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SOUHRN

Incidence nadorovych onemocnéni vykazuje v poslednich desetiletich vyrazné
stoupajici charakter. Proto je tato bakalaiska prace zaméiena na popis charakteristickych
vlastnosti nadorové zvrhlé buiiky, které mohou byt vyuZivany v diagnostice a sledovani
pribéhu terapie malignich onemocnéni.

Ukazatele ptitomnosti zhoubného novotvaru v organismu, jeZ je moZno stanovit
laboratornimi metodami v télnich tekutinach €i vzorcich tkani, jsou oznaCovany jako
nadorové ( tumorové ) markery. Ke stanoveni pfitomnosti, resp. koncentrace téchto latek ve
vysetfovaném materialu je vyuZivana nejen fada klasickych biochemickych a histologickych
metod, ale i moderni postupy vychazejici z poznatkl molekulami biologie.

Naplni této prace je zejména pichledny vydet pouzivanych laboratornich metod a nejastéji
stanovovanych nadorovych markeri i s jejich struénou charakteristikou.

ZvySena pozomnost je vénovana klinickému vyuZiti stanoveni specifického
prostatického antigenu ( PSA ) a zjeho hodnoty odvozenych parametri v diagnostice
karcinomu prostaty. K u€eni stddia a prognézy karcinomu prostaty je rovné€Z? vyuZivano
hodnoceni histologickych preparatii a stanoveni pfitomnosti bazalnich bunék s pouZitim

monoklonalnich  protilatek proti  vysocemolekularnim  cytokeratinim, proteiniim

intermedialnich filament epitelidlnich bazalnich bunék.




1. UVOD




Nadorové markery jsou jiZz fadu let stfedem pozornosti pii diagnostice, 1€¢bé a
dlouhodobém sledovani nemocnych s malignim onemocnénim. Jsou to latky, které &asto
vznikaji v organismu v souvislosti se zm&nénym metabolismem nadorové transformované
buitky, a proto jejich hladiny v pfitomnosti malignity vyrazn€ stoupaji. Od latek
produkovanych normélnimi buiikami se li3i, bud’ kvalitativné ( naddorové specifické markery )
& kvantitativné ( s naddorem asociované markery ), pficemZ tyto charakteristické vlastnosti
jsou vyuZivany k laboratornimu stanoveni jejich koncentrace v riznych druzich biologického
materialu ( krevni sérum, biopticky material apod. ). Nalézame je jak uvniti nadorovych
bungk, tak na jejich povrchu. Lze je prokazat histologicky pfimo v naddorové tkani ( celularni

nadorové markery ), nebo v t€lnich tekutinach ( humoralni nadorové markery ).

Nédorové markery umoziuji v souéasné dobé zcela nové piistupy v 1é¢bé onkologicky
nemocnych pacienti. Mohou slouzZit k rozlifeni mezi benignim a malignim nadorem, k uréeni
stadia onemocnéni a pfedeviim jsou vhodné pro véasny zéchyt recidivy onemocnéni. Proto

indikované pouziti vhodného markeru miiZze rozhodujicim zpusobem piispét k vysledku Iécby

a tim zlepsit dobu pieZiti nemocného.




2. NADOROVA ONEMOCNENI A JEJICH
LABORATORNI DIAGNOSTIKA




2.1. Historie oboru

Rakovina, spravné)i nadorové onemocnéni, je stard jako Zivot sdm; miZe se v uréité
formé objevit u viech vicebunéénych organismi ( Zivogichu i rostlin ). Byly nalezeny zndmky
probéhlych nadori lebky u pravékych lidi nebo nadoru prsu u egyptskych mumii 5000 let
starych. Antické Recko v osobg 1ékafe Hippokrata ji dalo dokonce jméno ,, CANCER™.

Laboratorni prikaz nadorovych onemocnéni se objevuje v odbomné literatuie uZz od
poloviny 19. stoleti, kdy ve stfedni Evrop& zacal vznikat obor klinické chemie. V té dobé
nebyla jeité k dispozici laboratorni technika, takZe testy spo¢ivaly na jednoduchych fyzikalng
chemickych reakcich.

Jako pfiklad miizeme uvést prikaz krystalkd kyseliny mocové, které se vytvofi na bavinéném
vlaknu ponofeném jednim koncem do séra pacienta ve fazi tumorolyzy ( napi. pfi nahlém

rozpadu blastai u chronické myeloidni leukémie ).

Dal3im markerem pochazejicim z této doby je prikaz tzv. Bence Jonesovy bilkoviny
( Henry Bence Jones,1845 ) v moéi pii zkouSce varem, kdy tato bilkovina zadind precipitovat
pii teploté blizké 80°C a znovu se rozpousti pii 90°C. Podstata této reakce nebyla tehdy vubec
znéma, ale prikaz a stanoveni tohoto proteinu ( monoklonalni lehké fetézce imunoglobulinu }
citlivymi a specifickymi metodami patii mezi dileZité testy v diferencialni diagnostice

monoklonalnich gamapatii.

Od pogatku druhé poloviny 20. stoleti nastdva skuteény rozmach studia vySetfovani
tumorovych markert.
U nas byla v té dobé velmi popularni Brdi¢kova polarograficka reakce; i kdyZ ptivodné to mél
byt test na ,,rakovinu®, uz Brdi¢ka sdm upozoriioval,Ze miiZe byt pozitivni i u nenadorovych
onemocnéni ( zanéty, Zaludeéni vied, infarkt myokardu atd. ).
Jak pise Homolka ve své ,,Klinické biochemii“ z roku 1969 : Pozitivita Brdi¢kovy reakce u
pacienta v klidovém stavu, bez teplot a s negativnim klinickym nalezem nas bude vZdy nutit,

abychom mysleli na skryty chorobny proces a eventualn& nidor; negativita reakce vsak

nebude takovyto proces vyludovat.




Piiblizné ve stejné dob& byl navrZen Sablikem komplex biochemickych a
hemaologickych testi ( dv& desitky nespecifickych b&Znych vySetfeni ) jako screening
nadorovych onemocnéni. Komplexni test v3ak pro svoji nakladnost a malou vytéZnost nenasel
$irgi uplatnéni.

Vyzkumem tzv. nddorovych antigent tj. Iatek, kterymi se 1i3i nddorova burika od buiky

nebo tkané zdravé, nastal pfelom a ,,nastartovani “ rozvoje vySetfovani tumorovych markert

( Tab. 1)(8).

Tab. 1 Data objevil nejzndmé&jsich nadorovych markerd ( 8 )

rok objeveni markeru autor nadorovy marker
1928 Ascheim, Zondek | hCG ( lidsky choriovy gonadotropin )
1936 Gutman PAP ( kyseld prostatickd fosfatdza )
1957 Bjorklund TPA ( tkatiovy polypeptidicky antigen )
1963 Abelev AFP ( alfa-1-fetoprotein )
1965 Gold CEA ( karcinoembryonalni antigen )
1974 Malignin
1979 Koprowski CA 19-9 ( CA = carbohydrate antigen )
1979 Wang PSA ( prostatisky specificky antigen )
1981 Best CA 125
1983 Kufe CA 15-3
1984 SCC ( SCCA ) ( antigen skvanéznich bungk ) &

S dalim vyvojem diagnostickych a laboratornich technik se ukazalo, Ze idedlni princip
nadorového antigenu ,,znadiciho“ vyhradn& nadorovou buiiku je jen t&Zko splnitelny, protoZe
malé mnoZstvi takovychto antigent, i kdyz fadové odlisné, tvoii i burfiky zdravé nebo

nenadorové,

Z tohoto divodu ma vyuZiti tumorovych markeri pro diagnostiku obecné mensi

vyznam ( i kdyZz v n&kterych p¥ipadech mohou tumorové markery k diagnostickému procesu
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piispét ); svou vazbou k malignimu ( zhoubnému ) procesu viak znacné napomahaji klinické

detekei ( screeningu ), monitorovani a hodnoceni vyvoje maligniho onemocnéni.

2.2. Obecna charakteristika nadorového rustu

Nador je jedna ze =zakladnich patologickych zmén organismu pfedstavovana
charakteristickym  proliferaénim stavem tkané a tkafiovymi diferenciatnimi odchylkami
podminénymi zm&nou genotypu somatické buiiky. Nadorova choroba je komplexni odpoved
organismu na rust nadoru. Vyvoj nadoru a tim dany i rozvoj nadorové choroby je extrémné
dlouhy a probiha vétsinu doby subklinicky, pfi zdanlivém plném zdravi jeho nositele. Vlastni
manifestni onemocnéni zjistitelné a sledovatelné dnesnimi klinickymi metodami €ini pouze

10-20% doby existence nadoru v organismu.

2.2.1. Patogeneze vzniku zhoubnvych nidoru

Maligni transformace buiiky a vyvoj nadoru bez ohledu na jeho pfi¢inu probihaji i pres
zdanlivou plynulost stupiiovité a jsou velmi dlouhodobé. Cely proces malignizace normalni
tkdngé — vznik definitivniho nadoru - je dan postupnymi zménami genotypu a snimi

korespondujicimi zménami transformované bunééné populace ( Tab.2 ).

Podle sumarnich fenotypickych projevii viech bun¢k nadoru v daném okamziku
maligniho procesu pak miZeme cely dlouhodoby vyvoj vzniku nddoru obecné€ a schematicky
rozdélit do tii fazi :

L. Fdze indukéni

Z patogenetického hlediska lze tuto fazi rozdé€lit na dalsi tfi vyvojové etapy :

a) Etapa iniciace

V tomto obdobi se jedna o zménu genotypu buiiky nebo vzécné i skupiny bunék, kterd
se stava trvalou, ireverzibilni. Alterace genotypu byva nej¢astéji podminéna mutaci; zmé&néna
buttka byva oznadovéana jako vzbuzend, iniciovana. Tato iniciace je vyvoldna celou fadou
transformujicich onkogennich faktort a dochazi k ni vétsinou bezprosttedné nebo velmi brzy

po zatatku jejich ptsobeni. Po iniciaéni mutaci dochazi vSak ve vétSiné pfipadi k opravé
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vzniklé chyby vlastnimi silami genomu, nebo Casto je postiZend burika natolik poskozena, Ze
spontanné zanika.
b) Etapa latence

Je individuéIné dlouha a piedstavuje &asovy usek, ve kterém muzZe pokradovat pusobeni
inicidtoru, ve kterém muZe dochédzet k opakované eliminaci vzbuzenych buné&k silami
organismu a pravideln& v n€m dochazi k potatku pozitivni fenotypické selekce zmenénych
iniciovanych bunék.
¢) Etapa promoce

Obvykle vyZaduje dosti dlouhy uéinek promoéniho faktoru — promotoru, kterym muze
byt karcinogenni latka ( vzacné identicka s inicidtorem ), hormondlni dréZd&ni nebo pisobeni
rustovych faktord, dale i fyzikalni iritace vedouci k vyrazné proliferaci, ale i onkogenni virus.
Promotor je tedy nejéastéji latka, kterd bez predchozi iniciace sama nadorovou pieménu
neindukuje, plsobi viak zvySeni proliferaéni aktivity buiiky a tim zvy3uje pravdépodobnost
fixace genetické chyby. Rozviji se tak vhodné podminky pro vznik dal3ich genomovych zmén
v celém iniciovaném buné&éném klonu. Pii pokradujici proliferaci dochazi i k fenotypickym
zméndm buiky, kieré se projevuji morfologickym prohlubovanim dysplazie s narustajici

tkafiovou i bunéénou atypii.

Cela indukéni faze se viemi jmenovanymi etapami ma velmi dlouhy prubéh udavany na

15 az 30 let.
II. Faze ,,blastoma in situ“

Patii z hlediska patologické morfologie jesté do obdobi preneoplastického atrva 5 az 10
let. Z hlediska bun&&ného a tkanového zde dochazi k postupné selekcei atypickych bunék s jiz
plnou genotypickou charakteristikou maligniho nadoru, ale je$t®¢ sneuplné funking
vyjadfenym malignim fenotypem; chybi zejména schopnost invazivniho rustu a metastatické

diseminace.
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[11. Fize progrese nidoru

Tuto etapu miZeme rozdélit do dvou €asti, které nemusi byt vyjadieny u viech nadori a

presny moment jejich pfechodu nezname.

a) Etapa invaze

Ma obvykle délku 1 aZ 3 roky a je charakterizovana lokalnim infiltrativnim nebo

destruktivnim riistem bez diseminace.

b) Etapa diseminace

Je charakteristicka metastatickym rozsevem nadorovych bungk ( 11).

Tab.2 Schéma mnohastupiiového vyvoje maligniho nddoru ( 11)

Fenotyp bunék Etapa  Faze ( délka v letech )
o0
normélni somaticky 0000 normalini burika
o0
Nejéastéji mutadni genetickd zména | iniciace
Q0
jest& normalni 0WOO0
o0
Dal3f — nejlast&ji mutaénf genetické zmény | latence indukce ( 15 —30)
oo
premaligni — atypicky cogoo
Q0
Opét genetické zmény + klonélni selekce | Promoce
oo
expanze premaligniho 0ooD blastoma in situ
atypického klonu mj]
Mnohotné muta&ni a dal3i genetické zmény + klonélni selekce | invaze
* 0
expanze invazivniho maligniho klonu *xO*% 0O
* 0 progrese (1 —5)
Muta¥ni genetické zm&ny + klonaln{ selekce
* %k

expanze metastatickych klonii * 0 * X
% ¥

nador v letalni velikosti s regionalnimi i systémovymi metastazami

rozsev
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2.2.2. Vlastnosti niadorové buiky

Rozdil v dynamice ristu normalnich a transformovanych tkéni je v tom, Ze v normalni
tkéni existuje rovnovaha mezi produkci a zdnikem bun€k, kdeZto v nadorové pfesahuje
mnoZstvi vzniklych bungk potet odumirajicich a z ristu vyfazenych. Celkovy pocet bunék
v nadoru a tim &astedn& dana jeho velikost, jsou ovlivnény jednak proliferaéni aktivitou bunek

a jednak jejich prodlouZenym pfezivanim.

