikrotrombu s nddorovymi buiikami na cévni sténu. Po ireverzibilni adhezi mikrotrombu
nasleduje pochod obdobny prvni etapé metastatické kaskady, na které se podileji matrix
metaloproteinazy, faktory angiogeneze a dalsi tkanové pisobky. V této fazi metastatického
procesu se pripisuje vyznamna uloha ristovému faktoru z trombocytti (PDGF), ktery
stimuluje proliferaci bun¢k mikrometastazy. Vétsi odolnost mikroembolu je zptisobena i tim,
ze se mikroembolus zahy obaluje fibrinem, ktery vznika jako produkt plazmatické koagulace
aktivované pfi agregaci desticek a indukované tromboplastickymi substancemi z nadorovych
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bunék. Fibrinovy obal chrani buitky mikrometastaz proti mechanické traumatizaci a maskuje
nadorové buiiky pred imunokompetentnimi lymfocyty.

NIDACE NADOROVYCH BUNEK A RUST
METASTAZ V NOVEM MIKROPROSTRED/

Po priiniku nadorovych bunék cévni sténou rist metastaz v novém mikroprostfedi neprobiha

uniformng (Aexiou 2001, Amaya 1997, Aotake 1999) ‘B p1e v metastaze se mohou diferencovat, jindy

mohou zlstat dlouhou dobu v klidovém stavu, aniz ztrati sviij proliferacni potencial.

Proliferace bun¢k v metastaze je zavisla na pfitomnosti rozmanitych ristovych

(proliferacnich) faktorti a jejich vzdjemném poméru s faktory, které proliferaci inhibuji.

(RAothnélggglhibice apoptozy (programové smrti bun¢k) ma za nasledek intenzivnéjsi proliferaci
otake

Krom¢ jiz zminéného PDGF se na proliferaci mikrometastdz mohou podilet téz
humoralni faktory produkované vlastnimi nadorovymi bunikami (tzv. autokrinni stimulace).
Uplatiiuji se téZ rizné produkty onkogent, zejména c-myc, c-erb a c-sic, které maji aktivitu
ristovych faktorti (FGF, TGFa, EGF) (Pix 1999,

Ptedpokladem ristu metastazy je téz plynuly pfisun zivin a kysliku, a proto je pro rust
metastazy opé&t nezbytnd novotvorba cév (<™ 2% pro vlastni cévni zasobeni metastaz je
téz nezbytna produkce fibrinu, ktery vytvari matrici, jeZ je oporou novotvorenym cévam, na
které metastatické lozisko dale roste.

Urceni biologické aktivity nadoru ma velky vyznam pro:
« stanoveni etiopatogeneze nadoru
o diagnostiku nadorového onemocnéni

e monitoraci prabéhu nadorového onemocnéni , volbu a monitoraci IéCby a vy-
voj novych terapeutickych postuptj ASC© 2000 buffy 2003)

Trendem soucasného vyzkumu je nejen snaha o komplexni charakteristiku pfi¢in vzniku
nadorového bujeni, ale pfedev§im podrobna charakteristika agresivity nadorového proceu a
s tizce souvisejici i mnohastupiiové kaskady metastatického procesu ("5 2099 podrobny
popis efektorovych gent a jejich proteinovych produkti *ment 1999-Krause 2001, Vogelstein 1988) 1 g
ovliviiuji jednotlivé pochody metastatické kaskady ma nejen velky vyznam pro v€asnou
diagnostiku mozné invaze naddoru do okoli a tvorbu distan¢nich metastaz, ale pfedevsim pro
vyvoj novych terapeutickych postupi, které v budoucnu umozni piechod od 1écby empirické
k 1é¢be kauzalni. V praxi to znamend ptechod od 1é¢ebnych postupt, které¢ vedou k pouhému
zastaveni bunééného déleni ¢1 bunééného riistu, k ovlivnéni jednotlivych fazi nadorového
vyvoje (korekce genetického defektu nadorovych bunék, inhibice metastatické kaskady,
inhibice angiogeneze, apod.). Cilem podrobného poznavani charakteristiky jednotlivych
nadorovych onemocnéni je snaha o individualizaci pfistupu, zlepSovani kvality Zivota
a prodlouzeni pfeZivani onkologicky nemocnych.

Za ucelem pochopeni vyznamu nadorovych markerii ve vyvoji a diagnostice nadorového
bujeni je v této kapitole rozebiran nadorovy proces v SirSich souvislostech.

Vznik nadoru je pfedur¢en vznikem prvé nadorove transformované buiiky v jinak
zdravé tkani. Ta vzniké v disledku mutace nebo strukturdlnich zmén genetické vybavy buiiky.
Vysledkem je nekontrolovatelna aktivita onkogent a porucha regulaéniho vlivu
onkosupresorickych genti. Tak dochazi ke klonalni proliferaci, kdy z jedné nddorové bunky
vznikéd nadorové lozisko. Pokud nddorové bunky nemaji schopnost invazivniho ristu
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a metastazovani, pak vede klonalni proliferace primarn¢ transformované buiiky ke vzniku
benigniho nadoru. Teprve genetické a fenotypické zmény, které dale meéni vlastnosti jiz
existujicich a mnozicich se nddorovych bunék tak, ze jsou schopné invazivné prorastat do
okolni tkané nebo do cévniho fecisté, umozni vznik skute¢né zhoubného nadoru. Jednim
z typickych podrobné prozkoumanych a vétSinou ¢asto pouzivanych ptikladi je vznik
kolorektalniho karcinomu.

MODELOVY PRIKLAD KANCEROEGENEZE

Vznik kolorektalniho karcinomu -

Nadory tlustého stfeva a rekta mizeme rozdé¢lit na sporadické a familiarni (hereditarni)
formy. Sporadicka forma (asi 80 % vsech nadori kolorekta) se vyznacuje kompletnim
vyfazenim obou alel dulezitého genu z funkce, nicméné k této zmén¢ je tieba jesté vzniku
dvou mutaci v somatické burice. Pravdépodobnost tohoto jevu je pomérné mala a takto
zpusobené nadory vznikaji ve vys$§im veku. Naproti tomu pii familiarni formé (20 % vSech
nadori kolorekta) je zarodena mutace piitomna ve viech buiikach jedince V"¢ 199 Dryha
alela genu ma normalni funkci a rozvoj nddorového bujeni se projevi az tehdy, kdyz je
vyrazena somatickou mutaci i druhd kopie identického genu a dojde k poruse regulace
bunécného cyklu €1 opravé chyb deoxyribonukleové kyseliny (DNA). U hereditarni formy
nadorového onemocnéni tedy staci k vyfazeni genu pouze jedind mutace somatické bunky.
Pravdépodobnost takové mutace je vysoka. Vznik naddort se tak posouva se do mladého véku.

Geneticky model vzniku kolorektalniho karcinomu byl detailné vypracovéan
Vogelsteinem v roce 1988 V0&elsein 1988) 4 16 ywyadan jako typicky piiklad vzniku a vyvoje
nadorového onemocnéni. Pro vznik nddorového onemocnéni musi dojit ke kumulaci
nasledujicich zmen (€22 2003, Masopust 2003, Vogelstein 1988) ' g opetickym zm&nam (mutacim)
vedou mutageny, kterymi mohou byt rozlicné exogenni faktory. Mutaci pozménéné geny jsou
navic citlivéj$i na zmény zevniho prostiedi. Protoonkogeny jsou normalni geny, které mohou
byt aktivovany mutaci jedné alely. Takto aktivované protonkogeny se nazyvaji onkogeny.
Narusuji normalni bunécny riist a celularni diferenciaci. U kolorektalniho karcinomu sveéd¢i
fada udaji o velkém vyznamu mutace K ras genu pii vzniku dysplézii a v kancerogenezi.

K ras gen je nejcastéjSim onkogenem. Tumorsupresorové geny (antionkogeny), respektive
jejich proteinové produkty, kontroluji normalni bunéénou proliferaci a diferenciaci. Pti selhani
této kontroly pfejde diferenciace normalnich kolonocytti do nddorové transformace. Ztrata
funkce (inaktivace) pii velké chromozomalni aberaci obou kopii supresorovych genti
(otcovské a matetfské) ma zdvazny vyznam v kancerogenezi kolorektalniho karcinomu. Jde
piedevsim o gen p 53 (nap 17), APC gen (na g 5) a DCC gen (na q 18). Ztrata heterozygozity
(mutace a delece) téchto genti se zdsadné€ podili na pfeméné adenomu v karcinom a na vyvoji
malignity. Tyto zmény jsou zjistitelné az u 70 — 80 % kolorektalnich nadorti. Sekvenci
jednotlivych zmén vedoucich ke vzniku kolorektalniho karcinomu znézoriuje Vogelsteiniiv
model tumorigeneze lidského kolorektalniho karcinomu (&S 989) na 5hrazku nize.
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Obrazek ¢.2. Vogelsteiniiv model tumorigeneze kolorektalniho karcinomu

Normalni epitel

Mutace APC genu — U
(Chromozom 5q, 9q)

Aberantni kryptovy fokus

Hypomethylace DNA = U

Adenom — lehka dysplazie

Mutace K ras
= U
(Chromozom 12p)

Adenom — stiedni dysplazie

Ztrata DCC

= U
(Chromozom 18q)

Adenom — tézka dysplazie

Ztrata p53
p — U
(Chromozom 17p)
Karcinom
Jiné alterace
1 :> U
(delece 1p)
Metastazy
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MALIGNI TRANSFORMACE BUNKY

Mnozeni bunék je velmi peclive fizeno tak, aby odpovidalo potfebam celého
organismu. V ¢asnych stadiich zivota jedince kapacita mnozeni bun€k pievazuje nad jejich
zanikanim, v dospélosti je v dynamické rovnovaze a ve staii zacina prevazovat involuce. Pro
ruzné typy bun€k je proces mnozeni odlisny: napt. buniky sliznice tenkého stfeva nebo
leukocyty se obnovuji béhem nékolika dniti, erytrocyty maji zivotaschopnost 120 dnii.
Hepatocyty ¢i nervové bunky zanikaji ziidka a nemaji regeneracni schopnosti vitbec. Pokud se
vsak buitkky vymknou kontrole replikace (tj. neodpovidaji na vnéjsi signaly kontrolujici proces
dé€leni), zméni se v buiikky nadorové. Pokud si 1 pfesto tyto buiiky zachovaji sviij vzhled i
funkci a zGstavaji na misté, kde vznikly, jsou to buiiky benigni a ddvaji vznik benignim
tumortim. Buiiky, které ztratily vétSinu svych ptivodnich vlastnosti (ztrata diferenciace) a maji
snahu pronikat dale do svého okoli (invazivita) i na vzdalend mista (metastazovani), jsou
buitkami malignimi a davaji vznik malignim nadortim. Maligni nador je v podstaté genetické
onemocnéni, jeho exprese zacina v jediné bunce. Jde o nékolikastupniovy proces, kdy na
urovni chromozomti dochdzi k postupnému nahromadéni mutaci (alteraci) gent,
kontrolujicich proliferaci (bunécné déleni), diferenciaci a zanik bun¢k. Pfeména tkané
organismu do stavu invazivni nadorové choroby trva v priméru 5 — 10 let. Ovliviiuji to
hereditarni genetické faktory a somatické faktory epigenetické.
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Obrazek 4. Schématické znazornéni jednotlivych etap kancerogeneze a pro-
dukce nadorovych markeru v jednotlivych etapach kolorektalniho karcinomu.

Inicializa¢ni st. Promoc¢ni st. Stadium progrese

Rust Dediferenciace Metastazovani

>
e CDK MMP Mis-1

= . erB2 Integriny

~§ Ki-ras THF-B TF 67-LR

E B-CIN Tiam-1 muc-

Py o ;. Metastaticky
Normalni b. | Hyperplazie Invazivni ca ca Y
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- APC D E-CAD/CTN

2 P Integriny TIMPs

v IGF-IIR Rb

|~ TIAM-1

= TGF-BR-II

n
. CA19-9
2 & TK CEA CA 72-4
s % Cytokeratininy CA 242 TK
=
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Vysvétlivky: CDK = cyklin dependentni kindzy; Ki-ras = onkogen Kirstenova sarkomového viru;, f-CTN =
catenin, erB2 = onkogenni tyroxin kindza (ze skupiny EGFR);, THF-8 = transforming growth factor f; MMP =
metaloproteindzy; TF = tkdnovy faktor — aktivator invazivity; Tiam-1 = aktivator invazivity u lymfomovych
bunék a inhibitor invazivity u epitelidlnich bunék, mtsl = gen kédujici proteiny vazajici kalcium,; LR67 = lami-
ninovy receptor, MUC-1 = mucin stimulujici adhezi nddorovych bunék k endotelidlnim burikdam; APC = protein
adenomatozni polypozy tlustého stieva, IGF-1IR = inzulin-like growth factor Il receptor; DCC = deleted in
colorectal cancer, kédujici transmembranovy glykoproteid imunoglobulinii; p53 = jaderny protein tlumici repli-
kaci poskozené DNA; Rb = retinoblastoma protein kédujict fosfoprotein,ktery se podili na regulaci bunécného
cyklu; TGF-BR-11 = typ 11 receptor pro TGF-4; E-CAD/CTN = E-cadherin/cateninovy komplex.
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VYUZITI STANOVENI UKAZATELU BIOLOGICKE AKTIVITY NADORU PRO
KLINICKOU PRAXI A VYZKUM

Diagnostické vyuziti stanoveni ukazatel biologické aktivity in vitro

Rozdéleni a obecnd charakteristika parametrii biologické aktivity
Nédorové markery lze charakterizovat jako latky produkované malignimi bunikami ¢i
organizmem jako odpovéd na nddorové bujeni. Muze se jednat o antigeny lokalizované na
povrchu bunéénych membran, obsazené v cytoplazmé, solubilni antigeny obsazené
v biologickych tekutinach, enzymy metabolickych drah ¢i fragmenty cytoplazmatickych
struktur uvoliiované do okoli pfi zaniku bunck. Celularni nddorové markery Ize detekovat
imunohistochemicky ¢i v cytozolu nadorové buiiky, humoralni nddorové markery cirkulujici
v krvi ¢i v jinych biologickych tekutinach a Ize je prokdzat pomoci imunoanalytickych metod.
Prestoze diagnosticky prah nadorovych markeri umoziiuje v pfiznivych ptipadech
detekovat nador o hmotnosti Img (10° nadorovych bungk), zatimco klinicka diagnoza je
uréena vét§inou az u nadoru, ktery obsahuje asi 10° bundk, neexistuje dosud vzhledem
k Sirokému spektru nadorovych onemocnéni univerzalni nadorovy marker.
Pozadavky kladené na idedlni nadorovy marker jsou nasledujici:
e je produkovan pouze u malignich onemocnéni

e je organové specificky

e vyskytuje se ve vysokych koncentracich v biologickych tekutinach
e koreluje s velikosti nadoru

o koreluje se stadiem onemocnéni

e koreluje s progn6zou

o koreluje s uginnosti terapie

V klinické praxi neexistuje v soucasné dob€ Zadny naddorovy marker, ktery by tato kriteria
splnoval. Je proto nutné si vZdy uvédomit optimalni indikace a sou€asné€ 1 limitace téchto
vySetieni. Spravné€ indikované vySetieni nadorovych markerti mize pfispét predevsim

k v€asnému zachytu recidivy ¢i progrese onemocnéni a tim 1 k rychlej§imu terapeutickému

zakroku, ktery miize prodlouZzit Zivot nemocného. Organova specificita pii vySetfovani

nadorovych markert je nizka, a proto je nezbytné nutné jejich dynamické sledovani

v pravidelnych intervalech.

Indikace vySetfeni nadorovych markerti u karcinomu tlustého stfeva maji své limitace.
Jedna se o dopliikovou diagnostickou metodu. Pro spravnou interpretaci vysledki je proto
nezbytna nejen spravna volba nadorovych markert, ale ptedev§im zpisob jejich klinického
vyhodnocenti, které vyzaduje uzkou interdisciplinarni spolupraci mezi klinikem a laboratornim
pracovnikem.

U nédort tlustého stfeva a konecniku je hlavnim stanovovanym markerem
karcinoembryonalni antigen (CEA). Jako marker druhé volby je doporuc¢ovan CA 19-9. Jako
optimalni se jevi kombinace téchto dvou markerid. K dal§im markerim, které jsou studovany
v souvislosti s kolorektalnim karcinomem patii CA 72-4, dale pak dal$i nadorové markery CA
typu (CA 242, CA 195), markery cytokeratinu (TPA,TPS) a fada dalSich. V piehledné Tabulce
¢. 5 jsme se zaméfili na nejcastéji vySettované nadorové markery v klinické praxi obecné.
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Tabulka ¢. 3. Rozdéleni nadorovych markert podle funkce:

Skupina markert:

Jednotlivé markery.

Onkofetalni a

Majici funkci u plodu

CEA
AFP
hCG
SP1

mucinézni

antigeny

antigeny

Karbohydratové(cancer)

CA 125
CA 15-3
CA 19-9
CA 50
CA72-4

Cytokeratinové nadorové markery

TPA
TPS
CYFRA 21.1
SCC

Proliferacni

Neuronspecificka enolaza
Thymidinkinaza

Enzymy

Ostatni

Prostaticky specificky antigen
Kysela prostaticka fosfataza
Laktatdehydrogenaza

Ektopicka sekrece

Adrenokortikotropni hormon
Antidiureticky hormon
Kortizon

Parathormon

Prolaktin

Hormony

Produkované nadorem

Placentarni laktogen
Kalcitonin
Parathormon

Prolaktin

Receptory

Estrogenové

Progesteronové

Ostatni blize nespecifikované latky

Feritin
B2-mikroglobulin

Imunoglobuliny
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VétSina nadorovych markeru patfi mezi onkofetalni antigeny. Jde o latky,
které nachazime v pomérné vysokych koncentracich u plodu, kde se vyskytuji na
povrchu diferencujicich se bunék (diferenciacni antigeny) a hraji vyznamnou roli ve
vyvoji plodu. U zdravych dospélych osob je jejich hladina velice nizka a pfesna biolo-
gicka funkce neni znama. Pfi vétSiné nadorovych onemocnéni se jejich aktivita vy-
razné zvysSuje. Typickeé pro né je, ze se vyskytuji pfedevsim u dobfe diferencovanych
nadoru a jejich hladina vétSinou koreluje s velikosti nadorové masy. Jejich stanoveni

ma vyznam zejmeéna pro urceni prognoézy nadorového onemocnéni a kontrolu tera-
pie.

Cytokeratinové nadorové markery jsou markery vzniklé naru§enim nebo
nekontrolovanym ristem cytoskeletu bunky. Vyskytuji se jako o cirkulujici fragmenty nebo
komplexy fragmentt cytokeratinti 8, 18, 19 normalniho epitelu. Souviseji vyrazné€ s bunécnou
proliferaci a mnozi autofi je fadi mezi proliferacni nddorové markery.

Enzymatické nadorové markery jsou po onkofetdlnich antigenech druhym nejcastéji
uzivanou skupinou nddorovych markert. Miizeme je rozdélit na dvé podskupiny. Prvni
podskupinu tvoii enzymy majici biologickou funkei pfedevsim pti bunééném déleni, (napf.
thymidinkinaza a neuron-specicifickd enoldza). Tyto markery jsou zna¢né zvysené u vsech
stavll charakterizovanych pfedevs§im vyraznou buné€nou proliferaci. Proto se uplatiuji pti
urcovani prognozy a stadia onemocnéni. Markery druhé podskupiny jsou enzymy, které se
vyskytuji i ve zdravych tkéanich, kde plni své biologické funkce. Tyto markery jsou vysoce
organove i tkanove specifické, ale neposkytuji jakoukoliv informaci o typu poskozeni
daného orgéanu ¢i tkang. Daji se pouzit k ur€eni primarni lokalizace nadoru.

Dalsim typem nadorovych markerti jsou hormoény. Jsou produkovany bud’ ptimo
samotnymi endokrinnimi butikami (napf. kalcitonin meduldrnim karcinomem S§titné zlazy
nebo tyreoglobulin pfi typu folikuldrnim) nebo jsou produkovany ektopicky (napft. latka
podobna ACTH nebo hCG pii bronchogennim karcinomu). Tyto nddorové markery jsou
necastéji vyuzivany ke kontrole efektu at’ jiz operacni ¢i medikamentozni 1écby.

U nédort hormonalné¢ aktivnich se stanovuji i poCty receptorii. Na rozdil od
piedchozich markert, které se prevazné stanovuji v séru, jde o markery tkanové, které se
stanovuji v bioptickém materialu. Maji jednak vyznam pro ur¢eni prognézy nadoru, ale
rozhodujici vyznam maji pro volbu a kontrolu terapie (jako napft. u nadori prsu).

Posledni skupinu nddorovych markera tvofi nejriiznéjsi tkdnémi produkované blize
nespecifikované latky, které se nedaji zaradit do zddné z predchozich skupin, ale pii
nadorovém bujeni se jejich hladiny v krvi zvySuji jako nespecificka reakce organizmu na
pritomnost nddorového onemocnéni (feritin, B,-mikroglobulin, imunoglobuliny).
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Epidemiologie

Dle udaji NOR — Narodniho onkologického registru, incidence ovaridlnich zhoubnych nadora

v Ceské republice v 90. letech minulého stoleti stoupala a v roce 2002-2003 dosahla nejvyssi

hodnoty 24,9 na 100 000 Zen. Tato incidence byla identicka i v nasledujicim roce. V roce 2005

jsme zaznamenali pokles mirné pod 22/100000 a v nésledujicim roce 2006 kolem 21/100000,

cvwr

2011, kdy byla incidence 20,2/100000(1).
Casovy vyvoj hrubé incidence
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V zemich zapadni Evropy, kde se masivné pouzivd hormonalni antikoncepce déle nez 20 let,

zacina incidence klesat.
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C56 - Vajeinik, Zeny
srovndni incidence v CR = ostatnimi zemémi svéta, pfepodet na 100 000 ozob
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Mortalita je i ptes pokles (za posledni 10 let poklesla incidence cca o 10 %) stale vysoka

hlavné proto, Ze vétSina ovaridlnich nadorti (75-80 %) se diagnostikuje v pokrocilych stadiich

( FIGO III a IV)(2). Dle NOR byla mortalita v roce 2011 — 13,1/100000 Zen(1).
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Ovarialni nadory jsou z gynekologickych nadort nejcastéjsi pti¢inou smrti — 47 %. Primérny
vék se znacné liSi v obou skupindch ovaridlnich zhoubnych nadorti, ve skuping epitelidlnich

zhoubnych nadort je pruimérny veék v dob¢ diagnézy 57 let, u neepitelidlnich cca 33 let(3).

Vekova struktura pacientek s epitelialnimi malignitami vajecniku

C56 = 7N wvajetniku, Zeny

vekowd struktura populace pacientd za obdobi 1977 - 2011
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Incidence nartsta s vékem, riziko pro zenu 70 letou je 4 x vétsi neZ pro zenu 40 letou.
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Etiopatogeneze ovarialniho karcinomu (4)

V poslednich péti az Sesti letech se udalo na poli pochopeni patogeneze epitelialniho ovarial-
niho karcinomu mnohé. Plivodni a stale ,,Casteéné platné etiopatogenetické teze — hypotéza
nepietrzitych ovulaci, hypotéza gonadotropinova, jsou v soucasnosti nahrazeny jakymsi dua-
listickym modelem tumorogeneze. Novy smér ukazuji klinicko-patologické a molekularné
genetické studie, které ptinaseji tento dualisticky model tumorogeneze a déli tak ovarialni
epitelidlni malignity na Typ I a Typ II.