Vlastnosti nadorové buiiky

Vechny somatické buriky maji identicky genom, ktery je vyjadien ve fenotypickych
macich kaZdé buiiky. Zmény genotypu vzniklé na \irovni somatickych bun€k pii maligni
transformaci s nasledujicimi odpovidajicimi fenotypovymi projevy maji n&které spolecné
obecn&jsi znaky, kterymi se pak li§i nadorovad builka od vychozi buiiky somatické

v kterémkoliv jejim diferenciaénim stadiu.

Cast téchto odlisnosti lze detekovat pouze obtiZné laboratorng v prostfedi in vitro po
explantaci nadoru do tkafové nebo bun&né kultury. Dalsi ¢4st je zfejma ze vztahu nadoru a
hostitele piimym pozorovanim a je potom prokazatelnd pfimo in vivo, nebo na Cerstvé

odebranych télesnych tekutinach nebo nakultivovanych butikach — tzv. ex vivo.

a) Vlastnosti detekovatelné po explantaci buiiky in vitro

1) Nesmrtelnost nadorové buriky

Nadorové buiiky se transformaci stavaji jako populace relativné nesmrtelnymi a
s pouZitim odpovidajicich technickych postupti a pfi poskytnuti vhodného prostfedi mohou Zit
bez &asové limitace ( jako priklad modelovych nesmrtelnych nadorovych bung€k mohou
slouzit Hela buiiky derivované ve 40. letech z lidského karcinomu &ipku a kultivované
v laboratofich v permanentni linii dosud ). Tato transformaci ziskana vlastnost je dana

Zménami v systému telomeraz a v telomerach autozomu.
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2) SniZeni zavislosti na metabolickych podnétech okoli

Nadorova burika ztrdci potfebu pfitomnosti komplexnich bilkovinnych rastovych
faktorti a trofickych hormonl ve svém prostfedi a je schopna rist pouze se zakladnimi
jednoduchymi Zivinami. Tato vlastnost se projevi v tkafové kultufe sniZenym narokem
permanentnich malignich linii na pfitomnost sérovych nedefinovanych slozek kultivaéniho
média — jejich koncentraci je moZno vyrazn€ snizovat. Podstatou je pravdépodobné schopnost

nadorové buiiky produkovat plisobky autokrinniho i parakrinniho typu ovliviiujici rist.

3) Zména zavislosti ristu na podloZce

Netransformované somatické buiiky jsou svym rlstem v prostiedi in vitro siln¢ zavislé
na vazb& na vhodny povrch; dispergovéany v tekutych nebo polotuhych médiich bez kontaktu
s pevnym povrchem sice metabolizuji, ale nejsou schopny ristu.

Transformované buiiky nejsou svym riistem tak vyrazné zavislé na pevném povrchu a

vytvati dobfe rostouci kolonie i v polotuhém agarovém nebo kolagenovém médiu.

4) Ztrata kontaktni inhibice

Kontaktni inhibice je fenomém, diky n&muZ, pokud dojde pfi libovolném druhu pohybu
k vzdjemnému dotyku stejnych netransformovanych somatickych bunék, je zastavena jejich
aktivita ve sméru dotyku a dal3i pohyb — tedy i d&leni — pokraduje pouze volnym smérem. Pfi
ipiném obsazeni kultiva&niho povrchu pfestava potom bunéény pohyb i déleni.

U nadorovych bunék dochazi k riznému stupni sniZeni aZ ztrat€ kontaktni inhibice a
transformovana burika je schopna rist i ve sméru dalsi buiiky a pies dalsi buiiku, takZe jsou

vytvéafeny vicevrstevné formace.

b) Vlastnosti patrné a detekovatelné in vivo a ex vivo

1) Zmény karyotypické
Jsou dany vétsinou nestabilitou nddorového genomu a vyznaluji se takika pravidelné
zvySenym mnoZstvim DNA i zvy$enym poétem chromozomi ve smyslu polyploidie.; dal$im

Castym znakem je aneuploidie. Velmi &asto se vyskytuji teckovité chromozomy a
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chromozomalni odchylky, jako jsou nekteré translokace, delece, zlomy a daldi abnormality

identifikovatelné prouzkovacimi a nov&j$imi metodami moderni cytogenetiky.

2) Zmény bunégnych povrchu
Tykaji se povrchovych glykolipida a glykoproteini cytoplazmatické membrany a
podmiiiuji napf. snadn&jdi aglutinaci bunk protildtkami i lektiny pfi histochemickych

reakcich a biochemickych diagnostickych testech.

3) Antigenni zmény nadorové buiiky
Vétdina bungk nadort je charakterizovana sniZenim sumarniho mnoZstvi pfirozenych
antigendi viech typti a velmi &asto vznikem tzv. neoantigenu specifickych pro naderovou
buiiku. Tyto nové antigeny jsou &astetné zdvislé a Castedné nezavislé na transformujicim
agens a &ast z nich je pfi odpovidajici imunizaci schopna standardné vyvolat proti sob& dobfe
detekovatelnou imunitni reakci. Z hlediska specifity mohou byt neoantigeny nadorové burky
individualn& specifické ( odpovidaji pouze urditému typu nadoru ), nebo jsou sdileny vice
nadory.
Obecné byly neoantigeny rozdéleny na nadorové specifické antigeny ( TSA ), jejichz
pfitomnost je prokazovdna vyluén& na nadorovych buiikach, a s nddorem spojené ( asocio-
vané ) antigeny ( TAA ), které se vyskytuji na nadorovych buiikéch, ale za jistych okolnosti

jsou prokazatelné i na nékterych netransformovanych buitikach (11 ).

2.3. Metody uZivané v laboratorni diagnostice

nadorovych onemocnéni

2.3.1 Vysetreni karvotypu

Cytogenetické vySetfeni umoziiuje prokdzat numerické ( zmnoZeni poftu chromozomu
nebo jejich chybéni ) a hrubdi strukturni aberace na zakladé¢ morfologické zmény
chromozomui v mitéze. Hlavni vyhoda tohoto zakladniho vySetfeni je v tom, Ze na rozdil od

vétSiny molekularné biologickych metod je schopno detekovat Sirokou $kalu
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chxomozomélnich zmén. Hlavnimi nedostatky jsou mensi citlivost v detekci zmén ( neprokaze
malé delece nebo translokace malych &asti chromozomil ) a relativné Castd neusp&Snost
vysetieni. I nejrenomovanéj3i pracovisté dosahuji pouze 40-60% uspésnosti cytogenetického
vysetieni solidnich nadoru, u non-Hodgkinskych lymfomi a zvlast€ u akutnich leukémii je
{ispésnost podstatne vySsi.

V nadorové diagnostice je nutné vysetfit pfimo tkan nddoru, at' jiZ primarniho, nebo
metastazy, eventualn€ infiltrovanou kostni dfefi, periferni krev pii vyplavovani nadorovych
bunek, &i vypotek, pokud obsahuje nadorové buiiky. Situaci komplikuje obtiZnost kultivace
nadorovych bunék a to, Ze mnohdy v kultufe pferostou nenadorové builky. Proto je ndlez
normalniho karyotypu nutné hodnotit vzdy opatrné. I v dob& molekularné genetickych metod

zustava cytogenetické vy3etfeni stale zakladni metodou ke sledovani zmén chromozomu a

genu (4 ).

2.3.2 Fluorescencni in situ hybridizace ( FISH ) a jeji modifikace multicolor
FISH a SKY

Tyto metody jsou zaloZeny na vazb& ( hybridizaci ) fluorescenéné znadené sondy nebo

vice sond znatenych riznymi fluorochromy k DNA, eventudlné RNA, ptfitomné ve vzorku
bun&k fixovanych na podloZznim skli¢ku a jejich detekei fluorescenénim mikroskopem.Sondy

jsou rizného typu :

1. centrometrické sondy
2. sondy,které hybridizuji se specifickymi sekvencemi
3. ,malovaci“ ( painting ) sondy

FISH lze aplikovat na rizné materidly : natéry kostni dfen¢ nebo periferni krve,
histologické fezy, suspenze pfipravené ze solidnich tkani, buiiky z vypotki, mozkomisniho
moku ¢&i bun&&nych kultur i na chromozomové preparaty. V sou¢asnosti jsou zndmé postupy,

které umozni vy3etfit i interfazické buriky z archivni, do parafinu zalité tkang.

Hlavnim vyuzitim FISH je priikaz numerickych odchylek chromozomu nebo jejich
Casti, detekce amplifikaci nebo deleci genfi a pfi pouZiti dvou riizn& znadenych sond lze

prokazovat i translokace. Hlavni vyhodou interfazické FISH je moZnost vySetfeni materialu i
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tam, kde nelze ziskat hodnotitelné mitozy, coZ je u solidnich nadoru pomérné ¢asté. Navic
mitotickd FISH umoziiuje hodnotit preparaty s nedostateéné protazenymi chromozomy, které
by nebylo mozné identifikovat morfologicky pruhovacimi metodami.

Rozvoj piipravy novych fluorochromi umoZiluje vicebarevnou FISH, kterou lze
hodnotit vice chromozomil najednou. Tato metodika je zvlast€¢ vhodnd pro posuzovéni
komplexnich translokaci. V soucasnosti byla vyvinuta metoda SKY ( zkratka ze spectral
karyotyping ), kterd umoZiiuje barevnou identifikaci v3ech lidskych chromozomui. Podstatou

je uziti dvaceti Ctyf malovacich sond proti viem autozomim a chromozomim X a 'Y (4).

2.3.3. Srovnavaci genova hybridizace
( CGH - _..Comparative Genomic Hybridization* )

Jde o modifikaci FISH, kdy normélni a studovand DNA jsou kaZdad oznafena jinym
fluorochromem a pak jsou soudasné hybridizovany na normalni lidské chromozomy
v metafazi. Fluorescence se snima kamerou a vyhodnocuje pocitatem. Pomér intenzit
fluorescence podél jednotlivych chromozomi urdi mista s chyb&nim nebo nadbytkem DNA
v pfisludné oblasti. Tato metoda je tedy idealni pro zjistovani chybéni nebo zmnoZeni
chromozomt &i jejich €asti, nelze ji vak vyuzZit k detekei balancovanych translokaci, protoZe
u nich neni zvy$ené ani sniZzené mnozZstvi DNA, ale je ,piehozené pofadi“ né€kterych
chromozomii. Vyhodou je, Ze k vySetfeni se pouZiva izolovand DNA, a neni proto nutné
ziskat délici se buiiky. Izolaci DNA lze provadét i z archivniho, do parafinu zalitého materidlu

(4).

2.3.4. PCR ( polymerazova Fetézova reakce ) a jeji modifikace

Umoziiuje mnohondsobné pomnozZeni ( teoreticky 2"x, kdy n je podet cykliktery se

zpravidla pohybuje mezi 15-40 ) specifickych tseki zkoumané DNA o velikosti nékolika
stovek az tisich bazi. Takto ziskany produkt PCR lze prokazat elektroforézou, eventualné
doplnénou blotovanim a hybridizaci na membrang. Zvysenou citlivost ize dosahnout pouZitim
primeri znafenych izotopy nebo fluorescenén&. Podstatou této reakce je opakovand

enzymaticka syntéza DNA v cyklické reakci o tiech fazich.

18




Jako vzorek lze také pouZit cDNA piipravenou z RNA reverzni transkripci, pak mluvime o
reverzné transkripéni PCR = RT PCR.

v onkologii I1ze vyuzit PCR a RT PCR k detekei specifickych translokaci a RT PCR
umoziiuje prikaz specifické mRNA. Citlivost téchto metod je vysokd — PCR umoZziluje
prokazat jednu nadorovou bufiku na 10°-10* bunék zdravych a RT PCR je jedts o 1 a% 2 fady
citlivejsi. Citlivost a specifitu lze jedté zvysit takzvanou ,,nested“ PCR - podstatou je pouziti
dvou PCR.

V soucasné dobé se zavadi nova metoda PCR vredlném case, kterdA umoiZiiuje
kvantitativni méfeni. PCR probiha ve zvlastnim cykleru - , light cycler®, ktery umozZiiuje méfit

fluorescenci v pribéhu reakce po kazdém cyklu, pfiéemz jsou pouZity primery s navazanymi

fluorochromy, které emituji svétlo pouze, pokud jsou navazany do produktu reakce ( 1 ).

2.3.5. Technika tkafiové mikroarray ( TMA — ,.Tissue Microarray“ )

Jde o jednu znejmodernéj$ich metod, vniZ se spojuje tradi¢ni histopatologie

s technikou molekularni biologie.
Cerstvy histopatologicky Fez BLOK (donorowy)

Cblast 2
zéjmu M\xﬁ

z bé¢znych histopatologickych bloka = L
v mistech, uréenych pro zkoumani TMA jédro —— i

( blok donorovy ); tyto valecky tkané |

Spociva ve vyfiznuti valeckua

se zaliji do nového parafinového, tzv.
recipientniho bloku ( Obr. 1 ). Do
tohoto bloku se postupng vkladaji dalsi /

a dal3i vzorky ( z riznych mist téhoZ

Recipientni blok |

sees mees

seEde 000
asss ssaw
asas sssw

Mnoho&etné fezy z bloku
tumoru nebo ze vzorkii odebranych Lo
. . Zhotoven! TMA bloku Morfologické a molekulové
zruznych obdobi choroby nebo ¥ ANALYZY

Z n r -1 r - o
adorli od mnoha dalSich pacientl). g0 | <opena techniky théfiové mikroarray ( TMA )

Tim se zisk4 recipientni blok se stovkami riiznych vzorki, z néhoZ jsou pfipraveny tisice fezi,
které se pak testuji imunohistochemicky na p¥itomnost nebo nepfitomnost riiznych antigent

nebo se vyuzivaji pro molekularné biologické vySetteni.
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Vysetfeni pomoci ,mikroarray technologie* poskytuje moZnost ziskat informace o
patologii nemoci, O jeji progresi, o rezistenci na terapii nebo odpovédi bunééného
mikroprostfedi, coz nakonec umozni v€asnou a spravnou diagnozu a tim i spravny pfistup

k terapii pro kazdého konkrétniho pacienta ( 8 ).

2.3.6. Cytometricka DNA-analyza

Jeji podstatou je méfeni celkového obsahu DNA v buiikidch na zékladé vazby

fluorescenéniho barviva na DNA a kvantitativni mefeni fluorescence pritokovym
cytometrem. Klinicky vyznamnym udajem je takzvand DNA-ploidie, kterd informuje o
zménéném obsahu DNA ve sledovanych buiitkdch. Me&teni obsahu bunééné DNA je vztaZeno
ke znamému diploidnimu standardu a jeho vysledky jsou hodnoceny jako ,,DNA-diploidni,
,,DNA-aneuploidni“, ,,DNA-tetraploidni“ apod. V literatufe se objevuje celd fada udaji o
vztahu mezi anuploidii & parametry kinetiky bunédného cyklu nadorovych bungk a

prognézou fady zhoubnych nadora (4 ).

2.3.7. Imunochemické metody stanoveni nadorovych markeri

Pro vySetfeni koncentrace nadorovych markeri jsou obvykle pouZivany metody
imunochemické analyzy. Principem t&chto reakei je vazba mezi antigenem ( nadorovym
markerem ) a k nému specifickou protilitkou. Zakladni principy spoéivaji bud’ v homogenni,
nebo heterogenni imunoanalyze; detekci vytvofeného imunochemického komplexu umoZiuje
znaleni napf. enzymem, radionuklidem, fluorescen¢nim indikatorem, luminoforem.

Koncentrace markerti v séru se pohybuji ve velice nizkych hodnotach ( pg/l,ng/1), proto
je vybér optimalni metody stanoveni ovlivnén ptedevsim parametry spolehlivosti vlastniho
metodického postupu ( piesnost, spravnost, detekéni limit, pouzitelné koncentraéni rozmezi,
specifita protilatek ). K dal3im kritériim vyb&mu metody a analyzitoru se fadi moZnost
automatizace, nutné piistrojové vybaveni, stabilita reagencii, moZnost co nejjednodussi
kalibrace ( pii opakované kalibraci téZe Sarze moznost pouzit pouze jednu koncentraci

z kalibraéni kiivky ), ¢asovd a technick4 naroénost, finanéni naklady na vysetéeni.
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Bézné se pouzivaji imunochemické automatické analyzétory, které umoZiuji stanoveni
po pacientech a které maji velky vykon — napi. az 200 stanoveni za hodinu. Miniaturizace
imunochemiCk)'/ch technologii umozituje minimalizovat spotfebu séra i reagencii.

Na jednom typu automatického analyzatoru lze pouZivat obvykle diagnostické soupravy
pouze od jednoho vyrobce. Dlouhodobé sledovani vyZzaduje nestfidat soupravy od riznych

vyrobcii pro jeden marker, na druhé strané pro rizn¢ markery je moZno brat soupravy od
riznych vyrobei (2).

K nejrozdifengjdim typum imunometrickych stanoveni patfi metody EIA ( ELISA,
EMIT ), FPIA, FIA, CLIA, RIA, IRMA, CEDIA, MEIA a chemiluminiscence, jejichZ struéné

charakteristika nasleduje :

I. Metody enzymoimunoanalyzy ( EIA - ,,Enzyme Immunoassay* )

K detekci vznikajiciho imunokomplexu je vyuZivdna barevnd reakce enzymu se
specifickym substratem; po ukonfené enzymové reakci se méfi absorbance barevného
produktu.

Pro znaceni antigenli se pouZivaji ruzné enzymy — nejcastéji kienovd peroxidasa,

alkalickd fosfatasa, glukosaoxidasa, beta-galaktosidasa apod.

Pro imunoreagencie znacené alkalickou fosfatasou se jako substrat pouziva p-nitrofenylfosfit,
pro peroxidasu peroxid vodiku, pfi¢emZ uvolnény kyslik pfi enzymové reakci oxiduje
bezbarvy chromogen ( o-fenylendiamin ) na barevny produkt ( ZlutooranZové zbarveni ).
Metody enzymové imunoanalyzy délime na metody kompetitivni ( soutéZivé ), do
kterych patfi homogenni technika EMIT a heterogenni technika ELISA. Druhou skupinu tvoii

metody nekompetitivni ( nesout&Zivé ), oznatované jako sendvitové testy ELISA.

A) Kompetitivni enzymoimunoanalyza
Stanovovany antigen ( tumorovy marker ) pfitomny v analyzovaném vzorku ( Ag ) a
antigen znadeny enzymem ( Ag® ) sout&%i o vazebna mista na specifické protilatce pfidané

vlimitovaném mnozstvi. Po prob&hlé inkubatni reakci budou pfitomny v reak&ni smasi
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;munokomplexy Ag-Ab a Ag" —Ab i volny nezreagovany Ag a AgF. Oba znadené produkty

davaji specifickou reakci se substratem. MiZeme méfit :

1) enzymovou aktivitu nezreagovaného Agt ( u techniky homogenni  enzymoimuno-

analyzy - EMIT ) —koncentrace tumorového markeru je pfimo tmérné absorbanci

2) enzymovou aktivitu imunokomplexu AgE — Ab (u techniky heterogenni enzymoimuno-

analyzy — ELISA ) — koncentrace tumorového markeru je nepfimo tmérné absorbanci

B) Nekompetitivni enzymoimunoanalyza

Tuto skupinu tvofi nesoutéZivé metody, které pracuji s nadbytkem protilatky; jsou

obvykle zaloZené na sendvi¢ovém principu.

1) sendvidovy test ELISA

Protildtka je navazana v pfebytku na pevnou fazi, kterou je obvykle vnitini sténa
umé&lohmotné zkumavky napf. z polystyrenu nebo stény mikrotitraéni desti¢ky. Po pfidani
vzorku dojde k navadzéani stanovovaného antigenu; balasty jsou odstran&ny promytim. Dal3im
krokem reakce je vazba specifické protilatky znaené enzymem; po promyti se pfida substrat
a po inkubaci se méfi enzymova aktivita znateného imunokomplexu, naméfend absorbance je

piimo uméma koncentraci stanovovaného antigenu.

2) nekompetitivni enzymoimunoanalyza na mikro&asticich ( MEIA )

Pevnou fazi tvori mikrogastice,na kterych je v prFebytku navazana protilatka proti
stanovovanému antigenu. Do reakce vstupuje stanovovany antigen, protilatka navazana
v nadbytku na mikroéasticich, enzymovy konjugat a fluorogenni substrat. U techniky MEIA
reaguje enzym, kterym je oznaden ,,sendvié* s fluorogennim substratem. M&Fi se intenzita

fluorescence, kter4 je pfimo imémad koncentraci stanovovaného antigenu.

II. Metody radioimunoanalyzy ( RIA - ,,Radioimmunoassay* )
Jde o kompetivni ( sout&Zivou ) techniku s heterogennim uspotadanim. Pracuje se tfemi
reaktanty; jsou jimi stanovovany antigen, antigen zna¢eny radioizotopem a protilatka pfidana

v limitovaném mnozstvi. U klasické RIA je protilitka v tekutém stavu, na rozdil od RIA-
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techniky na pevné fazi, kde je vazéna v limitovaném mnoZstvi na pevnou fézi, napf.
Sephadex.
Ke znadeni antigenil se obvykle pouZivé radioaktivni izotop jodu '**Lktery ma relativné

kratky polocas rozpadu ( 60 dnu ).

1) Klasicka RIA

Metoda je zaloZena na soutéZeni dvou forem téZe molekuly ( Ag a Ag*"" ) ve vazbé na
limitované mnoZstvi specifické protilatky.

Po ukongené imunoreakei jsou v roztoku piitomny dva radioaktivni reaktanty, volny
Ag{} i komplex Ag"-Ab, Jjejichz radioaktivitu miZzeme stanovit; musime viak pfed méfenim
jednu &i druhou sloZku z roztoku odstranit, ponévadz by obé davaly signal.

K méfeni radioaktivity se pouzZiva detektor y-zafeni, nejlépe vicekanilovy nebo
automaticky. Z nameéfené radioaktivity zjistime koncentraci stanovovaného antigenu ve

vzorku ode¢tenim z kalibra¢ni kiivky, kterda ma tvar hyperboly ( Obr. 2).

Standardni kalibraéni kFivka Kalibraéni graf ma tvar hyperboly.

Koncentraci stanovovaného antigenu
ve vzorcich odeéteme z kalibragniho
grafu ( srovname B/F u t&chto vzorka
a B/F u standardnich vzorka neznace-
ného antigenu ).

B/F

0.5

B = pocet molekul radioalﬂivniho
0 imunokomplexu ( Ag™- Ab)
0 5 10 15 20 « . -
F = pocet molekul volného znacen-
kencentrace Ag ho antigenu ( Ag*--‘ )

Obr. 2 Kalibra¢ni kiivka (2)

2) RIA na pevné fazi ( Solid-Phase )

Ke smési stanovovaného antigenu a piidaného znaceného antigenu se nepfidava
protilatka v roztoku, ale je v limitovaném mnoZstvi vazéna na pevnou fazi — imunosorbent.
Imunokomplexy se pak jiZ nemusi oddé&lovat od volného znadeného antigenu separanimi

technikami, ale mohou se oddg&lit pfimo centrifugaci apod.
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3) [munoradiometricka analyza (IRMA -, sendviova“ metoda )
Jde o nekompetitivni ( nesoutéZivou ) metodu, vyzZadujici protildtku navazanou
v prebytku na pevnou fazi a protilatku znacenou radioizotopem pfidavanou v nadbytku.

Meii se radioaktivita znaéeného imunokomplexu vazaného na pevné fazi, kde uZivanou
znatkou je radioizotop '] a me&fenym signalem je zde radioaktivita imunokomplexu po
odstranéni nadbyteéného volného znateného antigenu.

Pro techniku IRMA je vhodné pouzit monoklonalni protilatky, které se ziskaji
metodami genového inZenyrstvi z tzv. hybridomi. Maji vys$i specifitu neZ b&Zné protilatky

polyklonalni a jsou prakticky neomezené reprodukovatelné.

III. Metody fluoroimunoanalyzy ( FIA -, Fluorescent Immunoassay* )
Jde o kombinaci techniky fluorometrie s imunochemickymi vy3etfovacimi metodami,
kde znackovacim ¢€inidlem je fluorescenéni latka navdzand na antigen nebo protilatku. Metoda

je vhodna k detekci a kvantifikaci biologickych latek volné cirkulujicich v téInich tekutinéch.

1) FIA
a) kompetitivni FIA
Stanovovany antigen soutéZi s antigenem znafenym fluorescenéni znaCkou ( napf.

fluoresceinem ) o vazebné misto na protilatce pfidavané v limitovaném mnoZstvi.

Méfime fluorescenci znatkovaného imunokomplexu po odstrangni volného znatkovaného
antigenu, na ktery se protilatka jiZz nedostala. Naméfena fluorescence je nepiimo uméma

koncentraci stanovovaného antigenu.

b) nekompetitivni FIA ( ,,sendviova® technika )

Jedna se o dvouvrstvou techniku, pfi které je stanovovany antigen nejprve fixovan na
specifickou protilatku navazanou v piebytku na sté€nu kyvety nebo mikrotitraéni desticky &i
jiny vhodny pevny nosi¢ a nasledné se po inkubaci a promyti pfida ,,druha protilatka® proti
jinému vazebnému mistu stanovovaného antigenu, znadena fluorescentnim barvivem (
AbFLUOR 1y yznikly znaCeny imunokomplex fluoreskuje; mei se intenzita fluorescence

znaCeného imunokomplexu, ktera je pfimo umérna koncentraci stanovované latky.
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2) FPIA ( Fluorescenéni polarizaéni imunoanalyza )

Fluorescenéni polarizaéni imunoanalyza je kompetitivni { soutéziva ) homogenni
metoda, pii které se méfeni provadi v polarizovaném svétle. Vyuziva rizné rychlosti rotace
malych a velkych molekul, které vedou ke zméné polarizace. MEH se intenzita

polarizovaného svétla.

2.3.8. Imunohistochemické metody stanoveni nadorovych markera

Terminem imunohistochemie oznaujeme viechny techniky vyuZivajici mono nebo
polyklondlni protilatky, kterymi lokalizujeme a vizualizujeme pfisluiné tkanové antigeny.
Antigeny maji v buiice funkei receptori, enzymu nebo transkripEnich faktorti a jejich detekce
ma velky diagnosticky vyznam; zejména detekce antigenti sdruZenych s nadorovymi
buiikami, kterd umoziiuje imunohistochemickou klasifikaci nadorti podle pivodu. Vyuziva se
stanoveni antigenil na tkanovych fezech a jejich prikaz barevnou enzymatickou reakci.
Imunohistochemické vysetieni je v soudasné dob& nedilnou soulasti histopatologické
diagnostiky. Vysledkem je histologicky obraz, ve kterém je barevné znazorn€na pfitomnost
vysetfovaného antigenu.

Moznost morfologicky presné lokalizovat antigen, ktery exprimuje patologicky
zménénd buitka, je vysoce cengna pro zkvalitnéni diagnostického procesu. Nastup
imunohistochemie miZeme datovat do roku 1941, kdy byly prvn& detekovany antigeny ve
tkanich pomoci fluoresceinem znadené protilatky tzv. primarni protilatkou. Bouflivy vyvoj
oboru nastal po roce 1976, kdy Milstein a Kohler pfipravili protilatky proti jednomu epitopu
antigenni molekuly, tzv. monoklondlni protilitky. Koncem sedmdesatych let byly
imunohistochemické metody zdokonaleny natolik, Z¢ by bylo moZno vyuZivat formolem

fixované a do parafinu zalévané tkéfiové fezy ( 5).

I. Zakladni pojmy v imunohistochemii
1) Antigen
Je komplexni molekula rozpoznivana imunologicky kompetentnimi butikami; jde o

proteiny, glykoproteiny a proteoglykany.
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2) Protilatka
Je bilkovina produkované plazmatickymi buitkami. Je tvofena dvéma lehkymi a dvéma

tg7kymi fetézei ( vZdy dva stejné lehké a dva tézké fetézce ).

Pfi imunizaci organismu dochdzi ke stimulaci B lymfocytii a jejich proliferaci a
diferenciaci na plasmatické buriky. Je produkovano spektrum protilatek proti ruznym
epitopiim piislusného antigenu s riznou schopnosti se na ni vazat — tj. tzv. polyklonalni
protilatky.

Pokud by se aktivoval jediny B lymfocyt, klon plazmatickych bunék, ktery by z ného
vznikl, by produkoval protilatku proti jedné antigenni determinanté¢ — tzv. monoklonalni
protilatku.