Malignity fadici se pod typ | maji pomérné dobfie identifikované prekurzory a jejich progrese
jde po krocich od benigniho, zpravidla cystického tumoru pfes borderline tumory
k invazivnimu karcinomu. V dob¢ projeveni byvaji spiSe omezené na vajeéniky, chovaji se
jako ,,pomalé* nadory, jsou charakterizovany vys$sim pétiletym pieZitim ve srovnani s typem
Il a sdileji spolecné mnohé molekularné genetické alterace, které nelze najit u typu Il. Jsou
pomérné geneticky stabilni a vznikaji obvykle kumulaci somatickych mutaci v genech KRAS,
BRAF a ERBB2, ¢i PTEN, PIK3CA a CTNNBI1 (kodovani genu beta catenin), ale jen velmi
ziidka p53. Inaktivace BRCA nebyla u typu I nalezena. Zahrnuji low-grade serozni a low-
grade endometroidni karcinomy, clear-cell a mucinozni karcinomy a maligni Brennerdv
tumor. Pavod seroznich tumord je pravdépodobné v oblasti fimbrii vejcovodi. Kdyz tyto pri-
marné neovaridlni buiikky dosdhnou povrchu vaje¢niku, dojde ke vzniku inkluzni cysty, muta-
cemi ve vyse zminénych genech dochazi postupnymi kroky k maligni transformaci a ke vzni-
ku low-grade serozniho tumoru. Endometroidni a clear cell nadory vznikaji v endometrialni
tkani, kterd se dostava do oblasti panve mechanismem retrogradni menstruace a dava zaklad
endometrioze. Mucinozni a Brennertiv tumor vznikaji z pfechodného epitelu z oblasti tubo-

mesotelialni junkce, kde fimbrie vejcovodu ptichazi do kontaktu s peritoneem.

EM/CC
borderline tumor

endometriosis

Prevzato z: The origin and pathogenesis of epithelial
ovarian cancer — Kurman, Shih - Am J Surg Pathol —

Mar 2010
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Nadory fadici se pod typ Il byvaji, oproti nadoram typu I, zachyceny v pokro¢ilych stadiich,
vznikaji de novo, chovaji se agresivng, typicka je pro né¢ mutace genu p53 (ve vice nez 80 %
pfipadl) a jsou velice geneticky nestabilni. Jsou charakterizovany horsi prognézou a vyssim
gradingem. Inaktivace BRCA, mutaci ¢i metylaci promotoru, se nachazi u 40-50% high-grade
seroznich karcinomui. Hlavnimi tumory typu Il jsou high-grade serozni karcinom, karcinosar-
kom a nediferencovany karcinom.

High-grade serozni karcinom piedstavuje témét 75% vsech epitelidlnich ovarialnich karcino-
mi a sam se podili cca 90% na mortalité¢ pro ovaridlni karcinom. Hledani etiopatogenetické
cesty vzniku tohoto zavazného tumoru je proto naplni fady vyzkumu poslednich desetileti.
Dosud se predpokladalo, Ze nador vznikd maligni transformaci povrchového epitelu vajecni-
ku. Novy pohled spatfuje puvod ve vejcovodu, konkrétné v 1ézi nazyvané STIC — serous tubal
intraepithelial carcinoma, kterou se prezentuje zhruba 70% piipadi a kterou je mozné pii pec-
livém histologickém zpracovani sekéniho materidlu nalézt vedle invazivniho karcinomu.
Prakticky vSechny tyto 1éze vykazuji stejnou p53 pozitivitu jako high-grade serozni karcinom.
Buiiky této 1éze po exfoliaci dosdhnou povrchu vajec¢niku, implantuji se a daji vznik high-
grade seroznimu karcinomu. Druhou moznosti vzniku tohoto zavazného néadoru je jiz vysSe

zminény mechanismus vzniku inkluzni cysty a mutace v genu p53 .

A B

. cystadenoma

Prevzato z: The origin and
pathogenesis of epithelial
ovarian cancer — Kurman,
Shih - Am J Surg Pathol — Mar
2010

Koncept, ze velka ¢ast ovaridlnich karcinomti mé ptiivod mimo vajenik, je velkym odklonem

od ptivodniho smysleni a otvird moZnosti pro nové postupy v€asné detekce, 1écby a mozné

prevence tohoto zavazného a devastujiciho onemocnéni.

Dosud neexistuje funkéni screening ovarialniho karcinomu. Cilem je najit takovy test ¢i kom-

binaci metod, které zachyti onemocnéni v asném stadiu, nejlépe stale omezené na vajecniky,

a je tedy vysoka Sance na jeho vyléceni a redukci mortality. Dosud pouzivané modality — gy-
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nekologické vySetfeni, transvaginalni ultrazvukové vysSetfeni a sérové biomarkery CA125 a
HE4 - zatim nepfinesly tyto ocekavané vysledky. Vzhledem k vyse uvedenému dualistické-
mu modelu, ktery ukazuje na heterogenitu ovarialniho karcinomu, je ziejmé, ze jeden scree-
ningovy test nebude dostacujici.

Dalsim nezbytnym krokem je individualizace 1écby. VySe zminéné charakteristiky nadora
typu I a IT ukazuji, Ze jednotny ptistup téz neni optimalni.

Pro nadory typu I zastizené omezené na vajeénik by mohla byt dostacujici salpingo-
oophorektomie. V pfipad¢ jejich Sifeni je nutna systémova 1é¢ba, ovsem vzhledem k pomalé
proliferaci neni chemoterapie efektivni. Jako moznost se jevi cilend genova terapie napft:
BRAF inhibitory, MAPK kin4zové¢ inhibitory.

Nadory typu II vyZaduji zcela jiny ptistup. Lécba by méla byt zapocata jiz pii zjisténi pozitivi-
ty markerd, které by mély vykazovat dostate¢nou senzitivitu a specificitu pro Casna stadia,
tedy dfive, nez dojde k manifestaci organovych zmén na podkladé pokrocilé malignity. Pouze
tento pfistup dava nejveétsi nadeji na tspésné vyléceni.

Ptikladem preventivniho postupu je profylakticka oboustranna adnexetomie u BRCA pozitiv-
nich zen. Okultni karcinom byl nalezen pfi histologickém vySetfeni téchto tkani ve 4-17%
piipaddi a 57-100% jich bylo lokalizovano v distalni ¢asti vejcovodll a fimbriich. Celosvétove
diskutovanym tématem je moznost redukce rizika nejcastéjsiho histotypu ovarialniho karci-
nomu spojeného i s BRCA pozitivitou, high-grade serozniho karcinomu, provedenim samotné
bilateralni salpingektomie V prvni dobé a nasledné doplnéni oboustranné ovarektomie
S odstupem, na misto v soucastnosti provadéné profylaktické adnexektomie. Timto pfistupem
by bylo mozné redukovat rizika hormonalni deplece plynouci z tohoto vykonu u premenopau-
zalni populace Zen. Jedna se zejména o kardiovaskularni morbiditu a mortalitu, osteoporozu
se svymi dusledky, plicni karcinom atd. Otazkou dale je, ve kterém roce Zivota piistoupit
k tomuto vykonu. V soucasnosti se akceptuje vékové rozmezi 35-40 let a po ukonceni repro-
dukénich plant Zeny. Do té doby by méla byt rizikova Zena zatazena do pravidelného sledo-
vani pomoci ultrazvuku a nddorovych markert v intervalech kratSich nez 1 rok.

Dalsi otazkou je, zda piistoupit k systémové 1écbé u pacientek s nalezem STIC, zejména po-
kud je pozitivni lavage, coz indikuje jiz probihajici exfoliaci bun¢k z této pfednadorové 1éze

se vSemi moznymi disledky.

Rizikové a protektivni faktory karcinomu vajec¢niku
Mezi rizikové faktory sporadickych karcinomti patii (3):

e nuliparita— RR 1,27 — 2,45
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Casna menarche — kontroverzni RF

vek —riziko CA ovaria stoupa s vékem

sterilita — RR 2,7

uzivani HRT (hormonalni substitu¢ni terapie) — ERT ma RR 2 pfi uzivani 10 a vice let
endometriéza — zvysené riziko clear cell a endometroidniho CA

dietni navyky

obezita

Za familidrnimi karcinomy stoji zejména tfi hlavni hereditarni syndromy:

hereditarni karcinom prsu a ovaria s mutaci BRCAI1 /riziko CA ovaria 40-60%/ a BR-
CAZ2 /riziko CA ovaria 23%/
site-specific syndrom karcinomu ovaria

Lynchtiv syndrom /riziko CA ovaria 4-12%/

Protektivni faktory jsou:

multiparita — kazdy porod snizuje riziko o 10-15 %

celkova doba kojeni (blokuje se ovulace)

hormonalni antikoncepce — RR je po 5 letech 0,5 a trva 15-20 let
sterilizace

hysterektomie (3)

Histologicka klasifikace

Histologicky jsou ovarialni malignity velmi heterogenni skupinou. MliZeme sem zaradit

e nadory z povrchového epitelu a stromatu (karcinomy a borderline naddory) tvotici
80-90% ovarialnich malignit

e nadory ze specializovaného mezodermu gonad = gonadostromalni nadory (z gra-
nulozovych bunék, Sertoliho buné€k, stromalnich bunék a steroidogennich bungk)

e nadory ze zérode¢nych bunék (z germinalnich bunék, teratomy)

e nadory ostatni

e nadory sekundarni — metastatické (zaludek, kolorektalni oblast, apendix, prs)(3)

VétSina ovarialnich malignit mé sporadicky vyskyt. Asi 5-10 % nadort je familiarnich.

Klinicky obraz a diagnostické metody (3)

Casna stadia ovarialniho karcinomu jsou na symptomatologii chudé. Casto je ovarialni malig-

nita diagnostikovana nahodou pfi opera¢nim vykonu z jiné indikace. 75-80% nadort vajecni-

ku je diagnostikovano v pokrocilych stadich FIGO IIl a IV.
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Pacientky si stézuji na:
e pocit plnosti
¢ nadymani
e nechutenstvi
e zvétSovani objemu biicha
e poruchy vyprazdnovani stolice, event. obtize pii moceni

e n¢kdy mize byt prvnim projevem onemocnéni otok dolnich koncetin ¢i trombdza

Pro diagnostiku je obligatorni:
e komplexni gynekologické vysetieni
e RTG vysetfeni hrudniku
e sonografické vySetfeni vaginalni a abdominalni sondou, idealné expertni — pii kombi-
naci sonomorfologickych a dopplerovskych kritérii dosahuje sonografie senzitivity
96% a specificity 90% pfi diferenciaci mezi benignim a malignim ovaridlnim postize-

nim

Tyto postupy se obligatorné kombinuji S laboratornim stanovenim sérovych nadorovych
markeru.

V ramci diferencialni diagnostiky byly testovany rizné markery a jejich kombinace v riznych
panelech. Udavanych kombinaci s dobrymi vysledky je mnoho. Napi. v praci kolektivu
Yurkovetsky et al. uvefejnéné v roce 2011 v Journal of Clinical Oncology, bylo cilem najit
nejlepsi kombinaci markerti pro v€asnou detekci ovariadlniho karcinomu. Testovdno bylo 96
serovych proteinli. Jako nejlepsi se ukazala kombinace CA125 + HE4 + CEA + VCAM-1
/vascular cell adhesion molecule 1/. Tato kombinace dokézala odlisit ovaridlni karcinom od
kolorektalniho ve 100%, od karcinomu prsu v 94% a karcinomu plic v 64%. Zavérem je, ze
tato kombinace by mohla byt primarnim krokem ve dvoustupiiovém procesu Casné detekce
ovar. karcinomu a slouzit jako tfidici test k selekci pacientek pro nasledné vySetieni
transvaginanlnim ultrazvukem(5). Dalsi prace zabyvajici se timto problémem piinesla jako
idealni kombinaci TU markert CA125 + HE4 + CEA + CYFRA 21-1(6). Jiné multiplexové
analyzy kombinuji napi: CA 125 + CA72-4 + CEA + TPA.

Definitivni diagnéza je stanovena z histologického vySetieni tkané ziskané v rdmci primarni
operace ¢i z minimalné invazivnich postupti — laparoskopie, true-cut biopsie, FNAB /fine ne-

edle aspiration biopsy/, ¢i na zakladé cytologického vySetieni vzorku ascitu ¢i fluidothoraxu.
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V piipadé nedostatecnych informaci z téchto vysetfeni je pro klinicky staging nutné né¢kdy

doplnit n¢které z fakultativnich vySetieni:

e CT —ma svllj vyznam ve stagingu pokrocilych ovarialnich karcinomi — pfesnost 77%

e NMR — uplatiuje se v diferencialni diagnostice benignich a malignich nadort — senzi-
tivita 83% a specificita 84%

e PET/CT — uziva se diagnostice recidivy a rozsahu nadorového postizeni — senzitivita
90% a specificita 86%

e VU — vylucovaci urografii

e cystoskopii

e rekto-/kolonoskopii

Staging - FIGO 2014

2014 FIGO ovarian, fallopian tube, and peritoneal cancer staging system and corresponding TNM.

| Tumor confined to ovanies or fallopian tube(s) T1
1A Tumor limited to one ovary ( capsule intact) or fallopian tube, No tumor onovanan or fallopian tube surface No malignant cellsin the ascites or peritoneal Tla
washings
B Tumor limited to both ovaries (capsules intact) or falopian tubes Tib
No tumor on ovarian or fallopian tube surface
No malignant cells in the ascites or peritoneal washings
IC Tumor limited to one or both ovaries or fallopian tubes, with any of the following: Tic
IC1 Surgical spill intraoperatively
IC2 Capsule ruptured before surgery or tumor on ovaran or fallopian tube surface
IC3 Malignant cells present in the ascites or peritoneal washings
] Tumor involves one or both ovaries or fallopian tubes with pelvic extension (below pelvic brim) or peritoneal cancer (Tp) T2
A Extension and/or implants on the uterus and/or fallopian tubes/and/or ovaries T2a
B Extension to other pelvic intraperitoneal tissues T2b
m Tumor involves one or both ovaries, or fallopian tubes, or primary peritoneal cancer, with cytologically or histologically confirmed spread to the
peritoneum outside the pelvis and/or metastasis to the retroperitoneal lymph nodes T3
A Metastasis to the retroperitoneal lymph nodes with or without microscopic peritoneal involvement beyond the pelvis T1,12,T3aN1
A1 Positive retroperitoneal lymph nodes only (cytologically or histologically proven)
IA1(i) Metastasis < 10 mm in greatest dimension (note this is tumor dimension and not lymph node dimension) T3a/T3aN1
IIA1(ii)) Metastasis > 10 mm in greatest dimension
A 2 Microscopic extrapelvic (above the pelvic brim) peritoneal involvement with or without positive retroperitoneal lymph nodes T3a/T3aN1
1B Macroscopic peritoneal metastasesbeyond the pelvicbrim < 2 cmingreatest dimension, with or without metastasis to the retroperitoneal lymph nodes  T3b/T3bN1
mc Macroscopic peritoneal metastases beyond the pelvic brim > 2 am in greatest dimension, with or without metastases to the retroperitoneal nodes (Note 1)  T3¢/T3cN1
% Distant metastasis excduding peritoneal metastases
Stage IV A: Pleural effusion with positive cytology Any T, Any N,
Stage IV B: Metastases to extra-abdominal organs (including inguinal lymph nodes and lymph nodes outside of abdominal cavity) (Note 2) M1
(Note 1: includes extension of tumor to capsule of liver and spleen without parenchymal involve ment of either organ) T3¢/ T3cN1)
(Note 2: Parenchymal metastases are Stage IV B)
Notes:

1. Includes extension of tumor to capsule of liver and spleen without parenchymal involvement of either organ.
2. Parenchymal metastases are Stage IV B.

Nadorové markery

Produkce nadorovych markerl patii mezi zékladni charakteristiky pfitomnosti malignich
nadord. Mezi nadorové markery fadime nckteré antigeny, enzymy, hormony, hormonalni
receptory a s nddorem sdruzené proteiny. Tyto latky odraZeji proliferacni aktivitu dané tkang,
bunécnou diferenciaci ¢i bunéénou destrukci. Jedno z moznych déleni nadorovych markert je

na celularni a humoralni, tedy takové, které¢ se bud’ nachéazeji v maligni tkani ¢i v télesnych
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tekutinach, nebo markery naddorem indukované nebo s nadorem asociované, tedy takové, které
maligni tkan sama produkuje nebo k jejich produkci stimuluje tkané télu vlastni — schéma
mozného déleni markert ukazuje graf na konci této stati(7).

Ke zjisténi jejich pfitomnosti se vySetiuje nejcastéji vzorek séra, dale moci ¢i dalSich
télesnych tekutin a je mozné je detekovat ve vlastnim tumoru ¢i jinych tkanich, jak je zminéno
vyse. K detekcei se nejcastéji uzivaji metody RIA, IRMA a ELISA s vyuzitim komerc¢nich kit
a automatickych analyzatord. Aby bylo dosazeno jednotného posuzovani markeri u
jednotlivych malignit a pro zajisténi standardizace vysetiovacich metod, byla ustanovena

mezinarodni komise EGTM /European Group of Tumour Markers/ v roce 1997.

Markery samotné a jejich elevace vSak jen ziidka ukazuji na pfitomnost malignity. VétSina
markerd je také tvofena normalnimi bunkami a dochdzi kjejich elevaci i pfi fad¢
fyziologickych situaci. Naproti tomu stoji fakt, ze nékteré malignity se vyskytuji bez

zvySenych hladin markera.

Ptes tato fakta jsou nddorové markery soucasti nasi denni rutiny. Obecné jsou vyuzivany ve
screeningu a Casné detekci nékterych malignit, v diferencidlné diagnostickém algoritmu u
pacientek s podezienim na malignitu, k ur€eni prognozy onemocnéni jako jeden z pomocnych

faktorti, pti sledovani G¢innosti 1éCby a patrani po recidivé onemocnéni.

Bohuzel, dosud nebyl objeven marker, ktery by se pfiblizoval ,,idedlnimu markeru* tj.:
e produkovaly by jej pouze buitkky maligniho naddoru
e rychle by pfechazel do télesnych tekutin, kde by dosahoval vysokych koncentraci jiz
pfi malé velikosti nadoru
e hodnoty by korelovaly s objemem nadoru
e neexistovala by zavislost na glomerularni filtraci atd.
Takovy marker by mél mit témét 100 % senzitivitu, specificitu a pozitivni prediktivni

hodnotu.

Diilezitou charakteristikou markeru je jeho biologicky polocas degredace. Na tomto faktu
zavisi vlastnost markerti rychle reflektovat zmény nadorové masy. Ty markery, jejichz
biologicky polocas je kratky, reflektuji zmény velikosti tumord rychleji, nez ty markery
s dlouhym biologickym polocasem. Paradoxni situaci je pak elevace markeri po zapoceti

onkologické 1écby, kdy dojde k nekréze urcitého procenta nddorové masy doprovazené
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uvolnénim toho kterého markeru do ob¢hu pacientky. Tato situace tedy nemusi byt signadlem

neuspéchu podavané kombinace chemoterapie, ale naopak(3).

Biologicky polocas vybranych markerii (prevzato z Cibula D, Petruzelka L: Onkogynekologie.

Praha, Grada Publishing, a.s., 2009)

Marker Biologicky polocas v hodinach
CA 125 96 /4 dny/
CA 19-9 120 /5 dni/

CEA 340 /14 dni/

TPS 170 /7 dni/

Dalsim dulezitym faktem je moznd heterogenita narodul, ktera sebou nese nutnost stanoveni

nékolika markerd k postihnuti pfitomnosti a biologického chovani moznych vice typi tkani

v nddoru obsazenych.
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Schéma mozného deleni markerit — prevzato z Racek J et al.: Klinicka biochemie. Praha,

Galén, 1999

celularni nddorové markery

geny — p53; hormonalni receptory)

humoralni nddorové markery

(onkogeny resp. protoonkogeny -
bcal, bea2; tumor supresorové

markery nadorem produkované

> tumor asociované antigeny

e onkofetalni antigeny (CEA,
AFP)

e onkoplacentarni antigeny (hCG)

e monoklonalni imunoglobuliny

e glykoproteiny ¢i glykolipidy
(CA125, CA19-9, CA15-3)

hormony

A 4

enzymy

A 4

A 4

markery naddorem indukované

(bilkoviny akutni faze atd.)
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Charakteristiky vybranych nadorovych markert vyuzivanych v ramci
vySetrovani pacientek s malignitou ovarii

Antigen CA125

Antigen CA125, prvni sérovy nadorovy marker testovany pro ovaridlni karcinom, byl
piedstaven v roce 1983 kolektivem kolem profesora Roberta C. Basta z MD Anderson,
USA(8). Jedna se o glykoprotein o molekulové hmotnosti 500 kD. Ve fetdlnim obdobi
zjiStujeme jeho pfitomnost v povrchovém epitelu orgdni coelomového pivodu. Zvysené
hodnoty je mozné naméfit i za fyziologickych stavli: menstruace, gravidita. Dale u benignich
nadort ovarii, u endometridzy, adnexitidy, myomu a piti jakémkoliv drazdéni ser6znich blan
bez ohledu na etiologii procesu. Hodnoty se zvySuji na jedné stran¢ u benignich onemocnéni
jako je kardidlni, jaterni selhani selhani, virové a bakteridlni zanéty na druhé strané u
malignich procesii véetné primarnich a sekundarnich nadorti peritonea, pleury a perikardu (9).
Z malignit zvySuje jeho hladiny zejména serdzni cystadenokarcinom ovaria a dal$i histotypy,
karcinom endometria a endocervixu. ZvySené hladiny je mozné zaznamenat u nadord prsu,

plic, GIT. Z vyse uvedeného je ziejma nizka specificita tohoto antigenu.

Dle NACB (National Academy of Clinical Biochemistry) a EGTM (European Group of
Tumour Markers) bylo stanoveno né€kolik doporuceni tykajicich se vySetfovani a vyuziti CA

125, kteréd postupné v nasledujicim textu budou zminéna.

Dop. 1/ se tykd odbéru krve na stanoveni CA 125 — v idealnim ptipadé by méla byt analyza
provadéna kratce po rychlé centrifugaci vzorku a separaci séra od sedimentu, a vzorek by m¢l
byt skladovan bud’ pii 4st.C. (1-5 dni) ¢i pfi -20st.C. (2 tydny-3 mésice) v kratkodobém

rezimu vySetfovani €1 pii -70st.C. pti dlouhodobém rezimu skladovani/vySetfovani(10).

Velka snaha je trvale vénovéana vyuZziti stanoveni CA 125 spolu s dal§imi vySetfovacimi

modalitami pfi hleddni optimalniho screeningového programu karcinomu vaje¢niku.

Dop. 2/ se tyka vyuziti markeru CA 125 ve screeningu — vySetfeni markeru CA 125 neni
doporuceno pro screening asymptomatickych Zen. Spolu s ultrazvukovym vysetfenim je vSak
mozné vyuzit marker CA 125 pro v€asnou detekci ovaridlnich malignit u selektované skupiny

zen s hereditarnimi syndromy (10).

Stanoveni hodnoty markeru CA 125 hraje svoji zasadnéjs$i roli, v porovnani s hledanim
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optimalniho screeningového programu, v diferencidlni diagnostice tumort malé panve. Vice
nez 80 % pacientek s karcinomem ovaria md zvySené¢ hodnoty CA 125 stim, Ze elevace
doprovazi kolem 50-60% ptipadl stadia I, 80-90% pacientek ma elevaci CA125 ve stadiu Il a
vice nez 90% v pokro€ilych stadiich III a IV(11). Negativni hodnoty tedy nevylucuji

pritomnost maligniho onemocnéni (12).