Monoklonalni protilatky pro imunohistochemii jsou produkovany klonem bunék vzniklych
hybridizaci myelomovych ( tj. nddorovych ) bun&k s plazmatickymi buiikami imunizovaného
darce. Myelomové buiiky jsou péstovany v tkainové kultufe nebo po inokulaci v peritoneélni

dutiné mysi.

3) Markery

Abychom mohli pozorovat specifickou vazbu mezi piislusnou slozkou tkané a
protilatkou, je tieba ji zvyraznit markerem — zna¢kou ( fluorochrom, biotin, enzym ).
a ) Fluorochromy

Jsou barviva, kterd vykazuji fluorescenci. Princip fluorescence spodiva vtom, Ze
excitaéni svétlo vede k pfeskoku elektronii v molekule barviva na energeticky vy33i hladinu.
Pii nasledném skoku zp&t se vysviti svétlo o jiné, delsi vlnové délce. Fluorescence neni
stabilni a vybledne ( vysviti ), preparat je proto nutno sledovat co nejdfive po prob&hlé reakci.
Orientace v preparatu pro fluorescen®ni mikroskop je t&Z3i, protoZe se nedobarvuji jadra.
Pokud chceme mit jadra piibarvens, je nutno pouZit specidlni filtr, dvojexpozici nebo

konfokalni mikroskop.
Barviva : e fluorescein iso-thiocyanat ( FITC ) — zelené zbarveni

¢ rhodamin ( tetramethylrhodamin-iso-thiocyanat — TRITC ) — éervené zbarveni
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o texaskd Cerveil ( Texas red ) — Cervené zbarveni
e Hoechst 33258 — modré zbarveni

e DAPI ( 4,6-diamidino-2-phenylindol ) pro barveni DNA — modré zbarveni

b) Biotin

Prokazuje se vazbou se znacenym avidinem, Avidin ma schopnost vézat &tyii molekuly
biotinu; nékterd vazebna mista jsou volna ( vaZe se biotinem znaena protilatka ) a n&ktera
vyplnéna komplexem biotin-peroxidaza ( resp. biotin-alkalick fosfatdza ). Enzym, navézany
ve vyrazné vyS8im po¢tu ( o 2 molekuly enzymu vice na kazdou znagenou protilatku ), stépi
specificky enzymaticky substrat a vyvolavé charakteristickou zmé&nu zbarveni o znaéné vétsi
intenzité nez bez vazby avidin-biotin.
¢ ) Enzymy

Jako markery se pouZivaji velmi stabilni enzymy s relativné nenaroénymi podminkami
pro uspé$ny prikaz :
e alkalicka fosfataza ( AP )
e kienova peroxidaza ( HRP — horse radish peroxidase }

— vizualizace se provadi pomoci DAB ( diaminoazobenzidin ) — piisobenim peroxidazy

vznikaji nerozpustné Cerné ( hnédé ) elektrodenzni precipitaty ( 7 )

II. Odbér a zpracovani tkani pro imunohistochemii
1} Odbér

Material pro zpracovani se nej¢astéji ziskava operativné ( biopsie ), dale se uplatiiuje i
metoda sedkrabovani, odtladeni ¢i odsati. Odebirand tkafi mizZe byt zmraZena a krdjena na
zmrazovacim mikrotomu — kryostatu; nakrdjené fezy je pak tfeba fixovat v chlazeném
acetonu nebo methanolu po dobu 10 minut. Jsou-li tkané fixovény v béZném fixativu
( alkoholové fixa&ni roztoky, Bouinova tekutina,formol — pouZiti zejména v imunohistopato-

chemii ), jsou nejéastéji zalévany do parafinu.

2) Fixace
Metody fixace tkafiovych fezt se déli dle charakteru na fyzikalni ( fixace teplem ¢&i

chladem ) a chemické ( vyuZivaji fixaénich médii ).
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a ) fyzikalni fixace

a;) tepelnd
Jde o fixaci pomoci mikroviné trouby, kdy vzorek povafime v chemickém fixativu po

dobu milisekund aZ né€kolika sekund ( max. 60 ), coZ vyrazné urychli fixaci a usnadfiuje i
pritkaz antigenu

ay) chladova

rwwr

jez vede ke vzniku velmi malych krystalkd ¢i amorfni vody, kterd nepodkodi membrany

bunék a morfologii tkani.

b ) chemicka fixace
by) fixace ve formolu ( formaldehydu )

Formol tvofi methylenovymi mistky mezi zasaditymi aminokyselinami ve tkani
prostorovou sit’, ktera brani priniku protilatky k epitopu. Antigenni sou¢asti molekuly je tedy
tfeba obnazit natravenim proteolytickymi enzymy ( pepsin,papain ), pouZitim detergentd nebo
metodou regenerace antigenu ( ,antigen retriever ), kterd spoivd v povafeni fezu

v citritovém nérazniku v mikroviné troubg.

- fixaéni roztok : 40% formaldehyd 100 ml
destilovana voda 900 ml
4g NaH,PO, . H,0

6,5 g NazHPO4
b,) fixace v Bouinové tekuting
Fixaéni roztok jen slabé pronika do tkaniva a sniZuje se ochrana determinant bun&nych

membran, intermedidm| filament; tk4ng jsou kiehké a fezy obtiZzné adheruji na sklicko.
- fixaéni roztok : 40% formaldehyd 250 ml
1% kys. pikrova 750 ml

ledova kys. octova 5 ml
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¢ ) specialni fixaéni postupy
Vyuzivaji s¢ pro dukaz antigeni na subcelulami Grovni ( 14 ).
- pre—embedding : imunohistochemicka reakce probéhne pied zalitim do parafinu

. post-embedding : imunohistochemické reakce prob&hne po nafezani fezi piimo na sitkach

3 ) Zalévani

Aby bylo moZno zhotovit dostateéné tenké fezy, je nutné tkdné zpevnit zalitim do
zalévacich medii, nej¢ast&ji parafinu ¢i celoidinu ( nitrocelulosy ). Tkané, které byly pouze
zmraZeny, je moZno krajet na kryostatu i bez zaliti.

Vétdina zalévacich médii neni misitelna s vodou, proto je nutno tkan€ pfed zalitim
dokonale odvodnit stoupajici fadou alkoholu a prosytit rozpoustédlem zalévaciho média

( toluen, aceton, ... ), které sou¢asn& vzorek projasni - u¢ini ho transparentnim.

4 ) Krajeni

Rezy se kraji na saiikovych nebo rotaénich mikrotomech s ocelovymi, sklenénymi nebo
diamantovymi noZi; pro imunohistochemii jsou vyuZivany co nejtenéi fezy ( 5 pm ). Rezy
jsou po nakrdjeni pfeneseny na podloZni sklo a nataZeny na kapce vody; k lepeni fezii na
podloZni sklo se pouZivaji specialni synteticka lepidla ( poly-L-lysin, APES- 3-amino-propyl-
triethoxysilan ).Parafinové fezy jsou odparafinovany a pfevedeny do vody &i naraznikového

roztoku.

III. Typy imunchistochemickych metod

1) Metoda pfima
PouZiva znagenou primarni protilatku; jako marker se pouZivaji fluorochromy, enzymy

nebo ¢astice koloidniho zlata .Nevyhodou je nizka citlivost.

2) Metoda nepiima
Na antigen se navaze specifickd, neznagend primarni protilatka, ktera muiZe byt jak

polyklondlni tak monoklonélni. Tu pak prokazujeme dal3i imunitni reakci se znacenou
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sekundarni polyklonalni protilatkou.

3) Amplifikacni metody
Slouzi k zesileni signalu v pfipadé€, Ze mnoZstvi molekul antigenu ve tkani je nizké.
a) PAP ( peroxidaza-anti-peroxidaza ), APAAP ( alkalicka fosfataza-anti-alkalicka fosfatdza )
Na antigen je navazana primarni protilatka, na niZz se vaze sekundarni, enzymem
znatena, protilatka reagujici s jejim Fc fragmentem. Druhé vazebné misto ( Fab ) je volné a
reaguje s protilatkou proti enzymu ( PAP,APAAP ); po pfidani enzymu dojde k jeho vyvazani
na specifickou anti-enzym protilatku. Vysledkem je zvySeni po¢tu molekul enzymu na jeden
antigen a k zesileni signalu.
b) ABC metoda ( avidin-biotin komplex }, LAB metoda
Ob& metody vyuZivaji vazby mezi biotinem a avidinem; primarni nebo sekundarni
protilitka je znalena biotinem, nédsledn¢ dochdzi k jeho vazb& savidinem nebo avidin-

biotinovym komplexem ( ABC ), znaéenym kfenovou peroxidazou ( 7 ).

4) Soucasny prikaz dvou antigenil

Dva antigeny lze prokazovat na velmi tenkych sériovych fezech, kdy na jednom fezu
prokazujeme jeden antigen a na paralelnim druhy. Vyhodné&jsi je viak soucasny prukaz dvou
antigenli v jednom fezu nejéast&ji provadény s pouZitim dvou rozdilnych fluorochromi.
Vazba muzZe probihat souasné nebo postupné; vysledky se fotografuji bud’ nadvakrat

s riiznymi filtry nebo soucasné pomoci kombinovaného filtru (5 ).
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3. NADOROVY MARKER
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3.1. Obecna charakteristika nadorovych markeri

Nadorové markery jsou molekuly pfevazné proteinového charakteru, které jsou
piitomny v organismu v dusledku vzniku a vyvoje maligniho procesu. Jejich vyskyt ve tkani
zhoubného nadoru ( celularni nadorové markery ) a v télnich tekutinach ( humoralni ,hlavné
sérové nadorové markery ) souvisi srustem nadoru v organismu; jsou produkovany bud’
samotnym nédorem, nebo jinymi tkan€mi jako odpovéd’ na maligni proces v organismu
(indukované nadorové markery, napi. proteiny akutni faze ).

Pfitomnost v télnich tekutinach je podminéna pfechodem téchto latek z mista syntézy
do cirkulace. Koncentrace nadorovych markerd v séru ma obvykle pfimy vztah k typu a
rozsahu onemocnéni. Vzhledem k Sirokému spektru nadorovych onemocnéni neexistuje
dosud univerzalni naddorovy marker, a ani senzitivita ( sprdvny zachyt nemocnych ) pii
dostate¢né specifité ( spravna negativita u lidi bez nadorového onemocnéni ) nedosahuje
idedlnich 100%. Proto tedy nezvySena koncentrace nadorového markeru neni jesté¢ dukazem
nepfitomnosti maligniho onemocnéni, a naopak pozitivni vysledek nemusi nuin¢ znamenat
zhoubny nador.

Diagnosticky prah nadorovych markerti umozZiuje v pfiznivych pripadech odhalit nador
o hmotnosti 1 mg, tedy asi 10° malignich bungk, zatimco klinicka diagnéza byva urena
vétiinou aZ u nadoru, ktery obsahuje nejméng 10° bundk ( 15 ).

Snahou je nalézt takové markery, které by byly organove specifické, detekovatelné v co
nejéasnéj§im stadiu maligni transformace, které by korelovaly sristem nadoru, stadiem,

prognézou a odraZely efekt terapie ( 13 ).

3.1.1. Idedlni nddorovy marker

Tumorovy marker by mél v idedlnim pfipadé spliiovat nékolik zékladnich kritérii, aby
byl klinicky co nejlépe vyuZitelny jak pro stanoveni diagnozy, tak pro uréeni prognozy a
sledovani efektu terapie pfipadné 1é¢by. Ke konkrétnim poZadavkim kladenym na nadorové

markery zavadéné nové do praxe patfi :
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a) Vysoka specifi¢nost vzhledem k malignimu onemocnéni
Pacienti bez zhoubného novotvaru by méli poskytovat negativni vysledek testu. Tento
pfedpoklad zdaleka neplati pro vétSinu tumorovych markert; laboratorni ukazatel pak diva

pozitivni ( patologicky ) vysledek u fady nenadorovych onemocnéni, zejména zanétlivych.

b) Vysoka orgdnova specifitnost

Pozitivni hodnota tumorového markeru by méla cilené vypovidat o postiZeni
konkrétniho organu. Specifiénost mnohych tumorovych tumorovych markeri neni velka. Na
druhé strané vétSina nezhoubnych pficin vyvolava jen mimé ¢i stfedni zvySeni koncentrace

tumorového markeru.

¢) Vysoka citlivost

Jedna se o schopnost laboratorniho ukazatele prokazat pfitomnost zhoubného nadoru
v podateénim stadiu ( T1, event. T2 ). MnoZstvi tumorovych markeri nespliiuje ani tento
ptedpoklad a v dostatecné vysokém procentu jsou pozitivni aZz u velkych a zejména
generalizovanych tumori.. Z tohoto divodu se jen vyjimeéné hodi pro vlasny zachyt
zhoubnych novotvart.. Citlivost a specifiénost kaZdého testu spolu neoddélitelng souvisi;
jejich pomér navic zavisi na hodnoté, povaZované za hrani¢ni pro hodnoceni vysledku testu,
tzv. cut-off value ( diskriminaéni hodnota ). Ma-li test pii 95% specifi€nosti citlivost mensi
nez 50%, je pro diagnostiku nepouzitelny. Citlivost miZzeme zvysit pii kombinaci n€kolika
tumorovych markerd, avak za cenu niZ8i specifi¢nosti { vétdiho poétu fale$né pozitivnich
vysledk ).

d) Korelace mezi vysi laboratorniho parametru a velikosti nadoru
( mnoZstvim nadorovych bun€k )

Koncentrace tumorovych markeri zavisi nejen na rozsahu nadoru ( staging ), ale i na

stupni zralosti jeho bunék ( grading ), dale na jejich schopnosti produkovat piisluiny marker a

vyplavovat ho do krve, coz je dano napt. i stupném prokrveni naddoru ( 10).




3.1.2. Oblasti uZiti tumorovych markeru

I. Screening zhoubnych nadort

K vyhledavani zhoubnych novotvari u asymptomatickych jedinct se tumorové markery
nehodi pro relativné nizkou citlivost a nedostate¢nou specifi¢nost, a to jak vzhledem
k pfitomnosti maligniho onemocnéni, tak i k postiZeni ur€it¢ho orgénu. Na druhé strang
mohou byt uZitetné pii vySetfovani rizikovych skupin jedinci ( Tab. 3 ), ohroZenych

konkrétnim nadorem ( 10 ).

Tab. 3 Piiklad vyuZiti tumorovych markerd pro screening u ohroZzenych skupin osob ( 10)

Tumorovy marker Rizikova skupina OhroZeni nadorem
AFP cirhotici,zejména nasledkem chronické virové
hepatitidy B nebo C karcinom jater
TPA pracovnici v riziku ur€itych organickych karcinom
karcinogenii mocoveého méchyie
kalcitonin piibuzni nemocného s uvedenou diagnézou medularn{
( familidrni vyskyt ) karcinom $titné Zlazy
paraprotein nemocni s benigni monoklonalni
(M —komponenta ) | hyperimunoglobulinémii mnohocetny myelom
PSA muZi nad 50 let v&ku karcinom prostaty

II. Diagnostika zhoubného novotvaru
Z podobnych pfifin nejsou tumorové markery obvykle vhodné ani pro primarni
diagnostiku. Vyjimku tvofi napf. pozitivni nalez AFP, ktery potvrzuje podezieni na priméarni

karcinom jater &i teratom, nebo NSE u podezieni na malobunéénou rakovinu plic.

III. Uréeni stadia nadoru a jeho prognézy
Vysoké hodnoty tumorového markeru obvykle znamenaji pokroéilé stadium
onemocnéni ( T3, T4; generalizace tumoru ). Z hlediska stanoveni prognézy znamenaji

tumorové markery daldi faktor, nezavisly na ostatnich obvyklych ukazatelich prognézy.

Je nutné si viak uvédomit, Ze vyska hladiny tumorového markeru nezavisi jen na velikosti

nadoru, ale i na fadé jinych faktord, které nemaji s prognézou nic spole¢ného.
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V. Sledovani prub&hu choroby a efektu terapie

stanovit hladinu tumorového markeru pied lé€bou ( chirurgickouw, radio- ¢ chemoterapii ).
Negativizace hladin odraZi uspéch léCby, je vSak zapotiebi vidy vzit v dvahu biologicky
polo&as, ktery se u jednotlivych markeri pohybuje v Sirokém rozmezi od hodin { hCG, f,-
mikroglobulin ) az po dny ( AFP, CA 15-3, CEA aj. ). Vzestup koncentrace tumorového
markeru bezprostiedné po 1€¢bé miiZze byt zndmkou rozpadu nadorovych bunék vlivem G&inné
terapie ( tzv. lysis fenomen ). Z uvedenych divodi se kontrolni odbér provadi obvykle az za
3-4 tydny po zahajeni 1é&by.

Narist koncentrace tumorového markeru ve tiech po sobé nasledujicich odb&rech u
nemocného bez terapie, 1 kdyZ jsou vysledky v referenénim rozmezi, je tieba povazovat za
podeziely z recidivy, resp. progrese onemocnéni.

Béhem terapie se jako progrese hodnoti narust o vice nez 25%, jako parcialni remise
pokles o vice neZ 50% pavodni hodnoty. Uvadi se, Ze tumorové markery mohou upozornit na

recidivu aZ o nékolik mésici dfive nez zobrazovaci techniky (4 ).

3.1.3. Zakladni pFehled tumorovych markeru

A ) Nadorem tvofené substance

a) antigeny - onkofetalni : a;) ,,klasické” — AFP, CEA
ay) ,.,carbohydrats antigens® — CA 19-9, CA 125, CA 15-3, ...
a3) ostatni — CIFRA 21-1
- onkoplacentarni : hCG
- specifické : PSA
- proliferaéni : TPA ( TPS )
- paraproteiny
b) hormony - kalcitonin, ACTH
c)enzymy - NSE, PAP
d) metabolity - kys. vanilmandlova, kys. homovanilova
¢) onkogeny a antionkogeny - BRCA 1, p53, ...

B ) S nadorem sdruzené markery

a) proteiny v plazme - CRP, beta-2- mikroglobulin, ferritin, ...
b) receptory
c}jiné - polyamidy,Hb ve stolici
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3.2. Charakteristika jednotlivych tumorovych
markeru a jejich vyznam

3.2.1. Onkofetalni antigeny

1. Klasické” onkofetalni antigeny
1) AFP (alfa-1-fetoprotein )

Je glykoprotein ( 4% molekulové hmotnosti tvofi sacharidy )} podobny albuminu, je
jednim z prvnich zndmych onkofetdlnich antigend; byl popsan vroce 1963. Je tvofen za
fyziologickych podminek fetdlnimi jatry a Zloutkovym vatkem a pfechazi do krve gravidnich
Zen.

Vyrazné zmény jeho koncentrace v séru béhem téhotenstvi mohou indikovat fetdlni
malformace ( Downilv syndrom, roz§tépové vady ). Piedpoklada se vliv AFP na bunéény rtst
a diferenciaci, jeho transportni funkce i podil na wdrZovéni osmotického tlaku, kdy nahrazuje
albumin.

Zvyseni mohou znamenat z benignich onemocnéni hepatitidu, cirhézu nebo nekrozu
jater a samozfejmé také graviditu. Po prodé€lané virové hepatitidé muze zvySeni AFP
pfetrvavat 6-10 tydni asi u 50% nemocnych. Ke zvySené produkcei tohoto markeru dochazi pfi

regenera¢nich pochodech v jatrech.

Z malignich pti¢in je AFP zvySen pfedeviim u primérnich karcinomi jater, zvlast€¢ malo
diferencovanych, a hepatoblastomi, déle u nadori germinélnich. Méné &asto je zvySen u
karcinomi zaZivaciho traktu v&etné pankreatu.

AFP pro svoji vysokou senzitivitu byva vyuZivan ve screeningu hepatocelularniho
karcinomu u rizikovych skupin. Nemocni s cirhézou, nosi¢i HBsAg, s deficienci a,-anti-
trypsinu by méli byt vySetfovani 2x roéné. Zvyseni AFP v téchto piipadech je na rozdil od
benignich afekci markantni. Hodnoty nad 200 pg/l jsou suspektni, hodnota cut-off 1000 pg/l

je diagnosticky prikazna pro maligni nador jater (4 ).
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2) CEA ( karcinoembryonalni antigen )

Je glykoprotein ( 641 aminokyselin, 45% molekulové hmotnosti tvoii sacharidy ), ktery
je siln€ imunogenni. Tvofi komplexy simunoglobuliny tfidy G i M a ma nepfimy
imunosupresivni vliv na T-lymfocyty. Patii do skupiny molekul, které ovliviiuji bunétnou
adhezi. Za fyziologickych podminek probihd jeho intenzivni produkce u plodu, nejvyssi
hodnoty byvaji kolem 22.tydne. Vzhledem k moZnému transplacentarnimu pfechodu miZe
byt jeho sérové hladina zvySena u malého procenta gravidnich Zen.

Zvyseni hodnota v séru se miZe vyskytovat u kufdku, pfi zanétlivych procesech
gastrointestindlniho traktu i plic, u hepatitid, cirh6z, pankreatitid i u autoimunitnich chorob.
Metabolizuje se v Kupferovych buiikach ( desialylace ), potom se eliminuje hepatocyty. Jeho
pologas v cirkulaci je zavisly na obsahu kyseliny sialové. Je velmi heterogenni, bylo popsano
vice nez 36 variant ( 10 ).

Jako velmi vhodni se ukazuje detekce CEA vramci primarni diagnostiky zejména
dobie diferencovanych kolorektalnich karcinomi, karcinomii plic a mlééné Zlazy. Hladiny
CEA vySetfené pied zahdjenim terapie mohou byt dobrym prognostickym ukazatelem. U
nemocnych II. a III. klinického stadia kolorektalniho karcinomu byla prokdzéna korelace
predoperaénich hodnot CEA a doby pfezZiti, podobné je tomu i u karcinomu prsu. Na zéikladé
predoperacnich hodnot je moZné také posoudit moZnost radikélniho zakroku u kolorektélnich
karcinomii. Senzitivita CEA pro detekci relapsu kolorektalniho karcinomu je pfi 90%
specificité kolem 61%. Pokles hodnoty CEA ve 4.tydnu po chirurgickém zakroku mize
poskytnout informaci o uspéinosti operace, podobné je uZivan khodnoceni efekiu
chemoterapie a radioterapie.

CEA byva zvysen také u karcinomu pankreatu a Zlu¢ovych cest, sigmoidea ( Obr. 4 ),
nadora pohlavnich organu { vejedniky, déloha, prostata, testes ) mocového méchyfe, ledvin,
§titné Zlazy, nadora oblasti ORL, glioblastomi i meduloblastomi (15 ).

Zvydeni se nachazi i u nékterych benignich afekci : mamopatie, cirhdzy jater, ulcerézni

kolitidy, plicniho emfyzému a sttevnich polypa .
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Obr. 4 Sledovém prﬁbéhu onemocnéni a efektu 1é¢by u karcinomu sigmoidea pomoci hodnot CEA (6 )

II. Komplexni glykokonjugéty ( CA — antigeny )

1) CA19-9

Jde o glykoproteinovy antigen mucinézniho typu ptibuzny antigenu krevni skupiny
Lewis H. Je eliminovan vyhradné Zlugi, proto i mirna cholestdza miZe zvysit jeho hodnoty
vséru nad normu. AZ 20% nemocnych s benignimi afekcemi v oblasti hepatobiliarni a
pankreatické ma zvy$enou hodnotu tohoto markeru, v pfipadé obstrukéni Zloutenky az 40%.

U benignich onemocnéni stieva, Zaludku a ovarii byva zvy3en v 5-10%.

Produkuji jej dobfe diferencované karcinomy pankreatu, ZluCovych cest, kolorekta,
Zaludku, mucindzni karcinomy ovaria, vzacné téZ karcinomy endocervixu, plic i mlééné
Zl4zy. V maélo diferencovanych karcinomech je jeho produkce nizii a tdplné chybi u

anaplastickych nadoru ( 4 ).

2)CA 125
Patfi do skupiny nadorovych markerd diferenciatniho typu. Je to glykoprotein
fyziologicky produkovany ve fetalnim coelomovém epitelu. Jeho koncentrace v séru koreluje

s velikosti nadoru.
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Zvy$end hladina CA 125 vséru byla pozorovana u benignich afekci ovarii a
endometria, u hepatopatii, pankreatitid, draZdéni peritonea a pleury, dale fyziologicky
v t&hotenstvi nebo v pribéhu menstruace.

Screening CA 125 je doporu¢ovan pfedeviim u Zen s dédi¢nym syndromem ovarialniho

karcinomu ( Obr. 5 ).
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Obr. 5 Sledovani priitb&hu onemocnéni a efektu 1é€by u karcinomu ovarii pomoci hodnot CA 125 (6)

Sérova hladina CA 125 je vyznamna piedevSim pro sledovani efektu terapie a pro
dlouhodobé monitorovéni nemocnych s karcinomem ovarii, pfedeviim nemucinézniho typu,
tj. u seridznich a nediferencovanych karcinomi ovaria. Vysoké hodnoty, které se po primarni
terapii nesniZi, jsou indikaci k reoperaci. ZvySené koncentrace byly pozorovany rovnéz u
karcinomti endometria i dal$ich gynekologickych malignit, dale u karcinomu prsu, pankreatu
a plic. Zvy$ena hladina CA 125 u karcinomu prsu muzZe signalizovat plicni metastazy,

obzvl4sté v kombinaci s pleurdlnim vypotkem ( 10).

3) CA72-4 (antigen TAG 72)
Jedna se o glykoprotein mucinového typu o molekulové hmotnosti 48 000 Da.

Fyziologicka produkce CA 72-4 je vyznamna v epitelidlnich buiikach organd zaZivaciho
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traktu v embryondlnim obdobi. Byl prokazin i v dosp&lé tkani plic, genitdlnim traktu a
zazivacich organu.

CA 72-4 je produkovan a v ur€itém nizkém procentu prokazovéan i v séru nemocnych
s benignim postiZenim Zaludku, stfeva a mlééné Zlazy.

Sérovy CA 72-4 je vyznamny piedev§im pro sledovani maligniho onemocnéni Zaludku,
kde vykazuje vy33i senzitivitu neZ CEA nebo CA 19-9. M4 vysokou specifitu { pii obvyklé
diskriminaéni hranici az 100% ). Je rovné€Z vhodny pro sledovani prib&hu onemocnéni
karcinomu dolni tfetiny jicnu, tlustého stfeva a pankreatu, event. mucinového typu
ovarialniho karcinomu. Vhodné dopliluje sledovani nemocnych s nadory GIT, ktefi maji

krevni skupinu Lewis a-/b- ( 5-10% populace ), proto neprodukuji CA 19-9.

4) CA15-3

Patfi mezi markery diferenciacniho typu; je to onkofetalni mucinovy glykoprotein bez
organove specificity.

CA 15-3 byva produkovén piedeviim nadory Zlazového epitelu a epitelu mlé¢né Zlazy.
Jeho intracelularni hladina koreluje se stupném diferenciace malignich tkani. Patologické
zvyseni v séru v ramci primarni diagnostiky je typické pro karcinom prsu (Obr.6), mén¢ &asto
byva maker zvy$en u nadorl GIT ( v&etné pankreatu ), bronchi a gynekologickych nadora. Je
nejvhodnéj$im markerem pro sledovani nemocnych s karcinomem prsu vzhledem k mozZné
dal$i progresi i hodnoceni terapeutickych efekti. Senzitivita markeru pfimo koreluje se
stadiem choroby, proto je vhodny pro detekci prolapsu vzhledem k ¢asnému zachytu navratu
choroby — aZ 6 mésici pred klinickou manifestaci.