CA 125 je nedilnou soucasti RMI (risk of malignancy index), ktery je voditkem pro dalsi
management pacientek s adnexalni ¢i panevni rezistenci. RMI je vysledkem koncentrace CA
125 nasobené menopauzalnim stavem (1x u premenopauzalnich zen, 3x u
postmenopauzalnich Zen) a déle nasobené ultrazvukovym skore (0, 1, 3 dle sono znakil). Pti
piekroCeni cut-off pro RMI (</> 200 ¢i 250) je pacientka referovana na onkogynekologické
pracovisté k dalsi 1é¢be. Senzitivita RMI se udava 71-78% a specificita 75-94%.

Dop. 3/ vySetieni markeru CA 125 je doporuceno jako doplikové vySetfeni pii rozhodovani o

benigni ¢i maligni povaze panevniho nalezu zejména u postmenopauzalnich zen.

Vroce 2011 byla publikovana zajimava prace skupiny IOTA (International Ovarian Tumor
Analysis) stanovujici pravdépodobnost pfitomnosti urcitého ovaridlniho naddorového postizeni
u premenopauzalnich a postmenopauzalnich Zen na zakladé hodnot CA 125, nikoli tedy pouze

na zaklad€ pozitivniho ¢i negativniho vysledku testu (13).
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Prevzato z: Van Calster B, Valentin L, Van Holsbeke C, et al: A novel approach to predict the

likelihood of specific ovarian tumor pathology based on serum CA-125: a multicenter

observational study. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 20:2420-8, 2011
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Kromé¢ diagnostiky se vyuziva stanoveni CA 125 zejména v ramci sledovani odpovédi na
1é¢bu, chirurgickou ¢i onkologickou a ve follow-up onkologickych pacientek s diagnozou
karcinomu vaje¢niku. Hodnoty CA125, kterych je dosazeno po 1é¢bé a jsou v referenénich
mezich, jsou normalni hodnoty pro tu kterou pacientku. Pokud dojde k vzestupu této hodnoty
0 50 %, byt v rdmci normy, signalizuje tento vzestup poc€inajici recidivu. Vzestup sérového
markeru CA125 predchézi klinickym projeviim nemoci a detekci zobrazovaci metodou o 3-4
meésice. BohuZzel, v¢as zahdjend 1écba reagujici na tento vzestup neprokdzala prodlouzeni
preziti.

Evropska spole¢nost gynekologické onkologie — ESGO /European Society of Gynaecological
Oncology/ piijala v roce 2011 usneseni k roli stanoveni CA 125 u pacientek ve follow-up

ovarialniho karcinomu (14, 15). Tento statement je uveden na konci této prace.

Marker CA125 je jednim z panelu markerii, ktery FDA (Food and Drug Administration)
schvdlila jako doplitkové vySetfeni ke gynekologickému vySetfeni a fyzikdlnimu vySetfeni
v triage pacientek pro jejich odeslani na vyssi pracovisté, tj. do onkogynekologického centra.

Jednd se o panel OVAl (Transthyretin nebo prealbumin, Apolipoprotein A-1, beta-2-
mikroglobulin, transferin, CA 125). VZzdy je nutnd téz kombinace se zobrazovacim

vySetfenim.

U pacientek s endometridlnim karcinomem se udéava, Ze pouze 10 az 20% pacientek v Casném
stadiu a 25% asymptomatickych pacientek s rekurentnim onemocnénim ma zvysenou hodnotu

markeru CA 125(16). Vice o této problematice pojednava stat’ o endometrialnim karcinomu.

HE4, human epididymis protein 4 = lidsky epididymalni
protein 4
HE4 /lidsky epididymalni protein 4/ zndmy jako WFDC2 /Whey acidic four-disulfide core 2/

byl poprvé klonovan jako jeden ze ¢tyf cDNA vysoce exprimovanych v lidské epididymisv
roce 1991(17),protilatky proti proteinu HE4 poprvé byly ptipravené v roce 2003(18).

Je produktem jednoho ze 14 homolognich genli na chromosomu 20ql12-13.1 kédujicich
proteiny s whey-acidic-protein /WAP/ - type four disulphide core /WFDC/ doménou. HE4
cDNA koduje protein ¢aste¢né homologicky s extraceluldrnimi proteinovymi inhibitory(17).

Fyziologickd role HE4 se zatim urcuje, pfesto je vSak zfejmé, Ze geny v WFDC lokusu
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pravdépodobné hraji jistou roli v pfirozené imunit¢ a podileji se na antimikrobidlni a

rrrrr

Genova exprese HE4 byla zjisténa v nckterych plicnich, endometridlnich, prsnich a
ovaridlnich adenokarcinomech. Mén¢ Casto pak v karcinomech gastrointestinalniho traktu a

urologickych nadorech.

Rada studii poukizala na upregulaci exprese HE4 genu v epitelidlnich ovarialnich
karcinomech, a to sehrdlo velkou roli ve stanoveni HE4 jako biomarkeru ovarialniho
karcinomu. Exprese HE4 dle histologického typu ovaridlniho karcinomu se uvadi nasledovné
(21):

e serdzni ovaridlni karcinom 93%

e endometrioidni ovarialni karcinom 100%

e svétlobunéény ovaridlni karcinom 50%

¢ mucindzni ovarialni karcinom 0% (HE4 viibec neprodukuje)

Vzhledem k vySe zminénym skute¢nostem u markeru CA 125 je zifejma jeho nizka specificita
a to zejména u premenopauzalnich Zen. V tad¢ studii se zkousi jiné markery, samotné ¢i jejich
kombinace, avSak v rdmci diagnostiky ovaridlniho karcinomu se jako nejlepsi jevi pravé
lidsky epididymalni protein 4 — HE4. Vykazuje nejvyssi senzitivitu jako single biomarker pro
ovaridlni karcinom /73%/, pokud je vSak vyuzit v kombinaci pravé s CA 125 je senzitivita
76%. Ostatni zkouSené biomarkery jako CA 72-4, activin, inhibin, osteopontin, EGF, jen

minimalné zvysuji senzitivitu CA 125(22).

Kolem 20% epitelidlnich ovaridlnich karcinomii vykazuje malou, pokud n&jakou, expresi
CA125, a tudiz samotny marker CA125 miize byt nedostateCny. U vice nez 50% téchto
malignit mizeme pozorovat zvySené hladiny HE4, a proto kombinace markeri muize tyto
pacientky, resp. ovarialni malignity u téchto pacientek zachytit (22). Obecné lze fici, Ze
specificita markeru HE4 je v porovnani s CA 125 vyssi. Jednim z mala stavi, ktery zvySuje
hladinu HE4 a neni stavem nddorovym, je renalni insuficience. V tomto pifipad¢ dochazi

k elevaci HE4 prakticky ve 100% ptipadi.

Dosavadni prace ptinaseji slibné vysledky i v ramci follow-up, sledovani odpovédi na 1é¢bu a

monitorovani rekurence onemocnéni (23).
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ROMA, risk of ovarian malignancy algorithm, byl vyvinut k odhadu rizika epitelidlniho

ovarialniho karcinomu. Tento algoritmus pocitd s hodnotami CA125 a HE4 a bere v uvahu
menopauzalni statut pacientky. Ultrazvukovy ndlez v hodnoceni neni zohlednén. Vysledkem
je ¢iseln€ vyjadiena pravdépodobnost nalezu ovarialniho karcinomu pfti chirurgickém vykonu.
ROMA index pacientky stratifikuje do 2 skupin: low risk x high risk, tedy takové, u kterych je
pravdépodobnost nalezu malignity v pribéhu opera¢niho vykonu nizka ¢i vysoka. Slouzi tak
k triage pacientek. Pii 75% specificité jsou hodnoty ROMA pro premenopauzalni zeny -
7,4%, pro postmenopauzalni Zeny — 25,3%. PPH 58%, NPH 97%(24).

ePI

ROMA (%) = T——p; X 100

Pl {po menop)
= —B09+104 % InHEL 40,732 % InCA1Z5

Pl (pred menop)
= =1204238 x InHE4 + 0,0626 x InCA125

CA 19-9

Tento marker je monoklonalni protilatkou definovany mucin-sialo-glykolipid s molekulovou
hmotnosti36 kDa. Epitop ptedstavuje sialylovany pentasacharid lakto-N-fukopentadzy II,
t.j.haptén determinanty lidské krevni skupiny typu Lewis (a). Vyskyt CA 19-9 tzce souvisi
sLewis(a) determinantou krevni skupiny. U vzacné se vyskytujici Lewis(a-/b-) skupinyneni
tento nddorovy marker produkovan. U plodu se vyskytuje v epitelovych bunkach, predevsim
traviciho ustroji, pankreatu a jater. U dospélych je produkovan jen ve velice omezené miie
epitelialnimi buiikami broncht a traviciho ustroji. V minimdlnich koncentracich se vyskytuje
v krvi, pleurdlnim vypotku, ascitu a mozkomisnim moku. CA19-9 se eliminuje vyhradné
zluci. Fyziologicka funkce neni zndma.Vyuziva se pro diagnostiku a k monitorovani 1é¢by Ca
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pankreatu, Ca zlu¢niku a zlucovych cest, Ca jater,kolorektalniho Ca (v kombinaci s CEA).
Zvysené hladiny se mohou vyskytnout u dalSich malignich onemocnéni, a to u Ca zaludku, Ca
prsu, Ca ovarii (pfedev§im mucinozniho typu), Ca délohy a pfi metastdzach vySe uvedenych
karcinomti do jater.V malo diferencovanych karcinomech se jeho produkce snizuje a v
anaplastickych UpIné€ chybi. ZvySené hodnoty lze nalézt i1 pfi benigni etiologii onemocnéni -
cirhdza jater, primarni bilidrni cirhdza, akutni hepatitida toxicka hepatitida, chronicka
hepatitida,cholecystitida, cholangoitida, choledocholitidza, benigni onemocnéni zaludku a

stfeva(pfedevsim zanétliva), akutni a chronickd pankreatitida(3).

CEA
CEA (Karcinoembryondlni antigen) je glykoprotein s molekulovou hmotnosti 180 kDA ktery

je z 55% tvofen sacharidy a ze 45% bilkovinami. Vysok4 heterogenita molekuly je dana
heterogenitou sacharidové slozky, proteinova slozka je konstantni. CEA je onkofetalni
bilkovina, kterou lze prokazat v epitelovych bunkach hlavné traviciho ustroji a bronchi. V
minimdlnich koncentracich se vyskytuje v krvi, pleuralniho vypotku, ascitu, likvoru. Nejvyssi
koncentrace jsou ve slinnych zlazach a jejich vyvodech. CEA je metabolizovan v jatrech. U
plodu neni jasné a u dospé€lych se predpoklada funkce adhezivni molekuly pfedevsim v jatrech
zékladni vyznam ma stanoveni CEA u nadora tlustého stfeva, nadorti prsu a nadord plic.
ZvySené hladiny lze nalézt u dalSich malignich nadorovych onemocnéni.: Ca Zaludku, Ca
vajeCnikli, Ca délohy a Ca prostaty. ZvySené hodnoty nachazime i pfi benigni etiologii
onemocnéni.: u kufdki,, po provedeném vySetfeni per rektum, pfi chronickém renalnim
selhani,u  chronick¢ho  onemocnéni  jater,  chronické  hepatitidy, = chronické
pankreatitidy,ulcer6zni kolitidy, m.Crohn, bronchopneumonie, chronické bronchitidy,
TBC,mukovisciddzy, autoimunitnich chorob, v tekutiné cyst prsu a vajecnikl, v kloubni

tekuting u chronické revmatoidni arthritidy atd(3).

Thymidinkinaza (TK)
TK je enzym katalyzujici pfimou fosforylaci thymidinu na thymidinmonofosfat(TMP). TMP
je preveden v nékolika krocich na trifosfat, ktery je zabudovan do DNA. TK hraje podstatnou
roli pfi zpracovani thymidinu v bufice. Jako substrat pouziva TK bud’ exogenni thymidin z
potravy nebo endogenni uvolnény z odbouravacich reakci. De novo probiha syntéza TMP za

katalyzy TK z deoxyuridinmonofosfatu za ptitomnosti kyseliny listové a vit. B12. U zdravého

54



dospélého se nachazi v séru jen nizké koncentrace TK, vys$$i hodnoty mohou byt u
nadorovych onemocnéni a nékterych infekci. U virovych infekci jsou hladiny TK mnohdy az
extremné vysoké. Zvysené hladiny u pacientli s malignimi nadorovymi onemocnénimi jsou
predevsim u hematologickych malignich onemocnéni (lymfomy a predevsim hemoblastozy) v
détském veéku. Zde ma vysetteni TK kromé€ vyznamu pro monitorovani onemocnéni i
diagnosticky vyznam. TK muze byt prakticky zvySena u vSech nadorovych onemocnéni. Je
zvySena vSude tam, kde dochdzi k rychlému bunécnému déleni, a proto vysokou hladinu
nachazime predevs§im u aplastickych forem karcinomu a pii generalizaci. Je oznaovana za
proliferacni prognosticky nadorovy marker. A je ptfedevsim doplitkovym markerem. Z vysoké
hladiny lze usuzovat na rychle probihajici progresi nddoru a ma tedy charakter markeru

prognostického svédcici pro neptiznivou prognozu.

MonoTotal (MT)

Je cytokeratinovym nadorovym markerem tvofenym cytokeratinovymi fragmenty.
Fyziologicky 1ze MonoTotal prokdzat i v intenzivné se délicich epiteliich riznych orgén
vyvijejiciho se plodu. U zdravych dospélych jsou nalézdny v malych koncentracich vetkani
mocového méchyie, mlécné Zlazy, plic a traviciho Ustroji. Fyziologickd funkce je nejasna.
Indikace k vySetfeni: monitorovani nadort prsu, nadorti kolorekta, nadort plic, nadorit moc.
méchyte (vySetfeni v moci) a nadory orofacidlni oblasti ZvySené¢ hladiny se nachdzeji u
pacientll s dal$imi malignimi nddorovymi onemocnénimi - Ca jater, Ca pankreatu,nddory
varlat, Ca prostaty, Ca §titné Zlazy, Ca ledvin a Ca ovarii . ZvySené hodnoty jsou 1 pii benigni
etiologii onemocnéni: hepatitida, jaterni cirh6za, diabetes mellitus, infekce respiracniho

traktu, benigni onemocnéni prsu, benigni onemocnéni traviciho ustroji a pooperacni stavy.

TPS
TPS (Tkanovy specificky polypeptidicky antigen) patii k solubilnim fragmentim cytokeratint
typu stfednich filament. Obsahuje fragment 8 a 18. Fragmenty cytokeratinii se pravdépodobné
uvoliiuji do télnich tekutin béhem proliferace nadorovych bunck ¢i béhem nekrézy bunck.
Casto byva zaiazen mezi proliferaéni nadorové markery. Ve vét§iné chorobnych stavi, a to jak
malignich tak benignich, se chovéd zcela odliSné od vySe diskutovaného cytokeratinového
markeru MonoTotal. U zdravych dospélych je nalézan v malych koncentracich ve tkani
traviciho ustroji a plic. TPS prechdzi do séra jako fragmenty cytoskeletidlnich proteind.

Fyziologickd funkce je nejasna. Indikace k vySetfeni nejCastéji uvadéné v literatufe jsou
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monitorovani-Ca ledvin a monitorace Ca ovarii. Z naSich zkuSenosti se vyuziva pfi
generalizaci nadorového onemocnéni do jater. Umoznuje predikovat disease free interval a
preziti po radikalni chirurgické terapii nebo po onkologické terapii. Zvysené hodnoty pfi
benigni etiologii onemocnéni nachdzime pii hepatitid¢, jaterni cirh6ze, diabetu,bakterialnich
infekcich respiracniho traktu, benignich onemocnénich prsu, pii benignich onemocnéni
traviciho ustroji (GIT), v prvnich dnech po operaci, pfi revmatickych onemocnénich a u

imuno alteracnich onemocnénich(3).

Studie GPK + OMN FN Plzen

CA 125, HE4 a ROMA v diagnostice ovarialniho karcinomu

Cile
Jak bylo uvedeno vySe, dosud nebyl objeven nddorovy marker, ktery by se pfiblizoval

»idedlnimu markeru®“(3). AZ do nedavné doby byl nadorovy marker CA125 jedinym
vyuzivanym nadorovym markerem u pacientek s abnormalnim nalezem v panvi. Je senzitivni
avsak malo specificky (9). Po roce 2000 se objevili prace s vyuzitim markeru HE4 (Human
epididymis protein 4)(18). Do klinické praxe byl uveden v roce 2009. V poslednich n¢kolika
letech vedla snaha o zvySeni efektivity diagnostického procesu k zavedeni ROMA indexu
(Risk of Ovarian Malignancy Algorithm) (33). K vypoctu indexu se vyuzivd naméfenych
hodnot HE4 a CA125 a bere se téZ v ivahu menopauzalni status pacientky. ZjiSténi fady
autord ohledné senzitivity a specificity HE4 a ROMA indexu jsou velmi povzbudiva, rozhodli
jsme se proto ovéfit jejich pouziti v populaci Ceskych Zen.
Cilem nasi prace bylo vyhodnotit biomarker HE4 a metodiku vypoctu ROMA indexu, které
by mohly zvysit senzitivitu a specificitu dosud pouZivaného nadorového markeru CA125, a
dale porovnat jejich senzitivitu a specificitu zejména pro diagnostiku rakoviny vajecnikl a pro
nckteré benigni diagnozy.
Soubor a metodika

V obdobi od 24.6.2010 az do 1.12.2011 bylo na Gynekologicko-porodnické klinice UK a
FN Plzenn vySetfeno 552 pacientek s abnormélnim nalezem v panvi. Soubor tvofily dvé
skupiny pacientek. 30 Zen bylo s histologicky potvrzenym malignim nadorem ovarii. DalSich
522 Zen mélo benigni nalez. Podle hladiny FSH (folikulostimula¢niho hormonu) byly Zeny
vobou skupinich rozd€éleny na premenopauzalni, shladinou FSH <40IU/L, a
postmenopauzalni, s hladinou FSH >40 IU/L — viz tabulka 1. (34). ProtoZe je nam znamo, Ze
v uréovani menopauzalniho statutu Zzen se pouziva vice metodik a obévali jsme se velkych

diskrepanci v ziskanych vysledcich AUC, senzitivit a specificit pii pouziti riznych metodik,
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zaradili jsme do nasi studie jest¢ druhou metodiku (33), kdy je pro premenopauzalni Zeny cut-
off FSH <22IU/L a postmenopauzalni cut-off FSH >22 IU/L — viz tabulka 2. (33).

U vsech Zen byla odebrana krev z kubitalni zily vzdy rano mezi 7 -10 hodinou do odbérovych
zkumavek VACUETTE ®, (Greiner Bio-One, Rakousko) na stanoveni CA 125, HE4 a FSH.
Sérum bylo oddéleno centrifugaci pii 1700 x g po dobu 10 minut a vzorky byly bud’ okamzité
zpracovany nebo pokud je nebylo mozno zpracovat do 24 hodin byly uchovavany az do doby
stanoveni pii -80°C. CA125 a HE4 byly stanovovany chemiluminiscenéni metodou na
pfistroji Architect 10001 (Abbott, USA), FSH chemiluminiscen¢ni metodou na pfistroji DxI
800 (Beckman Coulter, USA). Krom¢ toho byl v souladu s pracemi Moora a spol. (33) u
vSech premenopauzalnich zen vypocitan ROMA1 index a u vSech postmenopauzalnich Zen
ROMA? index. Pro deskriptivni statistiku a pro vypocet dalSich potiebnych parametrii byl
pouzit statisticky software SAS 9.2 (Statistical Analysis Software release 9.2).

Vysledky
V tabulkach 3-6 je uveden ptehled zadkladnich parametrii porovnavanych skupin pacientek.

U sledovanych markeri CA125, HE4 a dale ROMA indext je vzdy uvedena AUC, senzitivita,
specificita, pozitivni (PV+) a negativni (PV-) prediktivni hodnota a relativni riziko (RR)pro
hodnotu cut-off pouzivaného v soucasné dob€ v nasi rutinni praxi. Tyto cut-off bez rozdilu
véku a menopauzalniho stavu jsou nasledujici: pro CA125 35 TU/ml, HE4 89 pmol/l, index
ROMAI < 7.4 % a ROMA2 < 25,3 %. Na druhém tadku jsou vZzdy uvedeny hodnoty, které
odpovidaji specificité 95% pro hodnoceny marker. Dle metodiky vypoctu ROMA indexu (33)
je pro zeny po menopauze — viz tabulka 3 a 5 - uvedena hodnota indexu ROMA2, pro Zeny
pfed menopauzou pak nasledujici tabulky 4 a 6 - uvadi hodnotu indexu ROMAI1. Vysledky
jsou uvedeny u dvou zptisobti urCovani menopauzalniho statusu Zen. V prvnim piipadé¢ je
pouzit cut-off FSH 40 IU/1 (34) a v druhém pftipad€ cut-off FSH 22 TU/1(33). Pii takto
razantni zmén¢ cut-off FSH doslo ke zméné€ poctu Zen v jednotlivych skupinach — viz tabulky
1 a 2. Pfedpokladali jsme vyrazné zmény specifit, senzitivit a AUC. NaSe piedpoklady se vSak
nenaplnily.
Diskuze

Soucasna praxe na naSem pracoviSti je takova, ze jiZ pfi prvni navst€vé je pacientce
s abnormalnim nalezem v panvi odebrana krev na vySetfeni markert: CA125 a HE4, je
stanovena hodnota FSH a vypoctén ROMA index. Soucasné je provedeno komplexni
gynekologické vysetieni a expertni ultrazvukové vySetfeni, a tim jsou béhem jednoho sezeni
ziskany komplexni informace o povaze abnormalniho panevniho nalezu.

S ohledem na vé€kovou distribuci epitelidlniho ovaridlniho karcinomu jsme se sousttedili
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zejména na skupinu postmenopauzalnich pacientek. Data znaSeho souboru ukazuji, Ze
nejvetsi vytéznost ndmi uzivaného one-step postupu pro postmenopauzalni pacientky je
dosazeno, pokud kombinujeme oba markery CA125 a HE4. Tehdy pii stanoveni
menopauzalniho statutu dle hodnot FSH pfi cut-off pro menopauzu 40 1U/1 a pfti cut-off 25,3%
pro ROMAZ2, resp. ndmi nejblize kalkulované hodnoté 26,4%, dosahuje ROMA2 senzitivity
92,3%, specificity 88,5 % a PV-99,3%. Pokud sniZime cut-off FSH pro laboratorni diagnozu
menopauzy na 22 IU/l, potom pii cut-off 25,3%, resp. nami nejblize kalkulované hodnoté
26,3 %, dosahuje ROMAZ2 senzitivity 95,2 %, specificity 87,8 % a PV- 99,5 %.

Moore et al. vroce 2009 publikovali v Gynecologic Oncology vysledky multicentrické
prospektivni studie na 531 pacientkach. Tehdy pfti cut-off 27,7% pro ROMA?2 byla senzitivita
92,3%, specificita 74,7% a PV- 92,6%. Pro ROMA1, zminény nize, pii cut-off 13,1% byla
senzitivita 76,5%, specificita 74,8% a negativni prediktivni hodnota 95%(24). Stejny autor
v roce 2011 v Obstetrics&Gynecology uvedl vysledky dal§iho souboru 472 pacientek. V této
kohorté dosahoval ROMA?2 senzitivity 90,2% pii specificit¢ 76% a PV- 95,8%. ROMA1
dosahl senzitivity 81,3% pfi specificité¢ 74,2% a PV- 98,3%. (33) Nase zjisténi jsou v souladu
s nalezy téchto studii.