Fale3na pozitivita v séru je moZna u hepatopatii, cholangitidy, plicnich onemocnéni,

rendlnich poruch, gravidity, endometridozy, mastopatie ( 15 ).
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Obr. 6 Sledovani priib&hu onemacn&ni a efektu &by u karcinomu prsu pomoci hodnot CA 15-3 (6)

5) Dalsi CA-antigeny

CA M26 a CA M29
- patfi mezi muciny asociované s karcinomy; jsou uZivany pro sledovani karcinomu prsu, kde

vykazuji poméme vysokou specifitu, ve srovnani s CA 15-3 viak niZ$i senzitivitu

CA 242
- marker patfi mezi nové vyborné parametry v oblasti karcinomu pankreatu a kolorekta,
zvlaité vyhodna je jeho nizka fale$nd pozitivita u benignich hepatobilidmich a pankreatickych

postiZeni

CA 195
- jde o heterogenni glykoprotein uZivany pro monitorovani nemocnych s karcinomy

kolorekta, pankreatu, jater event. dal3ich malignit

CA 50

- na rozdil od antigenu CA 19-9 je CA 50 produkovén i osobami s krevni skupinou Lewis
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a-/b-; jeho vy$etieni ma vyznam pfedevsim pro nemocné s karcinomem pankreatu i dalsich

karcinomi GIT au gynekologickych nadoru ( karcinomy téla a hrdla d&lozniho )

CA27.29
- prokazuje se monoklonalni protilatkou namifenou proti antigenu z ascitu pfi metastazach

karcinomu mlé¢né Zlazy

CA 549
- jde o kysely glykoprotein mucinového charakteru vhodny pro sledovani pribchu

metastazujiciho karcinomu prsu

III. Dalsi onkofetélni tumorové markery
1) CYFRA 21-1 ( cytokeratin fragment )

PouZiva se pro detekci fragmentil cytokeratinu 19; zvysena exprese tohoto proteinu je
ve tkani karcinomu plic, zvladté nemalobunééného typu.
Stanoveni markeru CYFRA 21-1 v séru nemocnych s malignim onemocnénim mé vyznam
predeviim pro sledovani priibéhu onemocnéni a efektu terapie u nemalobuné&ného karcinomu
plic, kde je vyhodn&jsi nez SCCA. Nejvys§i senzitivitu u téchto nemocnych vykazuje
karcinom z dlazdicového epitelu ( 55% ), pak nasleduje velkobun&ény karcinom ( 35% ) a
adenokarcinom plic ( 28% ). RovnéZ pro nékteré gynekologické nadory ( nekeratinizujici
karcinom cervixu d&lohy ), nadory ORL oblasti a moZového méchyfe je tento marker
doporuovan.

Zvysené hodnoty v séru byly nalezeny u nemalignich onemocnéni typu chronického
renalniho selhdni, u n&kterych poruch jater a GIT ( cirhéza, ne v3ak hepatitida nebo
pankreatitida ). Rovnéz u ur&itého procenta nemalignich onemocnéni plic  astma, tuber-

kuloza, akutni infekce ) mohou byt koncentrace CYFRA 21-1 v séru zvySeny ( 4 ).

2) SCC (SCCA) - antigen skvaméznich bun&k
Byl popsan vroce 1984; je to glykoprotein, ktery patii mezi inhibitory serinovych

proteinaz, fyziologicky je produkovany piedevsim v diferencovanych epidermoidnich
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buiikach plodu, ale i u zdravych dospélych, zejména ve stfednich, méné asto povrchovych
vrstvach epitelu.

Fale$na pozitivita byva nachazena v gravidité, u generalizovaného ekzému ¢&i lupénky,
pemfigu, u zénétu plic, ledvin, jater i benignich gynekologickych afekci, napt. ovaridlnich
cyst i u mastopatii. Také dialyzovani nemocni mivaji vy33i hodnoty.

Hodnoty SCCA v séru byvaji zvySené u nemocnych s velkobunéénymi epidermoidnimi
karcinomy plic, nadory krku a hlavy, epidermoidnimi nddory kréku dé€loZniho, vaginy, vulvy i
v adenokarcinomech endocervixu, ovarii a plic. Nejéast&ji byva marker vy3etfovan pro
monitorovani nemocnych s epidermoidnimi karcinomy plic a gynekologickych lokalizaci. Pro
velmi kratky biologicky polotas je marker uZivan i pro hodnoceni efektu terapie, ale neni

vhodny pro screening ani k uréeni primarni diagnézy ( 15 ).

3) TATI (tumor asociovany trypsinovy inhibitor }

Jedna se o polypeptid, ktery je fyziologicky produkovany b&hem vyvoje plodu. Byva
zvysen v séru pacientl s pankreatitidou, obstrukei Zludovych cest a po téZzkych chirurgickych
zakrocich.

Jeho produkce a pfechod do séra u onkologickych nemocnych je projevem biosyntézy
v malignich buiikich ( mucindzni cystadenokarcinomy ovarii ), event. nespecifické reakce na
maligni zvrat u karcinomu Zaludku, Zlu¢ovych cest a cervixu. U nemocnych s karcinomem

ovarii III. a IV. stadia se zda byt velmi dobrym ukazatelem prognézy.

4) MSA, MCA
MSA ( mamarni sérovy antigen )

Jde o marker specificky pro maligni onemocnéni mlééné Zlazy; je uZivan pfedeviim pro
sledovani prubéhu nemoci.
MCA ( antigen mucinéznich karcinomi )

Jedna se o glykoprotein mucinového typu o vysoké molekulové hmotnosti, byva nékdy
vy$etfovan jako marker karcinomu prsu misto CA 15-3. Jeho vySetfovani byva také

indikovano pro potvrzeni nadhraniénich zvy3eni CA 15-3 u nemocnych sledovanych pro
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karcinom prsu, protoze jeho vzestup pi progresi nastdva vétSinou dfive. Mala Cast

nemocnych na progresi odpovida vzestupem pouze jednoho z téchto markera.

3.2.2. Onkoplacentarni antigeny
I. hCG ( lidsky choriovy gonadotropin }

Byl popsédn v mo¢i téhotnych Zen jiz vroce 1928 jako latka placentarniho plvodu
s gonadotropnimi U¢inky. Je to glykoprotein tvofeny podjednotkami a a B. Fyziologicky je
produkovan trofoblastem a placentou s maximem v 10. aZ 12. tydnu téhotenstvi; jeho funkei
je udrZovat Zluté t&lisko, stimulovat tvorbu progesteronu, inhibi¢nim efektem na T-lymfocyty
podporovat imunotoleranci plodu. hCG se nejCastéji stanovuje pro ¢asnou diagndzu
téhotenstvi ( v&etné mimodéloZniho ) &i hroziciho potratu. Fale3na pozitivita je popisovana u
myomu a ovaridlnich cyst.

V onkologii je specifiétdj§i vysetfovani p-podjednotky ( PhCG ). ZvySené hodnoty
sv&d&i pro pkitomnost nddoru trofoblastického nebo germinalniho puvodu, tj. nadoru varlat,
ovarii, choriokarcinomu, hydatiézni moly, méné &asto naddori pankreatu, plic a GIT. Bylo
popsano zvySeni hCG také u nddorti prsi a ledvin. U testikuldrnich nidorti dopliiujeme
vySetieni tohoto markeru vy$etfenim AFP, pfipadné ferritinu, NSE &i TPA, podle toho, ktery
z nadorovych markerti byl pfi stanoveni diagnézy prokazan. hCG ma vyznam diagnosticky,
prognosticky i pro hodnoceni efektu terapie. V pfipadé¢ embryonalnich karcinomi je
monitorovani pomoci BhCG a AFP nezbytné.

Vysoké hodnoty nachdzime vséru i mo¢i u mola hydatidosa; pfi jejim piechodu

v choriokarcinom déle rostou a jsou fadové vy3si neZ v t€hotenstvi (4 ).

II. SP1 ( By — specificky t&hotensky glykoprotein )

Jde o heterogenni slozku proteinového charakteru vyskytujici se v séru t¢hotnych Zen;
fyziologicky je produkovan placentou. Je pouZivan pro diagnostické posouzeni charakteru
gesta€nich trofoblastickych tumora ( choriokarcinom, invazivni a hydatidozni mola ), ev. u

neseminomovych germindlnich nadort varlat.
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3.2.3. Proliferacni tumorové markery

TPA (TPS) -tkatiovy polypeptidovy antigen

Jde o fragment cytokeratinovych podjednotek intermedialnich filament. Dosud bylo
prokézéno 20 typd cytokeratinil, které spolu vytvafeji heteropolymery; kazda epitelidlni
buitka vykazuje charakteristickou kombinaci cytokeratini, a to v zavislosti na histologickém
typu tkan&. Pivodni stanoveni TPA je zaloZeno na detekci cytokeratini 8, 18 a 19.

Fragmenty cytokeratini 8 a 18 jsou detekovany soupravou s monoklonalni protilatkou
pro stanoveni TPS ( specificky TPA ). Nemaligni postiZeni jater ( cirhoza, hepatitida ), event.
n&ktera infekéni onemocnéni mohou byt pfiinou fale$né pozitivnich hodnot téchto markeru
v séru.

Markery cytokeratinového typu vykazuji obecné vy33i senzitivitu a niz8i specifitu u
Sirokého spektra nadorovych lokalizaci. Jsou vhodné piedeviim pro dlouhodobé sledovani a
monitorovani uéinnosti terapie u nemocnych s karcinomem prsu, ovarii, délozniho &ipku,
prostaty, ledvin, mo&ového méchyte, plicnich tumord, nadord GIT a ORL oblasti. Hladiny
téchto markert, reflektujici proces nadorové proliferace, se zvySuji obvykle dfive, nez je
moZné nadory klinicky rozpoznat. Obzvlast’ vyznamné je vak jejich sledovani b&hem terapie,

zvySena hladina TPA & TPS rychle poklesne v ptipadé u¢inné lécby.

3.2.4. Paraproteiny

Monoklonalni fetézce imunoglobulini ( paraproteiny ) jsou stanovovany u nemocnych .
s mnohodetnym myelomem, u chronické lymfatické leukemie, lymfomu, Waldenstrémovy
makroglobulinemie nejen v séru, ale i v moéi ( Bence-Jonesova bilkovina ). Zejména pro
mnohodetny myelom je vySetfeni paraproteini jednim z hlavnich diagnostickych kritérii

tohoto onemocnéni.

3.2.5. Hormony
Neékteré maligni afekce se projevuji produkei ldtek hormonalni povahy, jejichZ mnoZstvi

se oproti normalu vyrazné zvy3uje. Mezi ukazatele nadorového rustu tak miZeme zafadit i
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fadu hormoni : kalcitonin ( CT ), prolaktin ( PRL ), adrenokortikotropni hormon { ACTH ),
riistovy hormon ( STH ), parathormon ( PTH ), antidiureticky hormon ( ADH ), trijédtyronin

( T3 ), tyroxin ( T4 ), TSH ( tyreotropin ) a dalsi. K &asto vySetfovanym hormonim patfi
tyreoglobulin (TG ), jehoz vy3etfovani je indikovano pii monitorovani pacientu

s diferencovanymi karcinomy §titné Zlazy.

I. ACTH

Adrenckortikotropin je polypeptidovy hormon tvofeny 39 aminokyselinami. Vznik4
v adenohypofyze jako parathormon, ktery ma jen 5% biologické aktivity. Patologické zvy3eni
je u nadort adenohypofyzy a ektopicka tvorba ( v nidorech v neendokrinni tkani ) je moZna
v malobun&&nych karcinomech plic, pankreatu, prsu, Zaludku nebo tlustého stfeva. Zvy3eni je
popisovéno také u benignich onemocnéni { chronické plicni obstrukéni choroba, obezita,

stres, diabetes mellitus ). ACTH z tumoru nereaguje na dexametazonovy supresni test.

II. Kalcitonin

Je polypeptidovy hormon z 32 aminokyselin tvofeny normalné C-bufikami Stitné Zlazy.
Potladuje uvoliiovani Ca z kosti, a tak sniZzuje hladinu sérového Ca. Patologicke zvy3eni se
vyskytuje u medularniho karcinomu $titné Zlazy ( hladina koreluje s velikosti tumoru i

s vyskytem metastaz ), plic, prsu, ledvin, jater a u karcinoidu.

3.2.6. Enzymy

I. Prostaticka kysela fosfataza

Jde o enzym s pH optimem mezi 5-6, je velmi nestala pfi pH > 7. Od jinych izoenzymu
kyselé fosfatizy se odlifuje znagnou inhibovatelnosti tartardtem ( tartardt — senzitivni
izoenzym ). Patologické zvySeni nachdzime u metastazujiciho karcinomu prostaty,
osteosarkomin, mnohoéetného myelomu, kostnich metastaz jinych tumord a u nékterych
benignich onemocnéni ( hypertrofie prostaty, osteopor6za, hyperparatyredza ). Ve srovnani

s PSA jde o malo specificky marker, ktery je z tohoto ditvodu jen omezené& vyuzivan ( 10).
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1. Tymidinkindza ( TK )

Jedna se o enzym alternativni metabolické drahy v syntéze DNA; vyskytuje se ve tiech
izoenzymovych formach. V lidskych burikdch je zastoupen piedevsim cytosolovy, fetalni a
mitochondridlni izoenzym; v séru pievaZuje cytosolovd forma ( 95% ). Aktivita tohoto
izoenzymu vyrazné kolisa béhem bunééného cyklu — nejvys3i je v S-fazi. Jeho hladina v séru
je tedy ukazatelem bun&né proliferace. ZvySend hladina tymidinkinazy v séru byla prokéazana
u nékterych virovych infekci ( predevSim u herpes viri ), dale u nékterych plicnich
onemocnéni { fibréza, sarkoiddza, absces).

Stanoveni TK je doporu€ovano pro uréeni progndzy a monitorovani pribéhu lymfomd,
nemalobun&&nych karcinomi plic, leukemii, mnohobunéénych myelomi, vzacnéji karcinomt
prsu, kolorekta a mozkovych nadord ( astrocytomy ). Koncentrace TK v séru pozitivné
koreluje s velikosti tumoru i sjeho proliferadni aktivitou u fady nadorovych onemocnéni.
Vzhledem k tomu, Ze néktera cytostatika ( methotrexat, 5-fluorouracil ) blokuji de novo
syntézu DNA, je stimulovana aktivita enzymu alternativni syntézy DNA a TK vykazuje
falenou pozitivitu, je tedy tfeba naCasovat vySetfeni tak, aby byl vliv chemoterapie

eliminovan ( pfed nasazenim této 1&cby ) (4).

III. NSE ( neuron-specifickd enolaza )

NSE je izoenzym enolazy ( enzymu glykolitické drahy ) specificky pro nervovou tka.
Fyziologicky je produkovan v nervové i plicni tkani plodu i ve tkénich neuroendokrinniho
puivodu zdravych dospélych.