Pro samotny marker CA125, pfi stanoveni menopauzalniho statutu dle hodnot FSH pfi cut-off
pro menopauzu 40 IU/l a pfi cut-off 35 IU/ml pro CA125, resp. ndmi nejblize stanovené
hodnot¢ 36 [U/ml, dosahuje CA125 senzitivity 92,3%, specificity 85,3 % a PV-99,3%. Pokud
snizime cut-off FSH pro laboratorni diagnozu menopauzy na 22 IU/l, potom pfii cut-off 35
IU/ml, resp. nami nejbliZze stanovené hodnoté 36 IU/ml, dosahuje CA125 senzitivity 95,2%,
specificity 84,6% a PV-99,5%.

Marker HE4, pti stanoveni menopauzalniho statutu dle hodnot FSH pfi cut-off pro menopauzu
40 TU/1 a pf1 cut-off 89 pmol/l pro HE4, dosahuje senzitivity 76,9%, specificity 86,2% a PV-
98,0%, pokud snizime cut-off FSH pro laboratorni diagn6zu menopauzy na 22 IU/l, potom pfi
cut-off 89 pmol/l dosahuje HE4 senzitivity 71,4%, specificity 87,5% a PV- 97,1%.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze kombinace obou markeri zlepSuje vysledky, kterych dosahuje
marker CA125 samotny. Navic kolem 20% epitelidlnich ovaridlnich karcinomii vykazuje
malou, pokud né&jakou, expresi CA125, a tudiz samotny marker CA125 mize byt
nedostate¢ny. U vice nez 50% té€chto malignit miizeme pozorovat zvySené hladiny HE4, a
proto kombinace markerti miiZze tyto pacientky, resp. ovarialni malignity u téchto pacientek
zachytit (22).

Dalsi faktor podporujici kombinaci obou markert, CA125 a HE4, je ten, ze zvySené hodnoty

CAI125 je mozné naméfit u fyziologickych stavii jako je menstruace, gravidita, déale u
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benignich nadort ovarii, zdnétl, u endometriézy a pii pfitomnosti myomu. Tato faleSna
pozitivita muze ve skupin¢ premenopauzalnich pacientek Cinit v bézné klinické praxi potize.
Proto kombinace markerit CA125 s HE4 zvySujici specificitu a senzitivitu vysetieni, je pro
triage pacientek vyznamnym posunem vpied.

Situace u premenopauzalnich pacientek je v nékterych aspektech odlisna, proto pii stanoveni
menopauzalniho statusu dle hodnot FSH pfi cut-off pro menopauzu 40 IU/1 a pfti cut-oft 7,4%
pro ROMAL, resp. ndmi nejblize kalkulované hodnoté 7,5%, dosahuje ROMA1 senzitivity
70,5%, specificity 83,2% a PV- 98,2%. Pokud snizime cut-off FSH pro laboratorni diagnozu
menopauzy na 22 [U/l, potom pii cut-off 7,4%, resp. ndmi nejblize kalkulované hodnoté
7,3%, dosahuje ROMA1 senzitivity 55,5%, specificity 84,8% a PV- 98,3%.Cut-off CA125 je
na naSem pracovisti identické pro ob¢ skupiny pacientek, pre- i postmenopauzalni, 35 TU/L. Ve
shodé se zahrani¢nimi pracovisti se vSak jevi jako pfinosny posun horni hranice normy u
premenopauzalni skupiny na hodnoty cca dvojnasobné, tj. 70-80 IU/I. Na rozdil od pacientek
postmenopauzalnich, u premenopauzalnich jsme dosahli ve sledovaném souboru nejvyssi
senzitivity 94,1%, specificity 89,2% pii cut-off 68 IU/ml. Laboratorni znamkou menopauzy
byla opét hodnota FSH 40 IU/I. Pfi cut-off FSH 22 IU/I byla senzitivita 88,8%, specificita
91,2% pfti cut-oftf 85 IU/ml. HE4 u skupiny premenopauzélnich pacientek, pfi stanoveni
menopauzalniho statusu dle hodnot FSH pii cut-off pro menopauzu 40 1U/l a pii cut-off 89
pmol/l pro HE4, resp. nami nejbliZe stanovené hodnoté 88 pmol/l, dosahuje senzitivity 52,9%,
specificity 96,8% a PV- 97,6%. Pokud sniZime cut-off FSH pro laboratorni diagnozu
menopauzy na 22 IU/l, potom pfi cut-off 89 pmol/l, resp. ndmi nejbliZe stanovené hodnoté 86
pmol/l, dosahuje HE4 senzitivity 44,4%, specificity 97,9% a PV- 98,2%.

Pokud budeme sledovat vysledky ROC analyzy se zaméfenim na cut-off jednotlivych markert
a jejich kombinaci odpovidajici 95% specificit¢, bude situace u skupiny pre- a
postmenopauzalnich pacientek nasledujici.

Nejveétsi vytéznost ve skupiné postmenopauzalnich pacientek opét dosahuje kombinace
markert CA125 a HE4. Pii cut-off FSH 40 U/l a pii hranici specificity 95%, dosahuje
ROMAZ2 senzitivity bliZici se 85% pii cut-off 37,7%. Pti cut-off FSH 22 U/l je situace
identicka. Marker CA125 uzivany se skupiné postmenopauzalnich pacientek pii cut-off FSH
40 IU/I a pti hranici specificity 95%, dosahuje senzitivity blizici se 85% pfti cut-off 63 IU/L
Pti cut-off FSH 22 IU/1 a pfi hranici specificity 95%, dosahuje senzitivity blizici se 81% pii
cut-off 81 IU/I. Samotny marker HE4 v této sledované kohorté pii cut-off FSH 40 IU/1 a pfi
hranici specificity 95%, dosahuje senzitivity bliZici se 77 % pfti cut-off 115 pmol/l. Pfi cut-off
FSH 22 TU/1 a pfi hranici specificity 95%, dosahuje senzitivity blizici se 72% pii cut-off 112
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pmol/l. ROMAL, pii cut-off pro laboratorni diagnézu menopauzy FSH 40 IU/I a pii hranici
specificity 95%, dosahuje senzitivity blizici se 59% pfi cut-off 19,9%. Pti cut-off FSH 22 [U/I
a pfi hranici specificity 95%, dosahuje senzitivity blizici se 56% pfi cut-off 17,6%.
CA125 uzivany samostatné ve skupiné premenopauzalnich pacientek pfi cut-oftf FSH 40 IU/1
a pfi hranici specificity 95%, dosahuje senzitivity blizici se 59% pfi cut-off 130 IU/l. Pii cut-
off FSH 22 IU/1 a pfi hranici specificity 95%, dosahuje senzitivity blizici se 45% pfi cut-oft
143 TU/l. Samotny marker HE4 u premenopauzélnich pacientek pii cut-off FSH 40 IU/1 a pii
hranici specificity 95%, dosahuje senzitivity blizici se 53% pii cut-off 80 pmol/l. Pfi cut-off
FSH 22 TU/ a pii hranici specificity 95%, dosahuje senzitivity bliZici se 56% pfi cut-off 74
pmol/l.
Chang et al. publikovali v ¢ervenci 2011 v International Journal of Gynecological Cancer
vysledky studie na 491 cCinskych Zenéach, kde sledovali senzitivitu a specificitu samotnych
markerd HE4 oproti CA125 a tytéz parametry u kombinace HE4 s CA125. Senzitivita pro
ovarialni karcinom, pfi porovnavaci skupiné pacientek s benignim ovaridlnim néalezem, byla
pti 95% specificit¢ u HE4 74%, CA125 82% a kombinace markerti dosahla 86%. Pii 98%
specificité dosdhla HE4 senzitivity 72%, CA125 68% a kombinace markerd 76%(30). Nami
ziskané hodnoty jsou v souladu s nalezy této studie.
AUC, senzitivita a negativni prediktivni hodnota pro sledované markery ¢i jejich kombinace
vztazené k véku a FSH, byla vzdy nejvétsi pro ROMAZ2, nasledné CA125, ROMAL a HEA4.
Tyto nase udaje jsou ve shodé s praci Partheen et al. ze Svédska, jejichZ studie hodnotila
soubor 394 pacientek(31).
Zaveér

Ovarialni karcinom je svoji incidenci a vysokou mortalitou celosvétovym problémem.
Jednim z diivodd je chybéjici symptomatologie ¢asnych stadii a dal§im z divodu je zatim
neexistujici screening. Donedavna byl jedinym rutinné uzivanym markerem pro ovarialni
abnormality marker CA125. V na$i préaci jsme na populaci ¢eskych Zen dokdzali, ze marker
HE4 dosahuje senzitivity 1 specificity pouzitelné v kazdodenni praxi. Kombinace markert
HE4 a CA125 a soucasny vypocet ROMA indexu je vhodnou metodikou pro zlepSeni zachytu

ovarialniho karcinomu.

Tato studie byla podpo¥ena z grantu MZ CR IGA NS 10258-3.

Tabulka 1 - Pocet zen ve skupinach po rozde¢leni podle FSH cut-off 40 IU/1 a diagnéz
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Diagnoza FSH >40 1U/1 FSH <40 1U/1 Celkem
Benigni 177 345 522
Maligni 13 17 30
Celkem 190 362 552

Tabulka 2 - Pocet Zen ve skupinach po rozdéleni podle FSH cut-off 22 TU/1 a diagnéz

Diagné6za FSH >22 1U/1 FSH <22 1U/1 Celkem
Benigni 235 287 522
Maligni 21 9 30
Celkem 256 296 552

Tabulka 3 - Zeny po menopauze (cut-off FSH >40 TU/1), maligni vs. benigni

AUC
Metoda malighi | t-off | Specificita | Senzitivita = PV+ | PV- | RR

VS.

benigni
CA 125 097153 | 36.00 | 853107 | 923077 |31.5789|99.3421 | 48.0000
63.00 | 949153 | 84.6154 |55.0000 |98.8235 | 46.7500
HE4 093451 | 89.00 | 862857 | 769231 |29.4118]98.0519 | 15.0980
11500 | 94.8571 | 769231 |52.631698.2249 | 29.6491
ROMA 2 097767 | 26.40 | 88.5057 | 923077 |37.5000 |99.3548 | 58.1250
3770 | 94.8276 | 84.6154 |55.0000 | 98.8024 | 45.9250
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Tabulka 4 - Zeny pied menopauzou (cut-off FSH <40 TU/I), maligni vs. benigni

AUC
Metoda maligni cut-off | Specificita | Senzitivita & PV+ PV- RR

Vs.

benigni
CA 125 0.95337 | 68.00 89.2754 94.1176 | 30.1887 | 99.6764 | 93.2830
130.00 95.0725 58.8235 | 37.0370{97.9104 | 17.7249
HE4 0.87016 | 88.00 96.8116 52.9412 | 45.0000 | 97.6608 | 19.2375
80.00 95.0725 52.9412 | 34.6154 (97.6190 | 14.5385
ROMA 1 0.88166 7.50 83.2353 70.5882 | 17.3913 | 98.2639 | 10.0174
19.90 95.0000 58.8235 | 37.0370 | 97.8788 | 17.4603

Tabulka 5 - Zeny po menopauze (FSH >22 IU/1), maligni vs. benigni

AUC
Metoda maligni | Lt-off | Specificita Senzitivita | PV+ | PV- | RR

Vs.

benigni
CA 125 0.97315 | 36.00 84.6809 95.2381 | 35.7143{99.5000 | 71.4286
81.00 94.8936 80.9524 | 58.6207 | 98.2379 | 33.2672
HE4 091518 | 89.00 87.5536 71.4286 | 34.0909 [ 97.1429 | 11.9318
112.00 94.8498 71.4286 | 55.5556|97.3568 | 21.0185
ROMA 2 0.98031 26.30 87.8788 95.2381 | 41.6667 | 99.5098 | 85.0000
37.70 95.2381 85.7143 | 62.0690 | 98.6547 | 46.1379
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Tabulka 6 - Zeny pied menopauzou (FSH <22 IU/1), maligni vs. benigni

AUC
Metoda maligni cut-off | Specificita | Senzitivita & PV+ PV- RR

Vs.

benigni
CA 125 0.94696 85.00 91.2892 88.8889 | 24.2424|99.6198 | 63.7576
143.00 95.1220 44.4444 | 22.2222 |1 98.2014 | 12.3556
HE4 0.81611 86.00 97.9094 44.4444 | 40.0000 | 98.2517 | 22.8800
74.00 95.1220 55.5556 | 26.3158 | 98.5560 | 18.2237
ROMA 1 0.83235 7.30 84.8057 55.5556 | 10.4167 | 98.3607 | 6.35417
17.60 95.0530 55.5556 | 26.3158 | 98.5348 | 17.9605

Lécba ovarialnich malignit

Zakladni 1écebnou modalitou ovarialniho karcinomu je 1écba chirurgicka. Je vyZzadovan tzv.
»optimalni debulking” = maximalni cytoredukce s nulovym pooperacnim nadorovym
reziduem. Stfedni pfeziti vzristda o 5,5% skazdymi 10% cytoredukéniho vykonu. Dle
nekterych praci se udava preziti pacientek ve III. stadiu onemocnéni ve vztahu k velikosti
pooperacniho nadorového rezidua: RO — 52 mésic, R<2 cm — 28 mésicli, R>2 cm — 13
meésici.

Operacni vykon se skladé z téchto casti: dolni stfedni laparotomie s moznosti rozsifeni do
nadbfisku, lavaz/odbér ascitu, explorace dutiny biisSni, exstirpace adhezi, exstirpace vSech
suspektnich lozisek a metastaticky postizenych tkani i za cenu resekénich vykonli na
postizenych organech, random /nahodné/ biopsie, extrafascialni hysterektomie, oboustranna
adnexektomie, omentektomie totalni resp. infrakolicka, apendektomie, panevni a paraaortalni
lymfadenektomie.

IDS /interval debulking surgery/ je Casna 2. operace po 3-4 seriich chemoterapie po
neradikalni operaci, operaci s reziduem, po probatorni laparotomii ¢i laparoskopii, po biopsii
¢1 punkci ascitu s prikazem malignich bunék.

Dalsi lécebnou metodou je chemoterapie a to bud’ neoadjuvantni /pfed cytoredukénim

operacnim vykonem/, adjuvantni /po cytoredukénim vykonu k 1écbé rezidudlni nemoci/,
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kurativni /po vykonu s R=0 k 1é€b¢ mikroskopické nemoci/ ¢i paliativni /s cilem redukovat
velikost tumoru ¢i snizit potize pacientky/. Chemoterapie je aplikovana pacientce témet vzdy
s vyjimkou stadia Ia, Ib G1.

V 1. linii je aplikovan platinovy derivat + taxan, a to zpravidla 6-8 cyklu.

Ve 2. a dalsi linii zalezi volba preparatu na intervalu recidivy od primarni 1éCby, event.
perzistujicich nezadoucich projevech uvodni chemoterapie, objemu tumoru v dob¢ recidivy a
hladin€ nddorovych markert. Postup je vzdy individualizovan.

V onkologii dalsi bézné uzivana 1é¢ebnd modalita, adjuvantni ¢i priméarni radioterapie, neni
bézné u pacientek s karcinomem ovaria indikovana. Vzhledem ke vzorci Sifeni ovarialnich
malignit a rozsahu postiZzeni k dobé diagnozy ve IIL. a IV. stadiu je celobti$ni ozafeni (WART
— whole abdomen radiotherapy) minoritnim lé¢ebnym piistupem. Konzolida¢ni radioterapie
pfinasi velmi kontroverzni vysledky, salvage lécba lze vyuzit u pacientek s minimalni
chorobou rezistentni na platinovy derivat a paliativni radoterapie 1ze ptipustit u nalezl recidiv
izolovanych v panvi.

U 60% pacientek dojde béhem 2 let k recidivé onemocnéni i ptfi optimalni ivodni 1éCbe.
Toto riziko stoupa se stadiem nemoci v dobé diagnozy. Od projevu recidivy je primérna doba
prezivani kratsi nez 2 roky, 5 leté pfeziti je mensi nez 10%. NejcastéjSim projevem recidivy je
ascites a karcinomatoza peritonea, dale pak recidiva v lymfatickych uzlinach ¢i lokalné
v panvi. Vzdalené postiZeni se projevuje hlavné v jatrech, v plicich a na pleute.

Se znalosti této skuteCnosti se jevi nova biologickd léCba bevacuzimabem /Avastin/ -
inhibitor VEGF /rGstovy faktor cévniho endotelu/ — inhibitor angiogeneze, jako vhodny
dopln€k stavajiciho schématu chemoterapie taxanem a platinovym derivatem u pacientek
s pokroc¢ilym karcinomem vajecniku. Dle vysledkid studii /GOG-0218 a ICON7/ soucasné
podavani bevacuzimabu s chemoterapii 1. linie a pokraCovani v monoterapii po dokonceni
chemoterapie do 12 az 15 mésici dle schématu, prodluzuje PFS /progression free survival —

preziti bez progrese/.

Sledovani po 1écbé = follow-up

Jestlize je 1éc¢bou dosazeno klinické remise, je pacientka zafazena do programu nasledného
sledovéani — dispenzarizace — follow-up.
Schéma v soucasnosti uzivaného oficidlniho doporuc¢eného postupu follow-up pacientek po
1é¢bé karcinomu ovaria:

Prevzato z Zikan M., Cibula D., Fischerova D. et al: Guideline gynekologickych zhoubnych
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nadorii: Standard — Komplexni lécba ovarialnich epitelialnich zhoubnych nadoru, 2013

Pacientku dispenzarizuje a kontroluje pracovisté, které provadi komplexni 1écbu.
V soucasné dobé lze nalézt data podporujici jak aktivni pfistup (opatieni smétujici k ¢asné
detekci Casto asymptomatické recidivy), tak pfistup symptomaticky (duraz je kladen na
symptomy piipadné recidivy). Obtizné je jasn¢ definovat pacientky, které¢ budou profitovat z
jednoho nebo druhého piistupu. Postup je mozno volit na zdklad¢ zkuSenosti pracovisté a
pribéhu onemocnéni a 1é€by u konkrétni pacientky s pfihlédnutim k pfani pacientky.
A) aktivni pFistup — pacientka, kterd miize profitovat z ¢asné detekce recidivy, s vysokou

pravdépodobnosti mozné sekundarni chirurgické 1écby
-1.,2. a 3. rok kazdé 3 mésice

- 4.,5. rok kazdych 6 mésict

- poté jednou ro¢né

- kontroly standardné: komplexni gynekologické vySetfeni; CA 125 a zobrazovaci vySetieni
dle zvyklosti pracovisté (v ptipadé fertilitu Setfici 1écby vzdy ultrazvukové vySeteni ponecha-

ného ovaria)
- mamografie po 45. roku véku a 1-2 roky
- dalsi vySetfeni pouze dle symptomatologie a klinické indikace (CT, RTG S+P a jind)

B) symptomaticky pristup — pacientka s vysokym rizikem recidivy nadoru, s nizkou pravdeé-
podobnosti sekundarni chirurgické 1écby

- komplexni gynekologické vySetfeni se zaméfenim na symptomy, neZadouci Gc€inky lécby a
kvalitu zivota; kazdé 3 mésice

C) kombinovany pristup
- prvni rok dle B, dale dle A

ESGO usneseni k roli stanoveni CA 125 u pacientek ve follow-up ovaridlniho
karcinomu (14, 15)

Na podkladé¢ studii OVOS/EORTC 55955 tykajicich se vyuziti CA 125 ve follow-up pacientek
s ovaridlnim karcinomem vypracovalo ESGO doporuceni, Ze je mozné upustit od rutinniho
monitorovani CA 125 krom skupiny zen, které by mohli profitovat z vcasné detekce

vzestupné dynamiky CA125. Je tedy doporuceno, zaclenit CA 125 do follow-up pacientek po
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uplné odpovédi na primarni 1é€bu — v klinické remisi, které byly nebo jsou léceny v ramci
klinickych studii, které byly shledany vhodnymi pro budouci studie se second-line terapii, u
kterych se ptredpoklada, ze nebudou z riznych divodii pravidelné vysetfovany v ramci follow-
up kazdé 3 meésice vcetné zobrazovacich metod, a které by mohli profitovat ze sekundéarniho
vykonu pfi zjisténi rekurence onemocnéni.

Vzdy je nutné pacientce vysvétlit smysl follow-up v¢. odbéri CA 125 a sezndmit ji s faktem,

ze zjisténa elevace CA 125 nemusi nutné¢ vést k chirurgické ¢i onkologické intervenci.

Prognoza pacientek s karcinomem ovaria

Prognéza pacientek s karcinomem ovaria zavisi na n¢kolika faktorech, predevsim(3):
- na stadiu onemocnéni v dobé diagndzy
- narezidualnim objemu tumoru po provedené chirurgické 1é¢bé (u pokrocilych nalezi)
- na véku a na celkovém stavu (komorbidity, limitace agresivity 1écby ve star§im véku)

- dalezitou roli hraje 1 histologicky typ nadoru. Grade hraje roli zejména ve stadiu 1.

Pétileteé preziti pacientek s karcinomem vajecniku v zavislosti na stadiu onemocnéni (prevzato

z Cibula D, Petruzelka L: Onkogynekologie. Praha, Grada Publishing, a.s., 2009)

Stadium Pétileté preziti
IA G1 90%

IA G>1 60-85%

IB, IC, lIA, Gx 40-60%

1B, 1IC, 11l RO 20-40%

I (R<2cm) 15-25%

Il (R>2cm) 5-15%

v <5%

R = rezidualni tumor

Screening ovarialniho karcinomu (3)
Funk¢ni organizovany screening ovarialniho karcinomu dosud neexistuje. Jak bylo uvedeno
v uvodu, karcinom ovaria mé Spatnou prognézu zejména kviili pozdni detekci v pokrocilych

stadiich. Proto je celosvétoveé vénovana pozornost moznostem vyhledavani - screeningu
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casnych stadii. Jsou diskutovany dv¢ strategie:
e populaéni screening /dosud povazovan za naro¢ny, drahy, malo efektivni/ a
e screening zaméteny na rizikovou skupinu pacientek s familiarnim vyskytem ovarial-
nich ¢i jinych malignit v ramci hereditarnich syndromi zminénych vySe /kombinace
CA125, ev. HE4 a sonografického vySetfeni/.
Dosavadni vysledky téchto snazeni vSak nejsou nijak uspokojivé a neptinaseji vyrazné

zlepseni vysledkl hlavnich pozorovanych ukazatell, zejména celkového preziti /OS/(3).

Ve Velké Britanii v soucasnosti stale probiha asi dosud nejvétsi prospektivni randomizovana
studie — UKCTOCS — UK Collaborative Trial of Ovarian Cancer Screening, jejiz vysledky
budou k dispozici v roce 2015. Tato studie si klade za cil sestaveni schématu pro populacni
screening. Rozbor designu této studie piekracuje ramec tohoto sdé€leni, avSak vzhledem

k ptedpokladanému pozitivnimu dopadu odkazuji na web:

http://www.instituteforwomenshealth.ucl.ac.uk/academic_research/gynaecologicalcancer/gcrc

/ukctocs/design

Co se tyka pacientek s familidrnim karcinomem vajecniku, tak i na tuto skupinu je
v soucasnosti zaméfena studie probihajici ve Velké Britanii — UKFOCSS — UK Familial
Ovarian Cancer Screening Study. Vice viz web:

http://www.instituteforwomenshealth.ucl.ac.uk/academic_research/gynaecologicalcancer/gcrc

/ukfocss/trial-design.
Vysledky:

Premenopausalnich Zeny -,béhem menstruacniho cyklu v obdobi ovulaéniho peaku

dochazi k mirnému vzestupu AFP, CA 125 a HE 4. Ostatni sledované markery se
ménily minimalné nebo vubec.

Téhotné Zeny v I. a Il. trimestru méni hladiny AFP, a také CA 125 a v ojedinélych
pfipadech HE4, Ostatni nadorové markery se neménily.

Postmenopausalnich Zen, jsme vyskyt faleSné positivity markeru jsme neprokazali.
Kufaci dochazi ke zvySeni CEA, ale tato faleSna pozitivita je relativné mala takze jen
minimalné ovlivhuje interpretaci vysledku.

VySetfeni per rektum, kolonoskopie, bronchoskopie vyrazné meéni hodnoty
nadorovych markerd a odbér by mél vzdy pfedchazet témto vysetfenim.

Zanétlivd onemocnéni virové etiologie ovliviiuji pfedev8im Chromogranin A a
mucinové nadorové markery,

Bakterialnich zanétu
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Vypotky v pohrudni¢ni dutiné nebo ascites vedou k extrémnimu zvySeni hladin CA
125 bez jakéhokoliv vztahu k etiologii vypotku.

Ascites

Chronicka renalni insuficience vede prakticky k extrémnimu zvySeni hodnot
nadorovych markerl. Autoimunitni onemocnéni traviciho ustroji zvysuiji

CA 125, CA 19-9 a Chromograninu A.

K extrémnimu zvySeni hodnot Chromograninu A vede |éCba blokatory protonove
pumpy a je Casto mylné interpretovano jako karcinoid syndrom. Obdobné extrémni
zvysSeni CA 125 u zanétl v malé panvi vede k nespravné interpretaci, podezieni na

diagnézu nadoru ovaria.

Zavery:

Pro lékafe znamena vysSetieni nadorovych markerd ve spravném panelu, Case a
frekvenci pomocnika ke zjisténi podezieni na ¢asnou recidivu onemocnéni a umozni
mu zahajit diagnosticky proces k jejimu odhaleni.

Pro nemocného znamena zvySena jen jedna hodnota markeru pouze namét na dis-
kuzi s Iékafem, ktery by mu mél limitovanou vypovédni hodnotu, zejména nahodného
vybéru, vysvétlit.

Znalost faktorud, které mohou vysledek ovlivnit je nezbytné nutna pro optimaini indi-

kaci a interpretaci nadorovych markeru.
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Uvod

Nadorové markery patfi dnes ke standardnim diagnostickym prostfedkim. B&éhem
poslednich dvaceti let se podstatné rozsifila paleta pouzitelnych markert, z nichz
mnohé reaguji pfi vice diagnézach. Casto se méfi soucasné nékolik markeri.

V prubéhu pacientova onemocnéni jsou markery méfeny opakované a je uzite€né
sledovat dynamiku jejich vyvoje. Tyto a dalSi okolnosti vedly ke vzniku této knihy,
ktera by méla Iékafi pomoci pfi interpretovani chovani markert v riznych stadiich
onemocnéni. Kniha téZ obsahuje epidemiologické udaje o jednotlivych nadorech.
Vysledek stanoveni nadorovych markertu se pak stava, vedle klinického obrazu a
jeho historie, pfipadnych vysledkl invazivnich vySetieni atd., jednou z komponent,

na jejichz zakladé se lékar rozhoduje.

Diagnostické vyuziti biomarkert

Rozdéleni a obecnd charakteristika biomarkerti
Nédorové markery lze charakterizovat jako latky produkované malignimi buiikami ¢i
organizmem jako odpovéd’ na nadorové bujeni. MiiZe se jednat o antigeny lokalizované na
povrchu bunéénych membran, obsazené v cytoplazmé, solubilni antigeny obsazené
v biologickych tekutinach, enzymy metabolickych drah ¢i fragmenty cytoplazmatickych
struktur uvoliiované do okoli pfi zaniku bunck. Celularni nddorové markery lze detekovat
imunohistochemicky ¢i v cytozolu nadorové buiiky, humoralni nddorové markery cirkulujici
v krvi ¢i v jinych biologickych tekutinach a 1ze je prokazat pomoci imunoanalytickych metod.
Ptestoze diagnosticky prah nadorovych markerti umoznuje v pfiznivych ptipadech detekovat
nador o hmotnosti 1mg (10° nadorovych bunék), zatimco klinické diagnoza je uréena vétsinou
az u nadoru, ktery obsahuje asi 10° bunék, neexistuje dosud vzhledem k Sirokému spektru
nadorovych onemocnéni univerzalni nadorovy marker.
Pozadavky kladené na idedlni nddorovy marker jsou nasledujici:

e je produkovan pouze u malignich onemocnéni

e je organoveé specificky

« vyskytuje se ve vysokych koncentracich v biologickych tekutinach
e koreluje s velikosti nadoru

e Kkoreluje se stadiem onemocnéni

e koreluje s prognézou

o koreluje s uCinnosti terapie

V klinické praxi neexistuje v souc¢asné dob¢ zadny nadorovy marker, ktery by tato kriteria
splnoval. Je proto nutné si vzdy uvédomit optimalni indikace a sou¢asné 1 limitace téchto
vySetfeni. Spravné indikované vySetieni nddorovych markertt mize ptispét predevsim

k v€asnému zachytu recidivy €1 progrese onemocnéni a tim 1 k rychlejSimu terapeutickému
zakroku, ktery miize prodlouzit Zivot nemocného. Organova specificita pfi vySetfovani
nadorovych markert je nizka, a proto je nezbytné nutné jejich dynamické sledovani

v pravidelnych intervalech.

Indikace vySetfeni nadorovych markerti u karcinomu tlustého stfeva maji své limitace. Jedna
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se o doplikovou diagnostickou metodu. Pro spravnou interpretaci vysledki je proto nezbytna
nejen spravna volba nddorovych markert, ale pfedevsim zptsob jejich klinického
vyhodnoceni, které vyzaduje uzkou interdisciplinarni spolupraci mezi klinikem a laboratornim
pracovnikem.

U nédort tlustého stfeva a konecniku je hlavnim stanovovanym markerem
karcinoembryonalni antigen (CEA). Jako marker druhé volby je doporucovan CA 19-9. Jako
optimalni se jevi kombinace téchto dvou markerd. K dal$im markertim, které jsou studovany
v souvislosti s kolorektalnim karcinomem patii CA 72-4, dale pak dalsi nddorové markery CA
typu (CA 242, CA 195), markery cytokeratinu (TPA,TPS) a fada dalSich. V ptehledné Tabulce
¢. 5 jsme se zaméfili na nejcastéji vySetfované nadorové markery v klinické praxi obecné.
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Tabulka ¢. 5. Rozdéleni nadorovych biomarkert podle funkce:

Skupina markeru: Jednotlivé markery.
« CEA
Majici funkci u plodu « AFP
« hCG
Onkofetalni a . SP1
mucinézni . CA125
antigeny Karbohydratové(cancer) « CA15-3
. « CA199
antigeny . CAS50
e CAT724
e TPA
Cytokeratinové nadorové markery - TPS
« CYFRAZ21.1
« SCC
Proliferaéni e Neuronspecificka enolaza
e Thymidinkinaza
Enzymy « Prostaticky specificky antigen
Ostatni « Kysela prostaticka fosfataza
o Laktatdehydrogenaza
e Adrenokortikotropni hormon
e Antidiureticky hormon
Ektopicka sekrece . Kortizon
« Parathormon
e Prolaktin
Hormony
e Placentarni laktogen
o o Kalcitonin
Produkované nadorem
e Parathormon
e Prolaktin
o Estrogenové
Receptory
e Progesteronové
o Feritin
Ostatni blize nespecifikované latky e Bo-mikroglobulin

e Imunoglobuliny
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VétSina nadorovych markeru patfi mezi onkofetalni antigeny. Jde o latky, které na-
chazime v pomérné vysokych koncentracich u plodu, kde se vyskytuji na povrchu
diferencujicich se bunék (diferencia¢ni antigeny) a hraji vyznamnou roli ve vyvoji plo-
du. U zdravych dospélych osob je jejich hladina velice nizka a pfesna biologicka
funkce neni znama. Pfi vétSiné nadorovych onemocnéni se jejich aktivita vyrazné
zvysuje. Typickeé pro né je, Zze se vyskytuji pfedevSim u dobfe diferencovanych nado-
ru a jejich hladina vétSinou koreluje s velikosti nadorové masy. Jejich stanoveni ma

vyznam zejmeéna pro urceni prognoézy nadorového onemocnéni a kontrolu terapie.

Cytokeratinové nadorové markery jsou markery vzniklé narusenim nebo nekontrolovanym
ristem cytoskeletu buiiky. Vyskytuji se jako o cirkulujici fragmenty nebo komplexy
fragmentl cytokeratinii 8, 18, 19 normalniho epitelu. Souviseji vyrazné s bunéénou proliferaci
a mnozi autofi je fadi mezi prolifera¢ni nddorové markery.

Enzymatické nddorové markery jsou po onkofetalnich antigenech druhym nejcastéji
uzivanou skupinou nddorovych markert. Miizeme je rozdélit na dvé podskupiny. Prvni
podskupinu tvoii enzymy majici biologickou funkei pfedevsim pti bunééném déleni, (napf.
thymidinkinaza a neuron-specicifickd enoldza). Tyto markery jsou zna¢né zvysené u vsech
stavi charakterizovanych predevSim vyraznou bunécnou proliferaci. Proto se uplatiuji pfi
uréovani prognézy a stadia onemocnéni. Markery druhé podskupiny jsou enzymy, které se
vyskytuji i ve zdravych tkéanich, kde plni své biologické funkce. Tyto markery jsou vysoce
organove i tkanove specificke, ale neposkytuji jakoukoliv informaci o typu poSkozeni
daného orgéanu ¢i tkang. Daji se pouzit k ur€eni primarni lokalizace nadoru.

Dal$im typem nadorovych markerti jsou hormony. Jsou produkovany bud’ pfimo samotnymi
endokrinnimi buiikami (napf. kalcitonin meduladrnim karcinomem S§titné zlazy nebo
tyreoglobulin pfi typu folikularnim) nebo jsou produkovany ektopicky (napft. latka podobna
ACTH nebo hCG pii bronchogennim karcinomu). Tyto nddorové markery jsou nejcastéji
vyuzivany ke kontrole efektu at’ jiz operacni ¢1 medikamentdzni 1écby.

U nédord hormonéln¢ aktivnich se stanovuji i poCty receptori. Na rozdil od predchozich
markert, které se pfevazné stanovuji v séru, jde o markery tkanoveé, které se stanovuji

v bioptickém materidlu. Maji jednak vyznam pro uréeni prognézy nadoru, ale rozhodujici
vyznam maji pro volbu a kontrolu terapie (jako napt. u naddort prsu).

Posledni skupinu nddorovych markera tvofi nejriznéjsi tkdnémi produkované blize
nespecifikované latky, které se nedaji zatadit do Zadné z ptedchozich skupin, ale pfi
nadorovém bujeni se jejich hladiny v krvi zvySuji jako nespecificka reakce organizmu na
pritomnost nddorového onemocnéni (feritin, B,-mikroglobulin, imunoglobuliny).

Charakteristika vybranych biomarkeru

CEA (karcinoembryondlini antigen)

Charakteristika : CEA je smési 36 glykoproteinti s molekulovou hmotnosti mezi 150 - 300
kDa, které jsou z 55 % tvoreny sacharidy a ze 45 % bilkovinami. Vysoka heterogenita
molekuly je ddna heterogenitou sacharidové slozky, proteinova slozka je konstantni. AZ dosud
je znamo 16 kodujicich genti.

Vyskyt : CEA je onkofetalni bilkovinou, kterou Ize prokazat na povrchu membran
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epitelovych bunék pfedevsim traviciho dstroji a bronchd. V prvnim trimestru je obsa-
Zen v bunécné cytoplazmé. V pozdéjsich fazich vyvoje plodu je soucasti povrchu bu-
nécénych membran. U dospélych je produkovan jen ve velice omezené mire epitelial-
nimi burikami bronchd, prsni Zlazy a traviciho astroji. V minimalnich koncentracich se
CEA vyskytuje v krvi, pleuralnim vypotku, ascitu a mozkomisnim moku. Nejvys$i
koncentrace jsou ve vyvodech slinnych Zlaz. CEA je pfedevsim metabolizovan

v jatrech a vyluc¢ovan ledvinami.

Tabulka ¢. 6. Zvysené hodnoty CEA:

Maligni onemocnéni Benigni onemocnéni

e Traviciho ustroji e U kufakul ( do 5 ng/ml)
o Ca zaludku e pfi chronickém ledvinovém selhan
o Catracniku e benignich onemocnénich GIT a jater
o Carekta e Uulcerozni kolitida
o Canplic e Crohnova choroba

Gynekologickych nadorech
o Caprsu
o Ca vajecniku
o Ca délohy

Ca prostaty

Ca §titné Zlazy

Stievni polypo6za
chronické hepatitidé
jaterni cirhéza

chronicka pankreatitida
Zanétliva onemocnéni plic

bronchopneumonie

e chronicka bronchitida
e TBC plic
e Mukovisciddza

e Autoimunitni choroby

e Benignich adenomech prsu

Tabulka &.7. Referen¢ni hodnoty CEA:

Hodnoty Jednotky:
Normalni hodnoty: 0-3 ng/mi
Hrani¢ni hodnoty 3-5 ng/ml
Patologické hodnoty >5 ng/ml
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Nadorové markery mucinézni

CA 19-9

Charakteristika : CA 19-9 je monoklonalni protildtkou definovany mucin-sialo-glykolipid
s molekulovou hmotnosti vice nez 1000 kDa s 10 % sacharidii. Patii mezi onkofetalni

nadorové markery.

Vyskyt : Vyskyt CA 19-9 uzce souvisi s Lewis(a) determinantou krevni skupiny. U vzacné se

vyskytujici Lewis(a-/b-) skupiny neni tento nadorovy marker produkovan.

U plodu se vyskytuje v epitelovych buiikach, pfedevsim traviciho ustroji, pankreatu a jater. U
dospélych je produkovan jen ve velice omezené mite epitelidlnimi butikami broncht a
traviciho ustroji. V minimalnich koncentracich se vyskytuje v krvi, pleuralnim vypotku, ascitu
a mozkomis$nim moku. CA 19-9 se eliminuje vyhradné zluci. U malo diferencovanych
karcinom se jeho produkce snizuje a v anaplastickych chybi tplné.

Tabulka ¢.8. ZvySené hodnoty CA 19-9:

Maligni onemocnéni

Benigni onemocnéni

Karcinomy traviciho ustroji

o

o

o

o

o

Ca pankreatu

Ca Zlucniku a Zlu€ovych
cest

primarni Ca jater
Ca zaludku

kolorektalni karcinom

Ca prsu

Ca ovarii (pfedevs§im mucinéz-
niho typu)

Ca délohy

Metastazy vySe uvedenych
karcinomu do jater

o

o

o

o

o

e Onemocnéni jater a Zlu€ovych cest

cirhoza jater

primarni biliarni cirhéza
akutni hepatitida
toxicka hepatitida
chronicka hepatitida
cholecystitida
cholangoitida

choledocholitiaza

e Akutni a chronicka pankreatitida

e Benigni onemocnéni zaludku
a stfeva (pfedevsim zanétliva)

Tabulka ¢&. 9. Referenéni hodnoty CA 19-9:

Hodnoty: Jednotky:
Normalni hodnoty: 0-30 IU/ml
Hrani¢ni hodnoty 30 - 40 IU/ml
Patologické hodnoty > 40 IU/ml
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PSA

Zakladni charakteristika
Prostaticky specificky antigen (PSA) je glykoprotein s molekulovou hmotnosti 30-34kDa. Je to
serinova protedza, jejiz hlavni role je proteolyza a zkapalnéni seminalni tekutiny a usnadnéni
pohybu spermatozoi. Patri do skupiny kalikreini. Je produkovan predevsim prostatou, pouze
limitované mnozstvi prechazi do télnich tekutin. Koncentrace volné, tj. nekomplexované
formy PSA (fPSA) v séru, vztazena ke koncentraci PSA celkového, se lisi pro benigni a maligni
nadorové onemocnéni prostaty.
PSA je pritomen v prostatické a seminalni plazmé, ve zdravé, hyperplasticke i maligni
prostatické tkani a v metastazach prostatického piivodu. PSA je rovnéz produkovan
paraureterdlnimi zlazkami a ve velmi nizkych koncentracich se vyskytuje i u Zen.V séru je
pritomen ve 3 hlavnich formach- volny (fPSA), vazany na a2-makroglobulin a na al-
antichymotrypsin. Komplex s a2-makroglobulinem je imunologicky neaktivni, ale dalsi dvé
formy jsou imunologicky detekovatelné.

Chemicka struktura
Prostaticky specificky antigen (PSA) je glykoprotein s molekulovou hmotnosti 30-34kDa. Je to
serinova protedza.

Tvorba, metabolismus, vylucovani, funkce
Je produkovan predevsim prostatou. V séru je pritomen ve 3 hlavnich formdch- volny(fPSA),
vazany na o2-makroglobulin a na ol-antichymotrypsin.

Biologicky polocas
PSA- 2-3 dny

Preanalytika

Material: sérum

Vliv materidlu: vadi hemolyza

Vliv dennich a jinych cykli:

Vzorky PSA musi byt odebrany pifed manipulacemi s prostatou - digitalni rektalni vySetieni
(DRE), masaz prostaty, transrektalni ultrazvukové vySetteni (TRUS) a biopsie prostaty.
Digitéalni rektalni vySetfeni mize zplsobit pfechodné zvyseni sérovych hladin PSA. V pfipadé
hrani¢niho zvySeni bylo doporuceno opakované méteni hladiny PSA. Hladinu zvySuje 1 jizda
hladiny PSA. Proto se mezi punk¢ni biopsii jehlou a odbérem vzorku na méteni PSA
doporucuje Sestitydenni prodleva.

Vliv 1ékti: inhibitory Salfa reduktazy

Dalsi vlivy: manipulace s prostatou

Proliferativni nddorové markery

TK (thymidinkindza)

Charakteristika: Thymidinkindza katalyzuje pfeménu thymidinu na thymidinmonofosfat
(TMP) za ptitomnosti adenosintrifosfatu (ATP). TMP je pteveden v nékolika krocich na
trifosfat, ktery je zabudovan do DNA. ProtoZe 1ze do DNA zabudovat thymidin jen ve
fosforylované formé, hraje thymidinkinaza podstatnou roli pfi zpracovani thymidinu v buiice.
De novo syntéza thymidinfosfatu normaln¢ probiha za katalyzy thymidylatsyntetazy z
deoxyuridinmonofosfatu za ptitomnosti kyseliny listové a vitaminu Bj,. Thymidinkindza na
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rozdil od thymidylatsyntetdzy pouziva jako substrat bud’ exogenni thymidin z potravy nebo
endogenni thymidin uvolnény z odbouravacich reakci. Je oznaCovéna také jako “salvage
enzyme" (zachranny enzym). TK je nespecificky naddorovy marker schopny zachytit maligni

rust v riznych organech.

Vyskyt: V eukaryotnich buiikach se nachédzeji dva izoenzymy thymidinkinazy, které se
odliSuji biochemicky a elektroforeticky. U zdravého dospélého jedince se nachazeji v séru jen
nizké koncentrace TK 1, vy$si hodnoty se mohou vyskytnout u neoplastickych onemocnéni a

nekterych virovych infekci.

Tabulka €. 10. ZvySené hodnoty TK:

Maligni onemocnéni

Benigni onemocnéni

e hematologicka maligni onemoc-
néni
o P¥i progresi nasledujicich karci-
nomu
o bronchogenni karcinom
o Caprsu
o kolorektalni karcinom
o Ca prostaty

o Catestes

virové infekce

psoriaza

TBC pleuritida

sarkoiddza

revmaticka onemocnéni
zanétliva onemocnéni plic a tra-
viciho ustroji

pernicidzni a megaloblastické
anémie

o Ca mocového méchyre o kolagenozy
o karcinomatéza serdznich
blan
Tabulka ¢. 11. Referencni hodnoty TK:
Hodnoty: Jednotky:

Normalni hodnoty: 0-5 /1
Hrani¢ni hodnoty 5-10 I/l
Patologické hodnoty > 10 U/

Fragmenty cytokeratinu

Jde o cirkulujici komplexy fragmentl cytokeratinii 8, 18, 19, které se vyskytuji jak
v normdlnim epitelu (jednoduchy, zlazovy, vyvodovy, ptechodny apod. ) tak v nadorovych
bunikach odvozujicich se od tohoto epitelu (mlé¢na zlaza, plice, ovarium, stievo, trachea,

80




mocovy méchyft, pankreas, vétSina endokrinnich zlaz, prostata apod.). Jsou pak prokazovany
protilatkami riizn€ oznacovanych testu.

Cytokeratiny tvoti tzv. intermediarni filamenta jsou soucasti cytoskeletonu; jsou dva typy:
cytokeratinti : typ I - kyselé cytokeratininy 9 — 19 a cytokeratiny a typ II neutralni a bazické 1
— 8. V bunkach jsou organizovany jako heterodimery. V procesu bunécného délenti je jejich
zmnozeni projevem proliferace bunék. U malignich nadort v progresi (Sifeni do okoli,
metastazy) dochazi k proteolytickému odstépovani solubilnich fragmentt, které se dostavaji
do krevniho obéhu a jsou tak markery nadorové proliferace.

Tabulka ¢. 12. Reaktivita riiznych testd proti fragmentiim cytokeratinu

Test Fragment 8 | Fragment 18 | Dimer 8/19 | Fragment 19
TPA +++ + +++ +++
TPS + +++ + +
TPA-M + + +++ +++
TPAcyk + +++ + -
CYFRA 21-1 - - +++ +++

TPA (tkdnovy polypeptidicky antigen)

Charakteristika : Tkanovy polypeptidicky antigen ptibuzny s fragmenty cytokeratinu 8, 18 a
19. Je tvofen normalnimi 1 nddorovymi buitkami. K markantnimu zvySeni dochazi pti
vyrazném zvyseni prolifera¢ni aktivity. V té¢hotenstvi stoupa béhem gestace (k navratu

k vychozim hodnotam dochazi 5 dni po porodu); zvySen téz u zanéta.

Vyskyt : Fyziologicky je TPA (spolecné s TPS) produkovan trofoblastem placenty, a dale

v jatrech, plicich, stievé a ledvinach vyvijejiciho se plodu. U zdravych dospélych je mozné
oba markery zjistit v epitelidlni vystelce vyvodi mlé€né zlazy, mocového méchyie, v plicich a
v organech traviciho traktu.

Tabulka ¢. 13. Zvysené hodnoty TPA:

Maligni onemocnéni Benigni onemocnéni
e Caprsu e hepatitida
e nadory orofacialni oblasti e jaterni cirh6za
e  Ca prostaty e  diabetes mellitus
e  (Ca stitné zlazy e infekce respiraCniho traktu
e  Ca plic nemalobunécny e benigni onemocnéni prsu
e Caledvin e benigni onemocnéni traviciho ustroji
e Ca mocového méchyre e pooperacni stavy
e Caovarii e revmatickd onemocnéni
e nadory varlat

81



Tabulka ¢. 14. Referenéni hodnoty TPA:

Hodnoty: Jednotky:
Normalni hodnoty: 0-120 1U/ml
Hrani¢ni hodnoty 120 - 140 IU/ml
Patologické hodnoty > 140 IU/ml

Pozn.: V dlouhodobych studiich je nutné dodrzovat pouzivani jednoho typu stanoveni
(TPA nebo TPS) vzhledem k odlisné specifité protilatek.