Zvysenda produkce se pozoruje u nemalignich plicnich onemocnéni a jaternich chorob
( do 20 pg/l). Je nutno upozornit na moZnost faleiné pozitivity, kterou pfedstavuje hemolyza
krve nebo dlouhé stani plné krve ( napi. pfi transportu pied staZenim séra ).

Patologicky se vyrazné zvy$uje u neuroblastomt, meduloblastom, retinoblastomu, apudomu
( malobun&né meduldrni karcinomy 3titné ?lazy ), u adenokarcinomt ledvin, prostaty,
seminomi a melanomG. Nejvy3di hodnoty jsou popisovany u dobie diferencovanych
ganglioneuroblastomu a ganglioneuromd. U nddord CNS je 1épe stanovovat tento marker

S

v likvoru, protoZe $patné pronika do krevni cirkulace. Nejeast&jsi indikaci vySetfeni NSE je
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monitorovani nemocnych s neuroblastomy a malobuné&nymi plicnimi karcinomy, pro zjisténi

diagnozy ani pro screening se v3ak nehodi pro svou piili8 nizkou citlivost ( 4 ).

V. Alkalicka fosfataza ( ALP )}

Kostni izoenzym je zvy$en u osteosarkomu a osteoplastickych metastaz do kosti, ale i u
fady nenadorovych kostnich afekef.

Jaterni izoenzym byva zvy3en u metastatického postiZeni jater; soucasn€ obvykle
pozorujeme i zvySeni aktivity GMT a AST. Obdobny nalez vSak je i u nenadorovych
hepatopatii, napf. u aktivni jaterni cirhozy.

Né&které zhoubné novotvary ( GIT, plic ) produkuji atypickou ALP, kterd se svymi

vlastnostmi podoba placentarnimu izoenzymu.

V. Laktatdehydrogendza ( LD )

Zvyseni LD je relativné Casté u hemoblastickych malignit ( akutni leukemie, non-
Hodgkinsky lymfom ), ale lze jej prokazat i u jinych nadori ( neuroblastom, seminom,
neseminomové nadory varlete, karcinom prsu, tlustého stteva, Zaludku ). Jde o velmi

nespecificky indikator, ale jeho hladina koreluje s objemem tumoru.

VI. Katepsin B

Je to lyzozomalni enzym, ktery se za fyziologickych okolnosti u¢astni odbouravani
intracelularnich proteinii nebo aktivace prohormoni. Za patologickych stavil se jeho mnoZstvi
v cytosolu nadorovych bunék zvy$uje; uplatiiuje se pii degradaci bazalni membrany a
umoziiuje invazivni rist a metastazovani nadoru. U karcinomu mlé¢né Zlazy jeho hladina
koreluje se stadiem dediferenciace. Zvyseni bylo dale prokazano u karcinomi ovaria, tlustého

stfeva a rekta, Zaludku a laryngu.

VII. PSA ( prostaticky specificky antigen )}
Jedni se o glykoprotein ( z237 aminokyselin, sacharidy tvoii 10% molekulové

hmotnosti ) s enzymovou aktivitou serinovych proteindz kalikreinového typu.

Podrobnéji viz kapitola 4.
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2.7. Sérové proteiny

1. Beta; — mikroglobulin ( B2 — M)

Je to glykoprotein o malé molekulové hmotnosti. Je sou¢asti histokompatibilnich
antigeni ( HLA ) na povrchu bun€k a je homologni s konstantni €asti t&€Zkych fetézcu
imunoglobulini. Vyskytuje se na povrchu v8ech jadernych bungk, zvladt¢ vysoka hustota je
na povrchu lymfocytii.

Nejvyssi koncentraci v séru nachazime u nadora odvozenych od lymfocytd a
plazmocytl ( lymfomy, chronickd lymfatickd leukemie, mnohoetny myelom ); B; — M je
tvofen pfimo nadorovymi burikami. Je vhodny ke sledovani Géinku lé¢by, u mnohoéetného
myelomu méa i vyznam prognosticky — pacienti se zvySenou koncentraci f; — M maji
nékolikandsobné krat§i dobu pteZiti neZ nemocni s normalni hladinou této bilkoviny.

Z organismu se eliminuje pievazné ledvinami, velky podil je reabsorbovan
v proximalnich tubulech, proto porucha v glomerularni filtraci vede ke zvySeni jeho
koncentrace v séru. Poskozeni tubuli je naopak provazeno zvySenou koncentraci v mo¢i. Pii

integraci vysledkd je tedy tfeba vZdy mit na paméti funkéni stav ledvin.

Zvyseni sérovych hladin Bz - M je pozorovano i u chronickych zanétlivych onemocnéni
( AIDS).

iI. Ferritin

Je to vysokomolekularni bilkovina patfici do skupiny as-globulini, ktera slouzi jako
zasobarna Zeleza ve stievni sliznici a kostni dfeni. Fyziologicky je syntetizovan
v retikuloendotelialnich buiikach jater, sleziny, kostni diené a ledvin. Syntéza ferritinu je
indukovdna nedostatkem Zeleza v organismu. ZvySena koncentrace ferritinu v séru byla
prokazana u zanét,, hemochromatdz, hemosiderdz a sideroblastickych anemii.

Buriky nékterych nadort, pfedeviim akutni myeloblastické leukémie, Hodgkinova
lymfogranulomu a mnohog&etného myelomu, produkuji ferritin, jehoZ molekula ma kyselejsi

charakter ( kysely izoferritin ) a 1ze ho prokazat v séru. Nespecificky miize byt zvy3en ferritin
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j vséru u nékterych dalsich nadorovych onemocnéni, jako napf. u karcinomu prsu, plic,

ovarii, prostaty nebo nadora GIT; senzitivita je u téchto lokalizaci obvykle niz&i ( 10 ).

11 Cirkulujici imunokomplexy ( CIK,CIC )

Jsou nespecifické komplexy antigenti a protilatek v télnich tekutinach, které se tvofi
v disledku reakce organismu na pftomnost ,.ciziho antigenu“. Jsou typické zejména pro
autoimunitni onemocnéni a chronické hepatopatie, pomé&mé ¢asto vSak doprovazeji maligni
nédory riizné lokalizace. Pro onkologii maji vyznam jako dopliiujici nespecifické vySetfeni

pro rizné nadory, jako napf. pro karcinom prsu, plic a leukemie.

IV. Bilkoviny akutni faze

Patfi mezi n& pfedeviim nasledujici bilkoviny : ,-antitrypsin, kysely ai-glykoprotein
( orozomukoid ), heptaglobin, C-reaktivni protein a fibrinogen. Jejich zvy3ena produkce je
projevem zanétlivé reakce organismu na ptitomnost rychle rostouciho nadoru, jedna se tedy o
zcela nespecifické ukazatele.

Jiné bilkoviny, oznatované n&kdy jako negativni reaktanty akutni faze zanétu, jevi

v této situaci pokles koncentrace v séru ( prealbumin, albumin, transferin ).

3.2.8. Bunééné tumorové markery
Jsou to komponenty bunéiné membrany &i jinych organel, typické pro nadorovou
buitku nebo majici vyznam pro diagnostiku a 1é¢bu nadorového onemocnéni. Neuvoliiuji se

do krevniho ob&hu a musi se prokazovat v bun&nych homogendtech nebo in situ.

I. Proteiny nuklearni matrix ( NMP22 )

Tyto orgénové specifické proteiny, tvofici vnitini strukturu jadra, hraji pravdépodobné
tlohu pii regulaci exprese genl. Jde o proteiny, které se uvoliiuji do krevniho ob&hu a
vylutuji se mod&i. Jejich hladiny vmo& nemocnych skarcinomem mo¢ového méchyte

dosahuji senzitivitu 70% ,mohou také rychle signalizovat ptiznivou odpovéd na terapii.
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II. Malignin

Je membranovy polypeptid ( molekulova hmotnost 10 kDa ) objeveny v roce 1974.
Studie potvrdily vyznam stanoveni autoprotilatek proti maligninu ( AMAS ), které maji
ochranny vliv pfed vznikem maligniho onemocnéni; nedostate¢na tvorba je rizikova. Byla
prokazana také pozitivni korelace mezi hladinou antimaligninovych autoprotilatek a pfeZitim
pacientdi s karcinomy. Radioizotopové znatend antimaligninova protildtka se také pouZiva

jako zobrazovaci test pro lokalizaci tumoru.

I11. Protoonkogeny

Jsou soudasti genomu zdravé buiiky, kam byly vneseny viry nebo byly v genomu
normalné piitomny. Jejich aktivace, zpisobend napf. bodovou mutaci, amplifikaci, translokaci
&i inverzi, vede k pfemé&né na onkogeny. Produkty onkogeni jsou latky proteinové povahy,
plsobici jako rustové faktory. Jejich pisobenim pak miZe dojit k pfeméné normalni buriky na

nadorovou. Nejznamejsi protoonkogeny jsou ras, myc, mdm?2 a bca 1 nebo bea 2.

IV. Tumorové supresorové geny ( antionkogeny )

Jde o geny, které kontroluji mnoZeni buriky. Nejznamejsi z nich je oznaCovan p53; Fidi
tvorbu proteinu, ktery indukuje apoptdzu bun&k. Karcinogenné se projevi mutace tohoto genu
¢i jeho vyfazeni z funkce. K tomu muizZe dojit napf. navazanim produktu onkogenu nebo
bilkoviny tvoiené buitkami infikovanymi nékterymi viry.

Geny koédujici enzymy provadgjici ,,opravy” porufené struktury DNA mohou také
podiéhat mutacim; tyto tzv. ,,DNA mismatch repair genes®, napf. hMSH,, hMLH, gj., byly
prokazany u nemocnych s kolorektalnim karcinomem a jinymi typy zhoubnych novotvart.

I kdyZ vyse uvedené geny jsou typickymi bun&nymi tumorovymi markery, existuji
prace, které dokladaji jejich &asny prukaz v krvi &i jinych biologickych tekutindch. Tak byl
mutovany gen p53 nalezen v modi pacientu s karcinomem mocového méchyfe, mutovany
gen ras ve stolici pacientd s karcinomy tlusté¢ho stfeva a pankreatu a oba tyto geny ve sputu
nemocnych s plicni rakovinou, a to mnohdy roky pfed klinickou manifestaci. Problém pro
praktické vyuziti predstavuje nizka citlivost vysetfeni a zejména velké mnoZstvi rliznych

mutaci onkogeni ( 4 ).
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3.2.9. Nékteré dalSi ukazatele zhoubného nadoru

I. DU-PAN 2

Epitop rozpoznavany touto protilatkou je mucin ( 80% sacharidd ). Nalézi se
v glandularnim epitelu pankreatu a Zlu€ovych cest bilidrniho systému, dale mlééné Zlazy a
bronchil, méné u slinnych Zlaz, Zaludku a stfeva. Pozitivita testu koreluje s CA 19-9 v 70-80%

ptipadiy; patologické zvySeni je u karcinomu pankreatu, Zlu¢ovych cest a jater.

II. CASA ( s nddorem asociovany sérovy antigen )

Patfi do skupiny glykoproteidu, jejichz detekce byla umoznéna piipravou specifickych
monoklondlnich protilatek; je pouZivin pfedevdim u ovaridlnich karcinomi, v kombinaci
s CA 125 se vyrazné zvy3uje senzitivita i pfi urleni primarni diagndzy. Nadéjné se zd4
zjidténi, Ze u plicnich karcinomu je koncentrace CASA pied zahdjenim terapie dobrym

prognostickym indikéatorem.

III. Kyselina sialovéa ( SA )

Timto souhrnnym nazvem se oznaduji acetylované derivaty kyseliny neuraminové.
Zvyené koncentrace SA lze nalézt jednak u onemocnéni spojenych se zmé&nami hladin
reaktantll akutni faze, jednak u malignich nddorovych onemocnéni. V tomto piipadé ma
zvyseni piivod v uvolnéni glykoproteint z membran nadorové transformovanych bunék a je
povazovano za nespecificky marker mnoZstvi nadorové hmoty. Stanoveni SA je dobie
vyuZitelné u vybranych typl nddort { ovarium, mamma, prostata, GIT ) pro rozpoznani
rezidualni choroby, k odhaleni metastaz, k monitorovani progrese onemocnéni ( korelace
s narustem nadorové hmoty ).

LASA ( kyselina sialovd vazana na lipidy ) je marker, kiery je uZivan pro dlouhodobé
sledovani nemocnych s karcinomem prsu, pankreatu, ovarii, prostaty, motového méchyte,
ledvin, GIT i dalSich lokalizaci. Je pravdépodobn& specifiétéj§im ukazatelem nadorového

procesu nez celkova sialova kyselina.
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IV. MIA ( protein s melanom-inhibiéni aktivitou )

Je prokazano, Ze MIA rozpustny protein je uvolitovan z bun€k maligniho melanomu —
exprese MIA je viak zavisla na histologické skladbé nadoru. V nenadorové tkani se vyskytuje
jen ve vyvijejici se a ve zralé chrupavce. Diagnostickd senzitivita MIA je udavana vice nez

80%. Sérové hladiny jsou vyznamné a specificky zvySeny u pacienth s malignim melanomem
( Tab. 4, Obr. 7).

Tab. 4 Zmény hodnot MIA v zdvislosti na probihajici 1é¢b& ( 6 )

odbér proveden terapie MIA ng/ml
zaii 1999 radikalni excize 8,44
prosinec 1999 | sledovani v remisi 11,44
¢erven 2000 mnohod&etné metastazy plic, zahajena imunochemoterapie 46,50
srpen 2000 pokratovani v 1€&bé 62,65
fijen 2000 progrese nalezu v obou plicnich kfidlech , ukonéeni 1é¢by 129,16
listopad 2000 | posledni odbér 236,50
exitus
Monitoring MIA
250~
.5
200
150
Progrese plicai
UkonZeni terapie
100- 129,2
Mnghotatnd mets plie
2ahkdjeni iImunachemoieraple
50- Excise 46,5 82,7
0O -

1/1989
12/1999

672000 8/2000

10,2000
11.2000

Obr. 7 Sledovani pribEhu onemocnéni a efektu ié¢by u melanoblastomu pomoci hodnot MIA (6 )
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V. Polyaminy

Spermidin, spermin a diaminy ( putrescin a kadaverin ) jsou derivaty aminokyselin a
mohou byt pfitomny v mod¢i nemocnych sriznymi nadory, hlavné v pokrodilém stadiu.
Prakticky vyznam ma nyni pouze stanoveni téchto polyamini v mozkomi$nim moku u

meduloblastomu,

VI. Neopterin

Tvoti se pfedevdim ve stimulovanych makrofazich jako soudéast celularni imunitni
reakce na virovou infekci, na intraceluldrné pfetrvavajici bakterialni nebo parazitalni infekei,
na autoantigeny a také na maligné transformované buriky, které produkuji cytokiny aktivujici
makrofagy. ZvySené hodnoty se nalézaji zejména u hemoblastéz, u karcinomu
bronchogenntho, hepatoceluldrniho, prostaty, u nékterych gynekologickych nadori nebo
nadora GIT.