TPS (tkariovy polypeptidicky specificky antigen)

Tkanovy polypeptidovy antigen - specificky; tvofi se v pozdni S-fazi a G2 fazi bunéného
cyklu (uvoliiuje se bezprosttedné po mitdze). Na rozdil od TPA je stanovovan monoklonalni
protilatkou (M3) proti jednomu epitopu - CK 18.

Tabulka ¢. 15. ZvySené hodnoty TPA:

Maligni onemocnéni Benigni onemocnéni
e Caprsu e Hepatitida
e Nadory orofacialni oblasti e Jaterni cirh6za
e Cajater o Diabetes mellitus
e Ca pankreatu o Infekce respiracniho traktu
« Nadory varlat a ca prostaty « Benigni onemocnéni prsu
o Ca stitné zlazy e Benigni onemocnéni traviciho
. ustroji

« Caplic J

. Pooperacni stav
e« Caledvin * P y

” e Revmaticka onemocnéni
e Ca ovarii

e Imunoalteracni onemocnéni

Tabulka ¢. 16. Referencni hodnoty TPS:

Hodnoty: Jednotky:
Normalni hodnoty: 0-90 1U/ml
Hrani¢ni hodnoty 90 - 120 1U/ml
Patologické hodnoty >120 1U/ml
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Matrix metaloproteinazy:
Jedna se o skupinu proteolytickych enzymi, které plisobi svym proteolytickym t¢inkem na
bazalni membranu endotelii a extracelularni matrix. V soucasné dob¢ je klasifikovano ptes 20
matrix metaloproteinaz, prehled je uveden v Tab. ¢. 17.

Tabulka ¢. 17. Prehled jednotlivych skupin matrix metaloproteinaz

Skupina Druh Zkratka Molek. PrI[narnlosubstra’t
hmotn. (misto pusobeni)
Interstlclérlni ko- MMP-1 59 kDa Kolagen typu I. - 111, VII.
lagendza VI, X.
Kolagenazy Neutroﬁl}li kola- MMP-8 75 kDa
genaza
Kolagenaza 3 MMP-13
Gelatinaza A MMP-2 72 kDa Kolagen typu IV. - V.
Gelatinazy
Gelatinaza B MMP-9 92 kDa
Stromelysin-1 MMP-3 55 kDa Proteog_lykany, _Iamlnln,
fibronektin
) Stromelysin-2 MMP-10 55 kDa Kolagen IV. - V. typu
Stromelysin y g yp
Stromelysin-3 MMP-11 61 kDa Serinové protedzy
Metaloelastaza MMP-12 54 kDa Elastin
MT1-MMP MMP-14
MMP MT2-MMP MMP-15
membranového MT3-MMP MMP-16 ~ 63 kDa Progelatinaza A
typu MT4-MMP MMP-17
MT5-MMP MMP-21

Dfive byla uloha matrix metaloproteinaz spojovana pouze s degradaci bazalni mem-
brany extracelularni matrix. V posledni dobé se ukazuje, Ze matrix metaloproteinazy
maiji v procesu rlstu nadoru a metastazovani mnohem komplexnéjsi ulohu. Degra-
daci bazalnich membran kompartmentovych systému ovliviiuji nejen invazi nadoru
do bezprostfedniho okoli, €i intra a extravazaci nadorovych bunék, ale ovliviuji také
migraci bunék v misté tvorby vzdalenych metastaz. Hraji téZ vyznamnou ulohu

V procesu angiogeneze a to vytvarenim prostoru pro noveé vznikajici cévy, podporou

83



mobility endotelii a invazi bunék nadoru do cév. U pacientl s kolorektalnim karcino-
mem byly patologické hodnoty proteinaz MMP-1, MMP-2 a MMP-7 spjaty s vyskytem
metastaz, v pfipadé MMP-1 korelovaly hodnoty s Dukesovou klasifikaci a stupném
postizeni lymfatickych uzlin. U pacientl se stadiem Dukes C a D se metaloproteinazy

MMP-1 a MMP-7 jevi jako nezavisly prognosticky faktor nepfiznivé prognézy.

Antagonisticky proti proteolytickému ti¢inku matrix metaloproteinaz piisobi inhibitory
matrix metaloproteinaz TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinase). Jejich ucinek spociva ve
stabilizaci bazalni membrany, ktera se pod vlivem TIMP stavé intaktni vii¢i ucinku
proteolytickych enzymt a znesnadiiuje invazi nadorovych bun€k a endotelii. Vyznam
intenzivniho zkoumani téchto latek spociva predevsim v moznosti 1é¢ebné intervence, kdy
stabilizace bazalni membrany a inhibice proteolytickych enzyma mize mit zdsadni vyznam

v kauzalni 1écbé metastaz.

V soucasné dob€ probiha nékolik studii na mozny vyznam stanoveni metaloproteinaz MMP-2,
MMP-9 a jejich inhibitorid z hlediska mozné v¢asné detekce metastatického procesu u
pacientil s kolorektalnim karcinomem. Kromé¢ pilotnich studii, které poukazuji na mozny
klinicky vyznam vSak doposud nejsou validni vysledky k dispozici.

Nyni je v popiedi z4jmu klinicky vyzkum vyuziti téchto inhibitor ve formé 1ékti. V rGznych
klinickych studiich se nyni testuje okolo 20 riznych piipravki, nékteré jsou jiz ve III. stadiu
klinického vyhodnoceni. Podrobné byly sledovany napt. Bay 12-9566 (fa Bayer), BB94 (fa
British Biotechnology), které maji stabiliza¢ni G¢inek na bazalni membranu a zamezuji tak
moznému metastatickému procesu. Nékteré se davaji do kombinace s interferony,
bevacizumabem &i chemoterapii. %200

Adhezivni molekuly
Tato skupina zahrnuje asi 70 latek imunoglobulinového typu. Tyto molekuly maji zasadni
vyznam nejen v celé fad¢ fyziologickych procesti (embryogeneze, imunitni reakce, reparace
posSkozenych tkani), ale uplatiiuji se 1 v celé fad¢ procesti patologickych. V ptipadé adheze
agregatli nadorovych bunék s krevnimi destickami se uplatituji pfedevsim selektin E, a dale
imunoglobuliny ICAM-1, ICAM-2 a VCAM-1, kter¢ se v interakci s cytokiny podileji na
aktivaci endotelu a nasledné adhezi agregath desticek a metastatickych nadorovych bun¢k
k endotelu. Existuje nejméné 5 skupin adhezivnich molekul, viz Tabulka €. 18.
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Tabulka ¢&. 18. Prehled jednotlivych skupin adhezivnich molekul:

Adhezivni molekuly

Skupina Druh
Integriny B1-Bs
Selektiny E-selektin, P-selektin, L-selektin

Intercellular adhesion molecules: ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3

Imunoglobuliny Vascular cell adhesion molecules: VCAM-1

Kadheriny E-kadherin, P-kadherin, N-kadherin

Ostatni CD 22, CD 24, CD 44, CEA

V souvislosti s metastatickym procesem kolorektalniho karcinomu v jatrech ptipisuji nékteré
experimentalni prace vyznamnou tlohu onkofetalnimu antigenu CEA, ktery se spolu

s antigenem NCA (non specific cross-reacting antigen) vaze ptes peptidovou sekvenci PELPK
na receptory Kupfferovych buné¢k v jatrech, ¢imz je stimulovana produkce cytokind (IL-1J3,
IL6), regulacniho peptidu TNFa a dalSich puisobki, které ptisobi aktivaci endotelu krevnich
jaternich kapilar, aktivaci adhezivnich molekul (selektin E, VCAM-1, ICAM-1, ICAM-2) a
tim vlastni adhezi agregati krevnich desti¢ek a metastatickych nadorovych buné¢k k jaternimu
endotelu. Tyto zavéry podporuji vysledky nékterych pilotnich studii, které popisuji
patologické hodnoty selektinu E, VCAM-1, ICAM-1 u pacientl s jaternimi metastdzami a to
pfedevsim v souvislosti s patologickymi hodnotami CEA. V kombinaci s CEA se tedy jevi
tyto adhezivni molekuly jako faktor asného zachytu jaternich metastaz.

Faktory regulujici angiogenézu
Angiogeneze je proces, pii kterém primitivni vaskulatura expanduje a nemodeluje se. Tim
dochazi k novotvorbé cév, které se mohou vzdjemné propojovat a vétvit, ¢cimz dochazi ke
zralému cévnimu systému. Jedna se o vicestupniovy proces (angiogenni kaskada), ktery je
regulovan fadou faktort. Za fyziologického stavu jsou faktory podporujici angiogenezi
v dynamické rovnovaze s faktory, které ji potlacuji (angiogenni a antiangiogenni faktory).
Endothelialni buiiky tedy samy o sob€ pro novotvorbu cév nestaci a pro kompletni
novotvorbu je nezbytna jejich soucinnost s peri-endoteidlnimi buitkami a matrici.
U dospélého jedince je angiogeneze vysoce potlacena a jen asi u 0,01 % endotelidlnich bunek
probiha déleni. VéEtSina naddort u lidi perzistuje in situ po dlouhé mésice az roky bez znamek
cévni novotvorby. Neovaskularizace za¢ne, jakmile nadorové lozisko dosahne velikosti 1-2
mm® (asi 10° bun&k) a piivod kysliku a Zivin prostou diftizi pfestavé pro vyzivu bungk a jejich
déleni stacit. Limitace zdsobeni zivinami udrzuje rovnovazné tempo mezi replikujicimi a
zanikajicimi bunkami, kdy je po urcitou dobu proliferace v rovnovaze s apoptdzou.
Hypoxicky nador je vSak geneticky nestabilni, vznikaji v ném cetné mutace (napt. mutace
genu p 53, kterd vede k potlac¢eni produkce antiangiogenniho trombospondinu). Objevuje se
novy fenotyp se zvySenou produkci VEGF a dalSich angiogennich faktora (tzv. TAF-tumor
angiogeneses factors). Tato zména je oznacovana téz jako ,,angiogenni switch“. Angiogenni
zvrat zahrnuje zménu lokalni rovnovahy mezi stimulatory a inhibitory ristu mikrocév.
Néadorové buiiky mohou vytvaiet zvySené mnozstvi jednoho ¢i vice stimulatort, mobilizovat
angiogenni faktory z extracelularni matrice, ¢i stimuluji k jejich produkci buniky hostitelského
organizmu jako napt. makrofagy, i se jedna o kombinace téchto rznych vlivli. Mezi
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nejcastéji prokazané stimulatory patii bFGF a VEGEF, ale v nadorovych tkanich byla
prokdzéna cela rfada dalSich faktor. Nadprodukce angiogennich faktori neni vSak dostacujici,
musi rovnéZz dojit k supresi inhibitord, které za normalnich okolnosti brani endotel pred
mitogennimi stimuly. Proliferace je rovnéz regulovana pericyty (produkce mitogeni, ¢i
snizeni senzitivy k ristovym faktorim).

Na bunééné trovni neovaskularizace dochazi ke stimulaci nadorového rastu diky zvySené
perfuzi a parakrinnim ptsobkiim, jako je produkce rastovych faktorti (bFGF, IGFs, PDGEF,
granulocyte colony-stimulating factor) ¢i jejich uvolnénim z bun€k hostitele a dopravenim do
nadorové tkang.

Tabulka ¢. 19. Pfehled angiogennich a antiangiogennich faktort

Angiogenni faktory

Faktor Mechanismus u€inku
MMP (Metaloproteinazy) o Proteply;a ba_zalnl membrany a extra-
celularni matrix
TNF alfa e Aktivace MMP
Angiopoetiny e Inhibice exprese adhezivnich molekul
e Inhibice proliferace a migrace endotelo-
FGF beta (fibroblast growth factor) vych bunék

e Stimulace tvorby inhibitor proteaz

e ZvySeni permeability

VEGF (vaskularni endotelovy rustovy faktor) «  Navozeni proliferace endotelu

EGF (epidermal growth factor) e Stimulace vydeje VEGF

e Stimulace proliferace fibroblast(

PDGF (Rist. f. odvozeny od trombocyti) «  Stimulace tvorby kolagenu

PAI — 1 (Inhibitor plasminového aktivatoru 1) o Stabilizace matrix kolem novych cév

Antiangiogenni faktory

Faktor Mechanismus uc¢inku

¢ Inhibice proliferace a migrace endotelo-
FGF beta (fibroblast growth factor) vych bunék

e Stimulace tvorby inhibitor( proteaz

Trombospodin e Univerzalni inhibice angiogeneze
TGF- beta : IZr]vh;;);Cri i)vrglrltf)?/r;\crimbospodinu
Angiostatin e Inhibice proliferace endotelii

PF-4 (platelet factor 4) e Inhibice proliferace endotelii
Interferon alfa, beta e Inhibice proliferace endotelii
Antiangiogenni interleukiny (IL-12, I1L-18) e Inhibice migrace endotelii
Endostatin e Indukce apoptézy endotelii
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Z klinického pohledu neovaksularizace umoznuje nadoru rust a metastazovani, coz
Casto vede ke klinické symptomatologii nadorového onemocnéni. VétSinou nadory
zacinaji byt klinicky zfejmé az po angiogennim zvratu, ale to rovnéz neznamena, ze
to povede k rychle rostoucimu nadoru. Za urcitych okolnosti mohou byt také vzdale-
né metastazy suprimovany cirkulujicimi inhibitory z primarniho loZiska a zacnou rust
az po jeho odstranéni. Paradoxné&, neovaskularizace snizuje schopnost pruniku che-
moterapeutik do nadoru. Zatimco nadory mensi nez 1 cm (v pocatecnim stadiu neo-
vaskularizace) jsou dobfe prokrveny, vétsi nadory jsou diky Utlaku cév prokrveny hu-
fe. Utlak je zpGsoben zvy$enym intersticialnim tlakem pfi zvy$ené permeabilité nové
tvofenych cév a snizenym poc¢tem lymfatické drenaze, coz vede Casto k centralnim
nekrozam. Proto také neni prekvapuijici, Ze antiangiogenni latky snizenim intranado-

rového tlaku zlepSuji dostupnost chemoterapie.

Novotvorba cév je tedy procesem, bez kterého nemuze organizmus piezit, ale je i zakladni
podminkou pteziti a dal$i progrese a metastazovani nadorového onemocnéni. Jedna se
o komplexni proces fizeny celou fadou faktorti a pouze jeden z biologickych rysi nadorového
onemocnénti.
Z ptedchoziho vykladu vyplyva, Ze existuje uzky vztah mezi angiogenezi a tvorbou metastaz.
Cim je angiogeneze intenzivngji, tim je riziko metastaz vétsi a prognéza nadorového
onemocnéni horsi. I v ptipadé kolorektalniho karcinomu bylo prokazéano, Ze intenzita
angiogeneze v marginalnim okraji nddoru koreluje s progndzou nadorového onemocnéni.
Z angiogennich faktord je nejintenzivnéji studovan endotelialni ristovy faktor VEGF. Sérové
hodnoty VEGF koreluji u pacientt s kolorektalnim karcinomem s nepfiznivou prognozou a
tato korelace je nezavisld na vyskytu distan¢nich metastaz (Dirix, 1999)'Nepodafilo se prokazat, Ze
se jednd o nezavisly prognosticky faktor. Z dalSich provadénych studii publikoval Shimoyama
a kol, Shimoyama 1999) ¢jonifikantng vy$si hodnoty angiogeninu u pacientd s kolorektalnim
karcinomem ve stadiu Dukes C ve srovnani se skupinou pacientli ve stadiu Dukes A. Sérové
hodnoty signifikantné korelovaly s histologickym prikazem angiogeninu v nddorové tkéani.
Riizné mechanizmy inhibice angiogeneze mohou byt v budoucnu pfinosem v terapii
nadorového onemocnéni a vysledky prvnich klinickych studii jsou povzbudivé. Dle mista
ucinku se jedna o tii hlavni skupiny terapeutik:

e Inhibitory stimulator( a pfirozeni antagonisté angiogeneze

« Inhibitory endotelialni proliferace a migrace

« Stabilizatory bazalni membrany

Faktory apoptézy
Rist naddorovych bun€k je podminén nejen nekontrolovatelnym bunécnym délenim, ale také
zvySenou schopnosti prezivat. VétSina nadorovych buné€k ziskala rezistenci vici
mechanismim vedoucim k jejich programovanému zaniku — apoptdze. Naruseni signalizace
apoptdzy je obecnym piedpokladem existence a rozvoje nadorovych bunék. Velmi diilezitou
ulohu pfi tomto procesu ma pravdépodobné onkogenni potencial faktoru Bcl2 (B-cell
lymphoma gen). Jeho nadmérna exprese ma vliv na naruseni apopt6zy. Timto mechanismem
maji neoplastické bunky selekéni vyhodu, mohou setrvavat jako loziska v hostitelské tkani
ochranéné pred apoptdzou .
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Je nutné velice disledné rozliSovat mezi dvéma d¢ji — nekrozou a apoptdzou. Nekroza je
patologicky proces, kdy dochazi k nekontrolovanému, ndhlému a chaotickému zaniku bunék.
Dochazi pfi ni k dilataci endoplasmatického retikula, alteraci mitochondrii, zdufeni buniky a
nasledné k ruptuie plazmatické membrany. Tim dochazi k definitivnimu zéniku buriky.
Apoptoza je fyziologicky proces, kdy dochdzi ke kondenzaci chromatinu, segmentaci jadra,
postupnou tvorbou apoptotickych télisek, které obsahuji ¢asti cytoplasmy i fragmenty jadra.
Tato téliska jsou postupné fagocytovana makrofagy a jinymi fagocytujicimi buitkami. Rozdil
vyplyva z obrazku €. 8:

Obrazek ¢. 8. Schéma apoptdzy Masopust 2003)
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1.1.1.1. Metody stanoveni parametrii biologické aktivity

Parametry biologické aktivity 1ze detekovat jednak imunohistochemicky ¢i v cytosolu
nadorové bunky (celularni markery) nebo cirkuluji v krvi ¢i jinych té€lnich tekutinach
(humoralni markery) a stanovuji se zpravidla pomoci metod imunoanalytické analyzy. Tyto
metody ziskavaji postupem Casu stale vétsi popularitu. Od cisté klinického pouziti se dnes

w7

urcité latky v pfitomnosti dal§ich komponent.
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Tabulka ¢. 20. Prehled imunoanalytickych metod pouzivanych k detekci parametrd
biologické aktivity u kolorektalniho karcinomu.

Specificky nazev me-

Typ metody: Vyrobce Parametr
tody:
TPA
IDL Biotech 1PS
IRMA
AB
(Imunoradiometricka MonoTotal
RIA analyza) CEA
Immunotech
(Radioimunoanalyza) CA 19-9
REA
(Radioenzymova analy- | Immunotech TK
za)
CEA
CanAg CA 19-9
CA 242
ICAM
ELISA . _
Biomedica V-CAM 1
EIA :
E-selektin
E i ly )
(Enzymoimunoanalyza) IDL Biotech TPS
AB TPA
MEIA
CEA
(Mikrocasticova imunoa- Abbott
CA 19-9
nalyza)
Beck CEA
eckman
CMIA CA 19-9
(Chemoluminiscenéni Chemiluminiscence
s . CEA
magneticka imunoanalyza) Roche
CA 19-9
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PRINCIP IMUNOANALYZY

Imunochemické reakce protilatka-antigen je zakladnim principem vSech
imunoanalytickych metod, které slouzi ke kvantifikaci latek v biologickych tekutinach,.

In vivo je reakce protilatka-antigen zakladnim obrannym mechanismem proti infekci tj. pfi
kazdé imunitni odpovédi organizmu. Reakce in vitro je vyuzivanav analytickych metodach,
kterym je vénovana tato publikace a které byly objeveny Bersonem a Yelovovou v roce 1957.

PFi reakci antigen (Ag) —protilatka (Ab) vznika —imunokomplex (AgAb).
Ab + Ag AbAg
Extrémni citlivost imunoanalytick;mekéni limity dosahuji hodnot 10™ az
10% mol.L?, coz v praxi znamena koncentraci jedné molekuly na litr) souvisi s pfirozenymi
vlastnostmi protilatek :
1) schopnosti vazat se na velké mnozstvi analyti majicich antigenni charakter.

2) specifitou pro reaguijici latku, tj. schopnost vazat se pravé na tuto latku za pfitomnosti

dalSich sloucenin.
3) silou vazby protilatky s antigenem.

Pro detekci a kvantitativni vyjadfeni vysledku je nezbytné, aby jedna z latek v reakci
(protilatka, nebo antigen) byl znacen indikatorem, ktery je mozno jednoduse méfit s vysokou
presnosti a reprodukovatelnosti. Indikatorem muze byt radioaktivni izotop (radioizotopové
metody) nebo jiné latka: enzym, fluorescencni latka, DNA, koloidni ¢astice apod.
(neradioizotopové metody).

Moderni imunoanalytické metody jsou snadno proveditelné a dobfe
automatizovatelné. Uplathuji se v mnoha odvétvich mediciny a to jak v rutinni praxi tak ve
Umo6nuji stanoveni latek s velmi nizkou koncentraci, napf. hormona, nadorovych markerd,
enzymu, interleukind atd.

Reakce protilatka-antigen

K reakci protilatka-antigen in vivo dochazi pfi imunitni odpovédi organizmu. Reakce in
vitro je vyuzivana v imunoanalytickych laboratornich stanovenich.
PFi reakci antigen-protilatka vznika protilatkové-antigenni komplex imunokomplex).

Ab + Ag C— AbAg
Reakce je reverzibilni. O pevnosti vazby rozhoduje rovnovazna konstanta; obecné je
vazba protilatka-antigen silna, takze je stabilni i béhem separacnich a dalSich procesu.
Reakce je specificka, tj. protiladtka je schopna specificky vazat ur€ity antigen i za
pfitomnosti dalSich slou€enin v mnohonasobné vysSi koncentraci. Obecné Ize
imunoanalytické metody zafadit mezi analytické postupy zalozené na specifické reakci ligandu
(L) a vhodného vazebného reagens (VR) za vzniku komplexu (L-VR).

L + VR ————)p | -VR

Odtud plyne nejobecnéjsi oznaceni téchto metod jako metody "ligandové analyzy".
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Zakladni substance imunoanalyzy

Protilatky

Protilatky (angl. antibody, Ab) jsou vétSinou glykoproteiny, produkované vy3&imi
ZivoCichy v ramci imunitni odpovédi organizmu proto takeé jejich oznaceni imunoglobuliny. V
imunoanalyze jsou nejdllezitéjSi komponentou reakce; pfedevsim na jejich vlastnostech zavisi
vysledek imunoanalytického stanoveni.

Ke stanoveni zadané molekuly (analytu) se vyuziva jedna nebo nékolik riiznych
protilatek. Analytem muze byt latka, ktera je pfirozenou soucasti organismu (napf. hormony
stitné zlazy) nebo je v téle produkovana, ale typicky pfitomna neni (napf. tumorové markery),
nebo latky, které se v téle pfirozené nevyskytuji (Iéky, drogy apod.).

Specifitu protilatky pro urcitou antigenni determinantu —, urcuji sekvence
aminokyselin na lehkych Fetézcich molekuly protilatky jsou antigenni determinantou
epitopem.

Pro spravnou charakteristiku protilatky je nutna znalost interferenci s jinymi latkami,
nez je latka, pro jejiz stanoveni je protilatka ur€ena. Hovofi se procentu zkfizené reakce
s interferujici latkou. Kromé specificity charakterizuji protilatku valence , afinita a avidita

Valence protilatky je pocet vazebnych mist na jeji molekule, ktera jsou schopna
reagovat s determinantami urcitého antigenu;. Protilatky tedy jsou bud monovalentni
(obsahuji jedno vazebné misto), nebo polyvalentni (obsahuji vice vazebnych mist).

Afinita je energie vazby protilatky s jednou antigenni determinantou. Je vyjadfena
pomoci asocia€ni konstanty (K,s) reakce. Kvalitni protilatky pouzivané pro ucely
imunoanalyzy by mély mit K, = 10" - 10" L.mol™.

Avidita je energie vazby mezi molekulou antigenu a protilatkou . Avidita je zavisla
na afinité, ale bere v tivahu valenci antigenu a protilatky i nespecifické faktory, které
ovliviiuji vazby mezi antigenem a protilatkou.

Podle zplsobu pripravy délime protilatky do dvou zakladnich skupin, na:

. protilatky polyklonalni,

o protilatky monoklonalni.

Polyklonalni protilatky

Pfipravuji se cilenou imunizaci zvifat. Zvifeti se aplikuje antigen v emulzi s tzv.
“Freundovym adjuvans” (smés mineralnich olejl, voskl a nezivych bakterii, ktera zvySuje
imunitni reakci na podany antigen). Doba imunizace, ktera je potfebna k tvorbé protilatek, je
pro jednotlivé antigeny rlizna (2 az 6 mésicl). BEéhem imunizace vznika v krvi zvifete smés
protilatek proti riznym antigennim determinantam pouzitého antigenu.

Podle toho zda k imunizaci byl pouZit jeden antigen (napf. jedna bilkovina), vytvareji
se monospecifické protilatky. Pouziti smési antigentl vede k vzniku produkci
polyspecifickych protilatek. Polyklonalni protilatka mize reagovat s nékolika antigennimi
determinantami. Polyklonalni protilatka je nereprodukovatelna,

Monoklonalni protilatky
Za ,teorie pojednavaiji o specificité ve vyvaoji a kontrole imunitniho systému a za objev
principu produkce monoklonalnich protilatek®. G. Kohler a C. Milstein, a N. K. Jern v roce 1984

ziskali Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu, Monoklonalini protilatky nejsou produkovany
pfimo organismem, ale buné&cénou kulturou viz schéma pfipravy.

Obr. 1: Priprava monoklonalnich protilatek. (Zdroj: Zichova et al. 1993):
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Prvnim krokem je imunizace mysi pfislusnym antigenem a nasledné se z jeji sleziny
ziskaji lymfocyty produkujici protilatky. Druhym krokem je jejich hybridizace s myelomovymi
(nadorovymi) burfikami, kdy dojde k fuzi obou typt bunék ( ke splynuti jader myelomové bunky
a lymfocytu) a vytvoreni tzv. hybridoma. Geny imunizovaného zvifete (“lymfoidniho rodice”).
Zajistuji , ze syntéza protilatky pokracuje v hybridomu, “Myelomovém rodi¢i” dava hybridom
“nesmrtelnost”, mizZe se mnozit bez omezeni po mnoho generaci. Optimalni selekci
hybridomu (tzv. klonovanim), Ize pak vybrat ty klony, které produkuji protilatky proti
pozadované antigenni determinanté antigenu. Protilatka syntetizovana hybridomem je
homogenni, s jedinym typem vazebného mista, je produktem jednoho klonu lymfocytd.
Hybridomy Ize uchovavat za urcitych podminek (napf. zmrazenim na nizkou teplotu) a pouzit
pro dalSi produkci protilatek.

Monoklonalni protilatka tedy rozeznava jedinou antigenni determinantu, jeji pfiprava
je, na rozdil od polyklonalnich protilatek reprodukovatelna.

Monoklonalni protilatky (zpravidla mysi) jsou vyuZivany nejen v imunoaanalyze , ale
jako latky pro zobrazovaci techniky nebo i pro 1é¢bu. Aplikace monoklanalnivh protilatek vSak
u pacientd muze vyvolat imunitni odpovéd - produkci anti-mysSich neboli protilatek HAMA
(Human-Anti-Mouse-Antibodies), ktera vede k faleSné pozitivnim, pfipadné faleSné negativnim
vysledkim u imunoanalytickych stanoveni.

Jaky typ protilatek pro imunoanalyzu?

s ohledem na jejich vyuZiti v imunoanalyze je uvedeno v tabulce

Polyklonalni | Monoklonalni
protilatky protilatky

Specifita + +++
Afinita +++ ++
Avidita +++ ++
Reprodukovatelnost pfipravy | Ne ano
Mnozstvi pfipravené protilat- | Omezené neomezené
Ky
(Pocatecni) naklady na pfi- Nizke vysoké
pravu
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Pog":et .('apitop(], které roze- 2 avice 1

znavaji

Zkfizené reakce Ano ne
Moznost interference HAMA | ne ano
Reprodukovatelnost vysledki + +++
Citlivost +++ +++

Antigen

Antigeny jsou makromolekularni latky pfirozeného nebo syntetického plivodu, které
imunitni systém rozeznava jako cizi. Jejich pfitomnost v organismu stimuluje tvorbu protilatek,
resp. navozuje imunitni odpovéd. Antigeny v imunoanalyze jsou jednak latkou kterou méfime,
jednak latkou slouzici k pFipravé protilatek a kone¢né i latkou umoznujici kvantitativni
stanoveni. Nasledujici odstavce se tykaji charakteristiky antigenu jako imunogenu.

Vzhledem ke své reakci mGze byt antigen
e kompletni —imunogen (napf. rdstovy hormon, inzulin), nebo

e nekompletni — hapten -, z néhoz pomoci vazby s makromolekularnim nosi¢em vznikne imu-

nogen. Pfikladem jsou steroidni hormony.

Imunogen je charakterizovan dvéma vlastnostmi. Jsou to:
e imunogenicita, neboli schopnost navodit imunitni odpovéd (tvorba protilatek, zapojeni regu-

la¢nich a vykonnych lymfocytu), a

e specifita, tj. schopnost s t&mito lymfocyty a protilatkami reagovat. Imunogen reaguje jen s té-

mi lymfocyty a protilatkami, jejichZ tvorbu vyvolal.

Kazdy imunogen se sklada z makromolekularniho nosi¢e a nizkomolekularnich
determinantnich skupin, tzv. antigennich determinant neboli epitoptl. Antigenni determinanta
je tvofena 5-8 aminokyselinami nebo monosacharidovymi jednotkami, které se strukturalné
nachazeji blizko u sebe. Rlzné antigeny obsahuiji rizné antigenni determinanty a zména
jedné aminokyseliny nebo monosacharidu dava vznik protilatce se zcela odliSnymi
vlastnostmi. Schopnost protilatek rozliSovat i malé rozdily epitopl je zakladem specifity
imunitnich reakci.

Imunogen musi splfovat urcité fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti.

Z fyzikalnich vlastnosti je to zejména
¢ relativni molekulova hmotnost > 10 000,

e rozpustnost
e elektricky naboj.
e tvar molekuly (konformacni struktura)

e dostupnost epitopu.

Z chemického hlediska mohou byt imunogeny prakticky vSechny biopolymery nachazejici
se v zivych systémech stejné jako fada syntetickych antigenu. K nejsilngjSim imunogenum se
fadi proteiny, nasleduiji polysacharidy. Cisté lipidy tvofi éasto pouze hapteny, jejich
imunogenicita stoupa vazbou s proteiny nebo polysacharidy.

Z biologickych vlastnosti je tfeba zminit predevéim genetickou vzdalenost. Cim vétsi
bude rozdil mezi zdrojem antigenu a pfijemcem, tim vétsi bude jeho imunogenicita.

Mira imunitni odpovédi na podany antigen zavisi na davce a zplsobu podani. Stejné
mnozstvi antigenu, které je neucinné pfi intravendznim podani, mize vyvolat vyraznou
odpovéd, je-li podano subkutanné. Vzrustajici davky vedou k vy$si imunitni odpovédi, nejsou
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vSak pfimo umérné zvySené davce imunogenu. Vzrlstajici davky mohou za urcitych okolnosti
stimulaci tvorby protilatek nejen snizit, ale mohou vyvolat i specifickou neodpovidavost nebo
dokonce toleranci vi¢i danému imunogenu.

Imunoanalytické metody

Pfednosti imunoanalytickych metod je jejich vysoka citlivost a pfesnost, dovolujici v
riznych biologickych materialech bézné stanovovat latky obsazené v koncentracich fadové
10° mol.I" a2z 10™ mol.I" a to vét3inou bez pfedchozi Upravy vzorku

Existuje nékolik moznosti a kriterii, podle nichz Ize imunoanalytické metody délit a
charakterizovat:

a) podle zakladniho metodického principu — kompetitivni a nekompetitivni metody,

b) podle nutnosti separace volné a vazané frakce indikatoru — heterogenni a homogenni meto-
dy,

¢) podle druhu pouzitého indikatoru.

Kompetitivni metody

V pfipadé kompetitivnich metod je specificka protilatka (Ab) v reakci pfitomna v
omezeném mnozstvi. O jeji vazebna mista soutézi (kompetuji) znaceny antigen (Ag*) a stejny,
avSak neznaceny antigen (Ag), ktery je pfitomen v analyzovaném vzorku a jehoz mnozstvi
stanovujeme. Dochazi k saturaci vazebnych mist protilatky obéma antigeny:

> Ag + Ag*+ Ab Ag-Ab + Ag* Ab + Ag + Ag*

Graficky je kompetitivni imunoanalyza zndzornéna na Obrazku 2

Obr : Schéma kompetitivni imunoanalyzy

. —a -
§i- <ax e
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PFi praktickém provadéni této metody se do v3ech reak&nich zkumavek pipetu;ji
konstantni mnozZstvi protilatky a znageného antigenu; mnoZstvi antigenu je vzdy vétsi nez
mnozstvi protilatky. MnoZstvi protilatky je proto nedostadujici k navazani vSech pfitomnych
molekul antigenu. Vysledkem reakce je vznik dvou imunokomplexu, neznaeného (Ag-Ab) a
znaceného (Ag*-Ab). V reakéni smési zUstavaji i antigeny nenavazané (Ag*, Ag), tj.volné. V
rovnovazném stavu reakéni smési je mnozstvi vznikajiciho znaceného komplexu (Ag*-Ab)
nepfimo umérné mnozstvi pfitomného neznaceného antigenu (Ag). Podil znaceného antigenu
(indikatoru), vazaného na protilatku (mnozstvi znaceného komplexu Ag*-Ab), se obvykle
oznacduje jako vazana frakce (B - “bound”). Jako volna frakce (F - “free”) se oznaCuje mnozstvi
nevazaného indikatoru Ag*. Pro kvantitativni vyhodnoceni je nutna vzajemna separace obou
frakci, ktera se provadi riznymi fyzikalné-chemickymi postupy. Po jejich oddéleni je nutné
zméfit odezvu alespon jedné z frakci. Podle druhu pouzitého indikatoru je méfenou odezvou
radioaktivita, absorbance, fluorescence, luminiscence apod.

Na zakladé analyzy kalibratoru Ize pak (znazornit grafickou zavislost méfené odezvy (napf.

_<
il
_<
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pomérl B/F - osa y) na koncentraci antigenu (osa x) a tak sestrojit kalibra¢ni zavislost (Obrazek 3). V
pfipadé kompetitivnich metod ziskame v linearnich soufadnicich kfivku ve tvaru hyperboly. Jestlize se
za stejnych podminek jako kalibratory analyzuje vzorek s neznamym obsahem antigenu, pak Ize urcit
z kalibragni zavislosti jeho koncentraci.

Obrazek 3: Charakteristické kalibracni zavislosti u kompetitivnich a nekompetitivnich
metod

Kompetitivni metoda Nekompetitivni metoda

Signdl BIF
Signal BIF

- L -
Koncentrace Ag Honcentrace Ag

Kompetitivni metody jsou zakladem nejstarSi imunoanalytické metody,
radioimunoanalyzy (RIA).

Nekompetitivni metody

Specificka protilatka (Ab) je v reakci pfitomna v nadbytku. S ni reaguje stanovovany
antigen (Ag) a pro kvantifikaci slouzi vhodné oznaéena specificka protilatka (Ab*). Prabéh Ize
opét zjednoduSené popsat vztahem:

Ag + Ab* —p  Ag-Ab* + Ab*

Mnozstvi komplexu [Ag-Ab*] je tentokrat pfimo umérné mnozstvi stanoveného
antigenu (viz kalibra¢ni zavislost, Obr. 1.6). KalibraCni zavislost ma stoupajici charakter, ktery
je v urcitém rozsahu koncentraci vice ¢i méné linearni.

Nekompetitivni imunoanalytické metody jsou ¢asto oznacovany také jako metody
imunometrické.

V praxi viak neni obvykle pouzivan vySe popsany jednoduchy princip reakce. Jeho
nejuzivanéjsi modifikaci je tzv. "two-site™ imunometricka analyza (Obrazek 1.7), kdy vedle
do reakce vstupuji jako vazebné reagencie dvé specifické protilatky, obé jsou pfitomné v
nadbytku. Kazda z nich je namifena proti jiné antigenni determinanté stanovovaného
antigenu. Neznacend protilatka (vychytavaci — ,capture®) byva zakotvena na sténu reakéni
zkumavky nebo na jinou pevnou fazi (partikule, kuli€ky) a slouzi k vychytani a pfipevnéni
komplexu antigen-znacena protilatka na tuto pevnou fazi, ¢imz podstatnym zplsobem
usnadnuje separacni krok metody. Druha protilatka slouzi jako indikator pribéhu reakce
(signalni protilatka).

V pfipadé nekompetitivnich imunometrickych metod nasly velké uplatnéni
monoklonalni protilatky. Schematicky je mozno princip metody popsat pomoci vztahu:

Abl + Ag + AlpRie—p Abl-Ag-Ab2* + Abl + Ab2*
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Obrazek 4 Schéma jednokrokové imunoanalyzy
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Obrazek 5 Schéma dvoukrokové imunoanalyzy
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| v tomto pfipadé je mnozstvi indikatoru konstantni (tentokrat jim vSak je znaCena
protilatka), a proménlivé je mnoZstvi stanovovaného antigenu (ve vzorcich nebo
kalibratorech). Pro kvantifikaci analyzy je rovnéz tfeba separovat vazanou a volnou frakci
indikatoru. Obvykle se méfi mnozZstvi vzniklého znateného komplexu [Ab1-Ag-Ab2*], které, je
pfimo umérné mnozstvi ur€ovaného antigenu. Nezreagovana (pfebyte€na) signalni protilatka
je po ukonc&eni reakce odstranéna ze systému.

Heterogenni a homogenni metody

Heterogenni metody, na rozdil od homogennich, vyZaduji separaci volné a vazané
frakce indikatoru.

K separaci byla a je pouzivana fada principl a tim i rGznych &inidel, od puvodné
nespecifickych metod pouzivanych v poc¢atcich imunoanalyzy (spolusrazeni
polyethylenglykolem nebo adsorpce na povrchu aktivniho uhli) pfes specifi¢téjsi metody druhé
protilatky (napf. praseci protilatka proti krali¢im imunoglobulinim) az k sou¢asné
nejuzivanéj$im technikam, které vyuzivaji rizné typy pevnych fazi (stény zkumavek nebo
reakcnich jamek, mikrocastice, riizné partikule apod.).
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Kazda separaéni technika ma své vyhody a nevyhody. P¥fi jejim vybéru je nutno
pfihlizet k vlastnostem jednotlivych komponent pfitomnych v reakéni smési i k charakteru
imunochemické reakce.

Obecné Ize shrnout, Ze vSechny vyuzivané separacéni techniky by mély splfiovat nékolik
zakladnich pozadavku:
e kvantitativni oddéleni obou frakci tak, aby jedna (pfipadné obé&) mohly byt méreny,

o stejna ucinnost pro kalibratory i analyzované vzorky,

e dobra opakovatelnost (ij. pfesnost v jednom stanoveni) i reprodukovatelnost (mezi jednotlivy-

mi analyzami),

¢ rychlost, jednoduchost ekonomicka unosnost.

Indikatory u imunoanalytickych metod

Obecné se jedna o antigeny nebo protilatky, které jsou vhodnym zplsobem oznacéeny
a tak umoznuji monitorovani prabéhu imunoanalytické reakce. Tyto latky jsou schopny bud
samy o sobé produkovat detekovatelny signal (pfimo, nebo po vhodné inicializaci), pfipadné
jeho produkci zprostiedkované vyvolat.

Dal8i podminkou sledovani vysledku reakce je potieba detekce pouze jedné Casti
indikatoru pouzitého v imunochemické reakci. Jeho celkové mnozstvi je v zavislosti na
prabéhu reakce rozdéleno do tzv. volné frakce (F) a vimunokomplexu vazané frakce (B). K
vycisleni podilu jedné z nich je obvykle nutno provést jejich separaci, tedy rozdéleni vazané a
volné frakce indikatoru. Pro tyto Ucely byla a je pouzivana fada separacénich principl a tim i
rznych &inidel.

Zakladnim problémem generovani signalu a systému jeho detekce je pfedevsim vybér
takového zpusobu, ktery je co nejlépe rozliSitelny od Sumu pozadi a pfitom vykazuje minimalni
nespecifické efekty. Imunoreaktivita znacené latky ma byt identicka s imunoreaktivitou latky
neznaceneé.

Jako prvni indikatory byly v imunoanalyze pouzivany substance znacené vhodnym
radionuklidem. Nejc':astt'ijéim radionuklidem vyuzivanym k pfipravé indikatort pro ucely
radioimunoanalyzy je 2% Vedle néj se v praxi vyuzivaji i jiné radionuklidy, napfiklad *H, *C
nebo °'Co. Obecnym poZadavkem na radioindikator je, aby byl radiochemicky &isty, tedy aby
obsahoval radionuklid vazany pouze v jedné chemické formé.

Pozdéji (ve snaze o ziskani stabilngjSich indikatorl s vySSi specifickou aktivitou) byly ke
znaceni vyuzivany i neradioaktivni znacky. Misto radionuklidd jsou pouzivany pfedevsim:
e enzymy

o latky, které pfimo vykazuji fluorescenci nebo luminiscenci
e enzymy, které katalyzuji vznik takovychto latek
e latexové Castice
e molekuly, které tvofi volné radikaly
Odlisné zdroje generovani signalu vyzaduji samoziejmé odliSny zplsob jeho detekce.
Misto méfeni radioaktivity se tak uziva principu:
e kolorimetrie - méfeni absorpce svétla roztokem zbarvenym po probé&hlé enzymatické reakci
o fluorometrie - méreni fluorescence indikatorl nebo vzniklého produktu enzymatické reakce
e luminometrie - méfeni produkce svételnych kvant luminiscenéni reakce

o nefelometrie - mé&feni rozptylu svételného zafeni na povrchu &astic

e turbidimetrie - méreni zeslabeni svételného zareni vlivem zakalu roztoku
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e pocitani ¢astic - pocitani ¢astic urcité velikosti poté, co probéhla imunochemicka reakce.

IMUNOANALYTICKE METODY A TECHNOLOGIE

Radioimunoanalytické metody

Radioimunoanalytické metody jsou metody, kde indikatorem imunochemické reakce je
vhodny radionuklid. Pro kompetitivni metody pouzivano oznaceni "radioimunoanalyza™ -
RIA. Pro nekompetitivni metody bylo zavedeno oznaceni "imunoradiometricka analyza™ a
zkratka IRMA.

Pfi splnéni obecnych podminek pro praci s otevienymi zafi€i a likvidaci radioaktivnich
odpadu neni riziko plynouci z prace s radionuklidy zasadné vétsi nez pfi praci s neizotopovymi
metodami, a je pfevySovano rizikem plynoucim z prace s potencialné infekénim materialem
(infekce HBV, HCV, HIV). Obdobné pfistrojové vybaveni je zhruba pfiblizné stejné drahé.

Neizotopové metody

Zasadnim pfinosem nékterych neizotopovych imunoanalyz je skute€nost, Ze dosahuiji
lepSi citlivosti stanoveni viz nasledujici schéma..

ELISA FIA RIA LIA

—O0—O0—0—0—

10 1011 1012 10-1% mol.l

Charakteristické citlivosti imunoanalytickych metod. ELISA = Enzyme Linked
Immunosorbent Assay, FIA = fluorescenc¢ni imunoanalyza, RIA = radioimunoanalyza,
LIA = Luminiscenc¢ni imunoanalyza.

V neizotopovych metodach Byla vyuZita cela fada latek, které teoreticky dosa-

v v s

huji vyssi citlivosti detekce nez je méfeni radioaktivity a latky pouzivané pro znaceni
mohou generovat vétSi mnozstvi signalu. Podstatnou vyhodou neizotopovych imuno-

analyz je moznost jejich snazsi automatizace.

Enzymova imunoanalyza (EIA)

Enzymova imunoanalyza vyuZiva jako indikator enzym. Enzym je chemicky
(kovalentné) vazan bud na antigen, nebo protilatku — vznikne enzymovy konjugat (viz...).
Uspofadani je mozné jak kompetitivni, tak nekompetitivni. Enzym katalyzuje chemickou
pfeménu substratu, ktery je pfidan do reakéni smési, na produkt, ktery je barevny. Stanovuje
se pak spektrofotometricky (viz chromogenni substrat), nebo na zakladé fluorescence
(fluorimetrické stanoveni). Koncentrace produktu je umérna koncentraci antigenu nebo
protilatky ve vzorku.
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Heterogenni enzymové imunoanalyzy

Po prob&hnuti imunochemické reakce (inkubaci) je z reakéni smési obvykle
odstranéna volna frakce indikatoru vétSinou s vyuZitim pevné faze. Nasleduje pfidavek
enzymového substratu a po pevné uréené dobé je reakce mezi enzymem a substratem
zastavena (napf. pfidanim "stop" ¢inidla) a spektrofotometricky je méfeno zeslabeni
monochromatického svétla roztokem. Pomoci kalibraéni kfivky Ize poté odeditat koncentrace
analyzovanych vzorka.

Nejznaméjsi heterogenni enzymovou imunoanalyzou je ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assai). Existuje mnoho variant této metody, spoleénym znakem je zakotveni
(adsorpce nebo kovalentni navazani) antigenu nebo protilatky na nerozpustny nosi¢
(Casto povrch reakéni nadobky nebo mikrotitraéni desticky), coz usnadriuje separaci

imunochemicky navazanych molekul.
Z hlediska provedeni jsou homogenni EIA jednoduché, avSak mnohem méné citlivé
nez metody heterogenni. Uzivaji se ke stanoveni nizkomolekularnich latek (Iék(, hormont a
metabolit(l). Pfikladem je metoda CEDIA (Cloned Enzyme Donor Immunoassay) nebo EMIT
(Enzyme Multiplied Immunoassay Technique), vyuzivané napf. v toxikologii.

Enzymové konjugaty

Klicovym problémem EIA je pravé priprava vhodnych enzymovych konjugatu, tedy latek,
kde je enzym chemicky vazan na stanovovany antigen nebo protilatku. Zakladni podminkou
uspésné EIA je rovnéz vybér vhodného enzymu, ktery musi splfiovat fadu obecnych
podminek:

e musi mit vysoké Cislo pfemény,

e aktivita enzymu musi byt pfesné a snadno méfitelna

e enzym musi zachovavat enzymovou aktivitu po vazbé na antigen nebo protilatku (heterogenni
EIA), nebo enzymova aktivita musi byt vyrazné modulovana vazbou konjugatu na protilatku

(homogenni EIA)
e enzym musi byt snadno dostupny
e enzym se nesmi vyskytovat v t&lni tekutiné, ve které je provadéno vySetieni

U homogennich EIA se jako enzymy pouzivaji napfiklad glukozo-6-fosfatdehydrogenaza
nebo malatdehydrogenaza. Nej¢astéji pouzivanymi enzymy v heterogenni EIA jsou kifenova
peroxidaza nebo alkalicka fosfataza.

Detekée enzymatickych imunoanalyz

Kolorimetricka (fotometricka) detekce je nejrozsifenéjsi typ detekce u klasickych
enzymoimunoanalyz. Principem detekce je zeslabeni intenzity svételného toku
monochromatického svétla zbarvenym roztokem produktu enzymatické reakce. PFistroje pro
méreni absorbance se nazyvaji spektrofotometry.

Nefelometricka detekce vyuziva enzym lysozym a jako substrat peptidoglykany.
Jako substratu bylo vyuzito fragmentt bunéénych stén bakterii Micrococcus luteus. Paprsek
monochromatického svétla (napf. laserového zdroje) je rozptylovan tzv. Faraday-Tyndalovym
jevem v zakaleném roztoku €astic. Mira rozptylu svétla je Umérna mnozstvi Castic, tedy
aktivité enzymu. Moderni nefelometry jsou vybaveny laserovymi zdroji pfisné
monochromatického svétla, coz zjednodusuje dal$i konstrukci pfistroju.

Fluorometricka detekce umozriuje dosazeni vyssi citlivosti pfi pouziti stejného
enzymu, napriklad diky opakovanému generovani signalu v kratkém ¢asovém useku.
Dosahovana citlivost metody je ovSem omezena fluorescenénim pozadim biologického
materialu v reak&ni smési. To je zpusobeno pfirozenou fluorescenci séra nebo plazmy (vlivem
pfitomnosti sérovych protein(i, nebo NADH a bilirubinu). Detekce emitovaného svételného
zareni mlze byt poznamenana i zhasenim fluorescence vlivem pfitomnosti nékterych molekul,
které absorbuji zafeni (excitacni nebo emitované).

I v homogennich EIA byly vyuzity fluorogenni substraty. Napf. redukci vznikly NADH
emituje fluorescenéni zareni mezi 450 az 470 nm.
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Tento nebo obdobny princip detekce je vyuzivan v celé fadé analytickych systémd,
napfiklad technologie MEIA (Microparticle Enzyme Immunoassay) na analyzatorech IMx a
AXSYM firmy Abbott

Obrazek 6: Pristrojf AxSYM (Abbott Laboratories)

Luminometricka detekce je odvozena od principu bioluminiscence, spojené
s enzymatickou reakci. V tomto pfipadé se v8ak jedna o chemiluminiscenci, kdy je svételné
zareni produkovano vlivem prabéhu chemické reakce iniciované ptsobenim enzymu. V praxi
jsou i pro tyto ucely nejpouzivanéjSimi enzymy alkalicka fosfataza a kfenova peroxidaza. Pro
prvni z nich jsou jako substrat vyuzivany napf. latky na bazi adamantyl 1,2 dioxetan
arylfosfatl. Ty po odstépeni fosfatové skupiny vytvareji nestabilni anion, ktery se stabilizuje
vyzarenim svétla. Tento princip je vyuzivan napfiklad u analyzatort fady IMMULITE firmy
DPC nebo analyzatort Access firmy Beckman — Coulter

Obrazek 7: Pristroj Access

PFi pouZziti enzymu kfenové peroxidazy, dochazi v pfitomnosti peroxidu vodiku k
oxidaci luminolu. Pfi reakci je vSak produkce svételného zareni slaba. Byla ale objevena fada
latek, které zesiluji a prodluzuji produkci svételnych kvant této oxidaéni reakce. Takovym
zesilovacem je napt. luciferin nebo benzthiazoly, které maji jeSté vySSi kvantové vytézky.
Reakce dava s pouzitim téchto zesilovacl kontinualni vystup svételného signalu.

Luminiscenc¢ni imunoanalyza

Luminiscence je fyzikalni jev, kdy latka, ozna&ovana jako luminofor, je schopna
produkovat svételné zareni. Toto generovani svételnych zablesku je obvykle iniciovano
zmeénou vnéjsSich podminek (pH, teploty, elektrického potencialu apod.), ktera ovlivni fyzikalné-
chemické vlastnosti nékterych molekul luminoforu. Dfive stabilni latka se tak dostane do
energeticky nestabilniho stavu s pfebytkem vnitini energie, kterou samovolné uvolruje
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vyzarenim elektromagnetického zafeni o vinové délce v oblasti viditelného svétla. Timto
procesem se molekula latky opét stabilizuje, i kdyz v pozménéné podobé.

K méfeni luminiscence slouzi pfistroje nazyvané luminometry. Jak vyplyva z podstaty
jevu, nevyzaduje méfeni luminiscence zadny excitaéni zdroj zafeni, méfi se pouze svétlo
produkované luminoforem.

Jako luminoimunoanalytické metody Ize oznadit ty metody, u kterych je pro znaceni
indikatoru imunochemické reakce pouzit luminofor. Jak bylo uvedeno vyse, jsou vSak mezi
luminoimunoanalyzy €asto zahrnovany rovnéz enzymové imunoanalyzy s luminometrickou
detekci. Imunoanalyzy zakon&ené detekci luminiscenéniho zafeni Ize tedy rozdélit na dvé
kategorie:

e enzymové imunoanalyzy se substratem produkujicim luminiscenéni zafeni

e imunoanalyzy s luminiscenénim indikatorem

Zakladni principy uplatfiované u LIA jsou modifikaci téch, které byly zminény v obecné &asti o
imunoanalytickych metodach. Z hlediska pouzitého luminoforu je mozno LIA metody rozdélit
na metody bioluminiscenéni a chemiluminiscenéni.

Bioluminiscenéni metody

Bioluminiscencéni metody pouzivaji luminofory biologického plvodu. Vzhledem k tomu,
Ze vétSinou vyuzivaji k inicializaci enzymatické reakce, je mozno zafadit je mezi EIA s
luminiscenéni detekci.

Chemiluminiscenéni metody

Chemiluminiscen¢ni metody vyuzivaji jako luminofory razné latky, které jsou k
produkci svételného zafeni iniciovany na zakladé priibéhu chemické reakce. Produkce svétla
chemickou reakci je Casové omezena a je proto nezbytné, aby méfeni probéhlo v urcitém
definovaném okamziku.

Mezi latky, které vykazuji luminiscenci, patfi napf. jiz zminény luminol, izoluminol,
lucigenin, sulfonamidy nebo estery akridinovych barviv. Luminiscence umozniuje detekci latek
v koncentraci do 10™ mol.L ™. V praxi je tento princip uplatnén v analyzatoru ACS:180
puvodni firmou Ciba Corning, nyni je dodavan firmou Bayer ve varianté ACS:180 SE nebo
automat ADVIA Centaur a systému Architect firmy Abbott.

Obr. 9: Pristroj Architect

102



Elektrochemiluminiscencni metody

K vybuzeni chemiluminiscence indikatoru je u t&chto metod pouzivan elektricky
impuls. Pfikladem mze byt indukce luminescence rutheniovych iontd, komplexné vazanych v
tris(bipyridylu), ktera probiha na povrchu platinové elektrody (Obrazek 2.5). Molekulova
hmotnost rutheniového komplexu (pod 1 kDa) umozriuje pfipravu indikatoru, ktery neovliviiuje
interakci protilatka-antigen. Tento princip vyuzila napfiklad firma Roche u svych analyzatoru
fady Elecsys nebo Modular.

Obrazek 10: Pristroj Elecsys

Imunoanalyticka reakce probiha na pevné fazi, ktera je tvofena magnetickymi
mikro€asticemi s navazanym streptavidinem. Na néj se vaze biotinylovany antigen nebo
vychytavaci protilatka (v zavislosti na kompetitivnim nebo nekompetitivnim typu reakce).
Detekéni protilatka je oznacena rutheniovym komplexem. Po probéhlé imunochemické reakci
je reakéni smés nasata do méfici bufky, kde jsou magnetické &astice pfichyceny
permanentnim magnetem a promyty pufrem. Na elektrody mé&fici buriky je pfiveden budici
elektrosignal a nastartovana elektrochemicka reakce. BEhem ni dochazi k oxidaci iont( Ru™
na Ru*® a nasledné jejich opétovné redukci na energeticky excitované ionty Ru*?, které se
prebyteCné energie zbavuji emisi luminiscenéniho zafeni o vinové délce 620 nm. Cyklicka
reakce je podminéna oxidaci a naslednou redukci pfitomného tripropylaminu (TPA). Cely
cyklus je vratnou reakci a mlze tak byt nékolikanasobné opakovan, ¢imz se produkce
luminiscenéniho zafeni podstatné zvySuje. Chemiluminiscence je pfimo Umérna mnozstvi
analytu tvoficiho imunokoplex v rozmezi témér 6 rada.

Obrazek 11: Elektrochemiluminiscence - generovani a detekce signalu

fotormy

biatin

P AL AT
m
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Standardizace metod

Standardem se obecné rozumi urCovana latka (analyt) s deklarovanou
koncentraci. Musi jit o Cisty, homogenni, stabilni preparat analyzované latky, ktery
ma v idealnim pfipadé definovanou strukturu a molekulovou hmotnost. Tato

103



podminka vSak v mnoha pfipadech v praxi nemuaze byt spinéna. Lze proto hovofit o
dvou skupinach standardu v zavislosti na vlastnostech latek, ze kterych jsou
pfipravovany a pro jejichz stanoveni jsou pouzivany.

Do prvni skupiny patfi latky se znamym sloZzenim (tim i strukturou a
molekulovou hmotnosti), které mohou byt produkovany chemickou syntézou s velmi
vysokou €istotou (99,9%). Pfikladem mohou byt jednodu$si biologicky aktivni latky,
jako jsou steroidy, thyreoidalni hormony nebo léky, které jsou komeréné dostupné v
Cisté formé. Tyto latky mohou slouzit pro i pfipravu primarnich standardd nejvyssi
metrologické kvality. Pracovni roztoky standardd (kalibratory pro méfici metodu) je
mozno pfipravit rozpusténim pfesné navazky standardu v pfesné znamém objemu
vhodného rozpoustédla.

Do druhé skupiny patfi latky, jejichz struktura naopak neni uplné jednoznacné
definovatelna. Tyto latky neni mozné pfipravit chemickou syntézou a ziskavaji se tak
jinymi postupy, napfiklad izolaci z biologickych materialQ, ¢asto s obtiznym zajisténim
reprodukovatelnosti vysledku. U téchto preparatd mohou nastavat problémy s
homogenitou, znecisténim latkami s pfibuznymi vlastnostmi, prekursory a metabolity.
Takovéto latky nemohou byt dostatecné definovany chemickymi a fyzikalnimi
metodami, takZe u nich neni mozné zajistit navaznost na jednotku Sl a pro numerické
vyjadfovani velikosti odpovidajicich veli€in jsou pak pouzivany mezinarodné
latek jako napfiklad proteinovych €i peptidickych hormonu, nadorovych marker(
bilkovinné povahy apod. Ze skuteCnosti, Ze se v téchto pfipadech nejedna o
adekvatné definované analyty pak vyplyva i fakt, Ze prava hodnota mérené veli€iny je
v téchto pfipadech tudiz realné neznama.

Z hlediska pouziti standardu v imunoanalytické metodé je rovnéz nutnym
pozadavkem, aby se jednalo o preparat, ktery je v maximalni mife imunochemicky
shodny s ur€ovanou latkou.

Preanalytika

Preanalyticka je nedilnou soucasti laboratorniho vySetfeni a lze ji rozdélit na
Cast , ktera probiha mimo laboratof a na €ast, ktera v laboratofi Chyby ve vysledku
laboratorniho vySetfeni vznikaji v nadpolovi¢ni vétsina jiz ve fazi preanalyticke.
Preanalytiku ovliviluji jednak biologické faktory ovliviiujici hladinu méfrené latky in
vivo a jednak mechanické a tepelné plasobeni pfi odbéru, separaci, transportu a
skladovani, které miazou zménit studovanou hladinu v biologickém materialu.

V preanalytické fazi se vSechny faktory prolingji.

Biologické vlivy

Biologické vlivy jsou ovlivnitelné a neovlivnitelné, Neovlivnitelné faktory jsou i
pohlavi, vék, etnicka prislusnost vySetfovaného a také genetické predispozice.
VSechny ostatni preanalytické faktory mizeme, alespon ¢astecné, ovlivnit;

VysSetfovany by se mél pacient pfed odbéry vyvarovat velmi tuénych jidel, coz
zpusobuje chylozitu séra, ktera €asto interferuje béhem stanoveni. Uzivané léky
muzou ovlivnit hladiny stanovovanych latek tfemi zplsoby pUsobi na metabolismus
stanovované latky ovliviiuji vazbu sledované latky na transportni bilkoviny (zména
volné frakce) ék interferuje v analytické reakci ldealem by bylo pfed odbéry vysadit
veskere léky, ale to neni v praxi obvykle mozné. Je nutné znat alespon interference
lekd.
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Hladinu mnoha biomarker( ovliviiuje psychika a pfedevsim stres pacienta —
nervozitou nebo strachem jsou pfedevsim stresové hormony napf. kortizol,
katecholaminy, interleukin 6, je tedy nutné pfed odbérem co nejvice vySetfovaného
uklidnit a snazit se zamezit tzv. syndromu bilého plasté. Hladinu latek v krvi také
ovliviiuje poloha pacienta pfi odbéru — tedy zda je odebiran vlieze (€asto u pacientl
na luzkovych oddélenich) nebo v sedé (nej¢astéji u ambulantnich pacientt). Pro
vysledné hodnoty stanoveni je rozhodujici také fyzicka Cinnost vySetfovaného pred
nabérem — zda vybéhl do druhého patra pfed odbérem po schodech (zvysené
hodnoty stresovych hormont, nékterych interleukind...) nebo jel vytahem, zda pfijel
na kole/na koni (zvySené hodnoty PSA), zda neubéhl den pfed odbérem maratén atd.

Mnoho latek cirkulujicich v lidském obé&hu podléha biorytmdm neboli cyklickym
variacim:

) cirkadianni — v ramci 24 hodin

° ultradianni — s periodou mnohem kratSi nez jeden den
° infradianni — s periodou delSi nez jeden den

° cirkanualni — s periodou pfiblizné 1 rok

Dusledkem jsou zmény koncentraci latek v dennim, ro€nim, u Zzen
menstruacnim cyklu a v pribéhu téhotenstvi, nékteré latky jsou vyplavovany
v pulzech. Hormony jsou €asto ovlivnény variacemi jinych latek/hormond, které jsou
nadfazeny pfi regulaci jejich uvolfiovani v organismu (nejznaméjsim pfikladem je
regulatorni osa ACTH pro kortizol). Zakladni pfehled o konkrétnich pfikladech
muzete ziskat napf. v Encyklopedii laboratorni mediciny pro klinickou praxi, pro nové
studované markery ale tyto udaje €asto nejsou k dispozici.

Ve vyzkumu je z téchto divodl Casto dulezité provadét nabéry v definovanou
denni dobu — standardné mezi 7-9 hod. ranni, v definovanou fazi menstruacniho
cyklu pokud je jim studovana latka ovlivnéna a provadét napf. statistické zhodnoceni
korelace data nabéru a naméfené hodnoty pro poznani sezénnich vlivl. Tento
problém se fesi dale opakovanim odbér nebo riznymi inhibi¢nimi nebo stimulaénimi
testy, to vSak probiha pfedevsim v rutinni praxi.

Odbér materialu

NejCastéjSim odbérem biologického materialu je odbér periferni krve
z kubitalni zily. Pro tento odbér existuji tfi zakladni pravidla, ktera je nutno dodrzet:
o nezaSkrcovat pazi béhem odbéru,

e nechat oschnout dezinfekci v misté vpichu pfed odbérem (jinak dochazi k hemolyze) a
e neprovadét odbéry ze stejné ruky, kde pacient dostava infuzi.

Pokud je provadén odbér z trvale zavedené kanyly, je nutné nejprve 5 ml krve
odebrat a nasledné pak teprve brat krev pro stanoveni. Stézejnim pro laboratorni
vySetfeni je vybér odbérové zkumavky. Je nutné zohlednit, zda je tfeba k vySetieni
sérum (odebira se krev srazliva, ve zkumavce probéhne koagulace) nebo zda je
tfeba plazma (krev je odebrana do zkumavky obsahujici protisrazlivé €inidlo).
Zkumavky pro odbéry plazmy se liS§i pouzitym antikoagulaénim Cinidlem- heparinat,
citrat, EDTA soli. Pro imunoanalyzu se nejCastéji pouzivaji odbéry s EDTA, ale
laboratof by méla pro kazdé vySetfeni i vyzkumné stanovit pfesné pozadavek na
odbérové zkumavky, protoze hladiny mezi sérem a plazmou se pro nékteré analysy
muzou vyrazné liSit. Pro tvorbu biobank by mély byt skladovany jak plazmové tak
sérové alikvoty a v publikacich by mél byt vzdy jasmé specifikovan typ pouZzitého biol.
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materialu a nejlépe i odbérovych zkumavek.

Samoziejmosti je nutnost bezchybného a bezpodmine¢ného oznaceni
biologického materialu — jak primarniho materialu tak skladovanych alikvotd po
separaci — aby se predeslo jakymkoli zaménam, co se tyCe pacienta i typu materialu.
V pfipadé specialnich odbérd — napf. netradi¢nich mist odbéru nebo testl v ¢ase — je
nutné jednoznacné rozlieni jednotlivych odbéru pf. Cislicemi nebo pismeny na
zkumavkach i na zadankach.

V biologickém materialu dochazi k degradaci proteint proteolytickou aktivitou
nékterych enzymu. Tato aktivita negativné ovliviiuje stanovitelnost proteinu
prfedevsim v homogenatech tkanovych vzorku, ale mize byt nezanedbatelna i pro
imunoanalyticka stanoveni proteint v plazmé nebo séru. Proteolyze mizeme predejit
pfidanim specifickych inhibitort proteaz nebo jejich koktejlli ke vzorku ihned po
odbéru u krevnich derivatd nebo pfi homogenizaci (u tkanovych vzorkd). Inhibitory
proteaz muzeme rozdélit do skupin podle nékolika kritérii:

e dle typu inhibovanych enzymd

e podle zivocidného druhu/rostliny
o podle typu analyzy, ktera bude provadéna
e podle typu biologického materialu

Specialnim typem inhibitord jsou inhibitory fosfataz, které je nutné vyuzivat pfi
studiich monitorujicich stav fosforylace nékterych proteinl v signalnich drahach.

Separace a transport

Pfi transportu a skladovani je nutné se vyvarovat teplotnich extrému — v 1été
prehfati vzorku, v zimé jeho zmrznuti — pouzivanim transportnich boxu. Nékteré
analyty vyZaduji specialni teplotu transportu, napf. transport v ledové tfisti, coz je
smés vody a ledu v poméru jedna ku jedné: led ve vodé postupné odtava, coz
umoznuje udrzet delSi dobu vzorek pfi teploté tésné nad bodem mrazu. Naopak
nékteré latky pfi vystaveni chladu mizou ménit své hladiny ve sméru faleSné
pozitivniho i negativniho vysledku. Chybou je vzdy zmrznuti zkumavky s odebranou
krvi pfed separaci séra/plazmy od krevnich bunék, protozZe to vede k hemolyze.
Také vystaveni vzorku nadmérnému svétlu — napf. ponechani vzorku na okné pfi
silném slune¢nim svitu — muze zpusobit degradaci fotolabilnich latek. Zkumavky s
nabéry pro meéfeni latek velmi citlivych na svétlo by mély byt transportovany napfr.
obalené v alobalu. Vzdy by mélo byt zamezeno tfepani a prudké pohyby se
zkumavkami s krvi pfed separaci, nadmérna mechanicka zatéz vede nejCastéji
k hemolyze.

Dulezitym krokem v pfipravé biol. materialu z krve je centrifugace — separace séra
nebo plazmy od krevnich bunék. Jednotlivé laboratofe se liSi pouzivanymi
podminkami — vzdy by méla byt uvadéna doba centrifugace a pouzita centrifugacni
(odstfediva) sila g (uvadéni v otackach za minutu rpm je chybné nebot nezahrnuje
velikost rotoru, ktera ovliviiuje odstfedivou silu). Tato odliSnost je jednou z pfi€in
nestejnych vysledkd mezi jednotlivymi laboratofemi. Specialni nastaveni je tfeba
napf. pfi pozadavku na tzv. bezdesti¢kovou plazmu pro studium nékterych analyta,
aby nedochazelo k ovlivnéni méfené hladiny vyplavenim intracelularnich komponent
z trombocytu. Separace zajistuje i zamezeni vyplavovani latek napf. interleukinl z
aktivovanych leukocytll. Sérum by mélo byt pfed separaci ponechano srazet alespon
30 min. po odbéru. Naopak plazma muze byt separovana ihned.
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Skladovani

Biologicky material pro vyzkumné ucely by mél byt skladovan v alikvotech
odpovidajicich mnozstvim potfebam analyzy a pfi dlouhodobém skladovani
v teplotach pod -70°C. Moderni analytické postupy vyzaduji pomérné malé mnozstvi
materialu a je tedy vyhodné&jsi skladovat vice alikvotl s men§im objemem. Zamezi se
tak opakovanému rozmrazovani, které je nezadouci. U nékterych biomarkert napf.
cytokeratin vime, Ze opakované rozmrazovani nezmeéni vysledek, ale u vétSiny
novych biomarkerd nemame tuSeni a proto se tzv. opakovanym freeze/thaw cyklim
vyhybame. Dulezity je i spravny vybér zkumavek pro dlouhodobé uskladnéni — musi
byt vyrobeny z plastl odolavajicim nizkym teplotam a musi mit vic¢ka dostate¢né
zamezujici odpafovani. Dale je nutné si uvédomit, Ze material nemuize byt skladovan
nekonecné dlouho. Maximalni doba skladovani se liSi pro jednotlivé analysy, jejich
hladiny se v pribéhu let/mésict méni. Ve vyzkumu je proto dllezité zvazit, zda bude
vhodné jednorazové vySetreni biologického materialu az po kompletnim ukonceni
sbéru (celé kohorty) nebo zda je vyhodnéjsi periodické zpracovani napf. vzdy jednou
za pul roku nebo dokonce kontinualni zpracovani na rutinnich analyzatorech, kde ale
zase hrozi zména pouzité metodiky.

Samotna preanalyticka faze zacina jiz spravnym vybérem — indikaci laboratorniho
vySetfeni, v pfipadé vyzkumnych projektd vybérem studovaného biomarkeru. Je
nutné nejprve zjistit, co nejvice o preanalytickych podminkach, které jsou nezbytné, a
poté jim pfipravu pacientl, odbéry a nakladani s biologickym materialem co nejlépe
pfizpUsobit. Velkym problémem vétsiny studii zistava nestejné zachazeni s nabéry
tzv. kontrolnich skupin. Nabéry jsou €asto zpracovavany v jinych laboratofich (napf.
transflizni stanice), za jinych podminek (doba a nastaveni centrifugace), nabéry jsou
provadény v jinych dennich dobach (napf. pouze ambulantni nabéry v kontrolni
skupiné x celodenni nabéry z lizkovych oddéleni v cilové skupiné). Velkou
neznamou, co se tyCe jednotnosti podminek a popisu preanalytické faze, zistavaji
velké biobanky, kde jsou pro jednotlivé diagndzy ¢asto dlouhodobé skladovany
biologické materialy ziskané bud’ z mnoha pracovist za kratSi Casovy usek, nebo
naopak z jednoho pracovisté za velmi dlouhé ¢asové obdobi. Pfi studiich
pouzivajicich takovyto biologicky material by mélo byt vzdy soucasti statického
hodnoceni zda vysledek neovliviiuje stafi nabéru a jeho puvod (tedy zda se nelisi
vysledky nabérl ziskanych riznymi pracovisti).
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