VII. Tumor M2-PK ( nadorovy izoenzym pyruvatkinazy )
Je dimericka forma tetramerniho glykolytického enzymu pyruvatkindzy M2, Jeji
produkce je typicky mimofadng zvy$ena v metabolickém stavu specifickém pro nadorové

buiiky. Vysetfeni je indikovano pfedev§im u karcinomu ledvin, plic a pankreatu.

3.2.10. Perspektivni nadorové markery

I. Mammaglobin

Jde o specificky antigen tkané mlééné Zlazy ( ale téZ nemaligni ); nevyskytuje se vSak
ve tkani mimo prs, jako jsou kupi. mizni uzliny. Patii do rodiny uteroglobinli. Exprese mRNA
pro mammoglobin je nalézana u 70-80% pacientii s primarnim nebo metastazujicim nadorem

prsu.

I1. B305D, GABA®, B726P

Pomoci téchto markerl je moZno detekovat prakticky vSechny druhy pomémé velmi

heterogenniho karcinomu prsu, a to i mikrometastazy v miznich uzlindch nebo kostni dfeni.




111, Aktivator a inhibitor plasminogenové urokinasy ( uPA; PAI-1)

Tyto markery jsou navrhovany zejména jako biologické prognostické ukazatele. Jejich
koncentrace koreluje pozitivné se §patnou progndzou i u pacientek s nepostiZzenymi lokalnimi
miznimi uzlinami a naopak nizka koncentrace ukazuje u této formy na dobrou prognézu
s dlouhodobym pieZivanim. Pravdépodobné podobny vyznam bude mit stanoveni uPA a

PAI-1 u karcinom Zaludku, tlustého stieva, mo¢ového méchyie, ovaria nebo endometria.

IV. Markery rodiny kallikreintt
Nadme&ma exprese genu CDC91L ( na chromozomu 20q11-13 ) se vyskytuje u tretiny

pacientt s karcinomem moéového méchyie.

V. Rozpustny fragment receptoru pro IL-2 (IL-2Ra )
Koncentrace tohoto markeru se ukazuje byt velmi uZite¢nym prognostickym ukazatelem

pro maligni nadory krku a hlavy ( dutina ustni, orofarynx, hypofarynx, larynx ).

VI. Progastrin-releasing peptid ( ProGRP )
VySetfeni tohoto markeru méa byt citlivéjsi a specifitéjdi pro rozpoznani
malobunééného karcinomu plic, neZ je NSE nebo CEA; hodi se pro ¢asn¢ odhaleni navratu

choroby.

VIL Protein S 100 B
Je velmi uZite€ny jako prognosticky indikator melanomu, ktery prokazuje metastazujici
stadia ( II1.— lokalni metastazy, IV.— vzdalené metastizy ) i u pacientti bez klinickych zndmek

melanomu. Je téZ zvySen u glioml a vysoce diferencovanych neuroblastomu.

VIIL Proteiny 14-3-3

Tyto proteiny reguluji ¢etné bun&&né pochody, které hraji dileZitou ulohu v biologii
nadori jako je apoptdza a kontrolni body bunééného cyklu. Bylo identifikovdno sedm 14-3-3
gentl a jeden z nich - 14-3-3¢ je pfimo angaZovén v etiologii nadorového onemocnéni. Ztrata
exprese 14-3-3¢ zvySuje citlivost nadorovych bungk vi¢i konvenénim protinadorovym

lékiim, coZ je moZno vyuZit pii terapii ( 8 ).
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4. PSA A JEHO VYUZITIi V DIAGNOSTICE
ONEMOCNENI PROSTATY
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4.1. Obecna charakteristika PSA

Objev molekuly PSA byva piipisovan Wangovi (1979), aviak poprvé byl PSA
identifikovan v prostatické tkani Ablinem a kol. jiZ v roce 1970. V roce 1971 Hara a kol.
popsali gama seminoprotein ve spermatu, kdyZ se snaZili objevit marker vyuZitelny v
soudnim lékafstvi k identifikaci pachatelii znasilnéni. Pozdéji se ukézalo, Ze se jedna o
identickou latku s PSA. Purifikovan a charakterizovan byl na gelové elektroforéze Wangem a
kol. v roce 1979. Od doby, kdy zacal byt PSA Siroce pouZivan v diagnostice karcinomu
prostaty, vyrazn& vzrostl polet provedenych biopsii prostaty. Disledkem je vySsi zichyt

karcinomu prostaty a detekce ¢asnéjich stadii (12 ).

4.1.1. Struktura a vvskyt PSA

Prostaticky specificky antigen je lidsky kalikrein, glykoprotein o molekulové hmotnosti
33 kDa s aktivitou neutralni serinové protedzy. Jeho molekulu tvofi 237 aminokyselin a jeden
uhlovodikovy fetézec, navazany na aminoskupinu kyseliny asparagové.

PSA je secernovan epitelidlnimi buiikami prostaty lemujicimi aciny a dukty prostatické
tkané. Vyskytuje se piedev§im ve spermatu, kde je jeho koncentrace velmi vysoka (0,2-0,5
mg/ml); nejvyssi koncentrace PSA v téle je v lumen acini. Aby se PSA dostal do krevniho
ob&hu, mus{ pfekonat vyznamnou barieru mezi prostatickym lumen a kapildami krvi,
zahrnujici prostatickou bazalni membranu, stroma, kapilarni bazalni membranu a kapilarmnf
endotelialni buriku.

V séru se PSA vyskytuje ve 2 formach - volny a véazany s alfa-1-antichymotrypsinem
nebo s alfa-2-makroglobulinem. Laboratorné stanovitelny je PSA vazany na alfa-1-
antichymotrypsin (cca 50-90 % stanovitelného PSA) a volny PSA (fPSA-cca 5-50 %
stanovitelného PSA). V pfipadé vazby na alfa-2-makroglobulin je molekula PSA kompletné
uzaviend v této bilkoviné a tento komplex tak tvoii nedetekovatelnou slozku. Sérovy polofas
celkového PSA je 1,9 — 3,2 dny, polotas volného PSA necelé 2 hodiny ( 3 ).

57




4.1.2. Faktory ovliviiujici hodnoty sérové koncentrace PSA

Zvy3enou hladinu celkového PSA v séru muZeme pozorovat u karcinomu prostaty,
avsak 1 u jinych onemocnéni, napf. benigni hyperplazie prostaty (BHP), zané&tu prostaty, pii
akutni retenci mo¢i, po nékterych urologickych manipulacich, ale téZ i po pohlavnim styku.
Semjonow a kol. pfi zhodnocovani vy$sich hodnot PSA pfi akutni mo&ové retenci prokazali,
Ze béhem 24-48 hodin po odhaleni a zaléCeni retence klesnou hodnoty PSA o 50 %. Zvy3ené
hodnoty PSA pfi akutni prostatitid¢ se po adekvatnim pteléfeni vraci k normé béhem 6-8
tydna.

Po biopsii prostaty je nutno na objektivni vysledek pockat pfiblizné 6 tydni. Vyssi
ptitomnost PSA zfejmé souvisi s poru$enim bazalni membrany epitelu prostatickych bunék a
kontaktem obsahu prostatickych tubuli s krevnim fedi§tém. PiestoZe polofas PSA v séru je
1,9-3,2 dny, v pFipad¢ biopsie jde o doprovodnou zanétlivou reakci, ktera hladinu PSA drZi na
vyssi Grovni jesté po n€kolik tydni. Po transuretralni resekci prostaty se koncentrace sérového
PSA zvySuje; k bazalni hlading se hodnoty PSA navraceji ptiblizn& po dobu 20 dni.
Vysetfeni per rektum jiZ v soucasnosti neni pokladano za zdroj zvySeného PSA, stejné jako se
vétiina autort téZ pfiklani k nazoru, Ze ani b&Zznd katetrizace, cystokopie a transrektalni
sonografie klinicky signifikantné nezvy3uji hodnoty prostatického specifického antigenu.

S narustem medikamentézni 1é¢by benigni hyperplazie prostaty se pozornost soustiedila
také na mozZnost ovlivnéni hodnot PSA touto lé¢bou. Po 6-mésiéni 1é¢bé blokatory 5-a-
reduktdzy (u muZa bez karcinomu prostaty ) dochazi k poklesu sérové koncentrace PSA v
pruméru o 50 %. Oproti tomu alfa-blokatory hodnoty PSA vyrazngji neovliviluji.

V neposledni fad€ je tfeba zdiraznit, Ze hodnoty PSA se mohou lidit v zivislosti na

pouZiti niznych metodik vySetfeni a diagnostickych souprav od riiznych vyrobeu { 12).

4.2. PSA a Kkarcinom prostaty

4.2.1, PSA screening

Screening je definovan podle Svétové zdravotnické organizace ( WHO - ,,World Health

Organization® } jako vyhledavaci vy3etfeni, vybérovy test zjidfujici osoby nemocné a
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odlidyjici je od osob zdravych. Osoby pravdépodobné nemocné se vySetiuji dale, aby se u
nich stanovila konetna diagnéza a po jejim potvrzeni se zadala adekvatni 1é¢ba. Cilem
screeningu je zachyceni &asnych ( léitelnych ) stadii onemocnéni a sniZeni mortality
onemocnéni.

V ptipadé screeningu PSA se vyuZiva jeho relativné vysoké specificity pro karcinom
prostaty, pfi¢emZ existuji ¢tyfi piistupy, jak sniZit dmrtnost na karcinom prostaty :

1. prevence

2. zlepSeni ¢asné diagnostiky

3. zlep3eni uéinné lé¢by lokalizovaného onemocnéni

4. objeveni novych lé¢ebnych postupi pii pokrogilém onemocnéni.

Prevence je obtiZzna, nebot’ etiologie karcinomu prostaty neni pfesn€ zndma. Nejslibng&jsi
cestou se zda v¢asna diagnéza, kterou je mozné dosdhnout screeningem muZi od urdité
v&kové hranice; v piipadé PSA neexistuje jednotny nazor,u kterych vékovych kategorii by se
mél screening provadét. ACS ( ,,American Cancer Society” } doporuCuje screening u viech
muzZi starSich 50 let, naproti tomu mezindrodni studie ERSSPC ( ,,European Randomized

Stusy of Screening for Prostate Cancer ) zahrnuje nasledujici vékové skupiny :

pro Evropu 55-70 let
pro Kanadu 45-74 let
pro USA  60-74 let
V piipadg hereditdrni formy karcinomu prostaty ( autosomalné dominantné dedicné
onemocnéni ) je doporuovan screening jiz od 40 let véku.
Bezpochyby nejmensi pravdépodobnost, Ze karcinom prostaty zlstane nepoznédn, je pfi
trojkombinaci téchto screeningovych vySetieni :
- vySetfeni per rectum
- stanoveni specifického prostatického antigenu ( PSA )

- transrektalni ultrasonografické vysetieni prostaty ( TRUS ) s moZnosti biopsie
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Pii vy$etfeni se doporutuje dodrzovat zdkladni algoritmus ( Obr. 8 ), ktery zaruduje

vysokou pravdépodobnost zachytu karcinomu prostaty.

vysetfeni per rectum
abnormélni nélez normélni nilez
h
PSA
‘/‘\
> 10 ng/ml 2,1 - 10 ng/ml <2 ng/ml
A 4
vit PSA
<0,15 >0,15
¥ 1

biopsie prostaty - A 4 —
event. transrektalni ultrasonografie !‘011"0[“1 vySetfeni
prostaty s biopsii Jjednou ro¢né

Obr. 8 Algoritmus diagn6zy karcinomu prostaty { 12 )

Je ziejmé, Ze screening vede k diagnéze zvySeného poftu karcinomu prostaty a
onemocnéni niz§itho stadia. Velmi &asto je rovnéz diagnostikovan latentni, klinicky nezavazny
karcinom prostaty, ktery neohro2uje zdravi pacienta v prib&hu zbyvajiciho Zivota a ktery neni
tieba 1€Cit. Screening je tedy rovndZ vyuZivan k rozliSeni klinicky zavaZzného karcinomu
prostaty, u néhoZ je nezbytna okamzita lé¢ba, a klinicky nezdvazného karcinomu, jehoZ 1é€ba

neni nutna ( 12).
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4.2.2. PSA a detekece karcinomu prostaty
Rozliseni karcinomu prostaty a benigni hyperplazie prostaty

Uspéch onkologické terapie je témé&t vidy zavisly na vEasném rozpoznani zhoubného
tumoru a piesném stanoveni diagnézy. VySetfeni sérové koncentrace PSA je bé&Zné
pouZivanou metodou v diagnostice karcinomu prostaty. Pfestoze PSA v kombinaci s
vySetfenim per rektum zlepsilo detekci karcinomu prostaty a v¢asnost diagnézy, je vice nez
40 % tumori odhaleno az v lokalné pokro¢ilém nebo metastatickém stadiu.

Nejvétsim problémem pii stanovovani sérové koncentrace PSA zlstdva definovat
hranici, nad kterou se hodnota PSA povaZuje jiZ za zvy$enou. Diskriminaéni ( referenéni )
hranice pro hodnoceni zvysené hladiny nddorovych markeru pfi diagnostice primarniho
nadorového onemocnéni je definovana jako koncentrace, pod niz lezi vétsina sérovych hodnot
zdravych lidi i nemocnych s benignim onemocnénim.

Cim niZe tuto hranici stanovime, tim vy$3i senzitivity testu dosahneme, aviak naopak za cenu
nizké specifity. Pokud hranici pro normalni hodnotu stanovime pfili§ vysoko, pak specifita
vyrazné vzroste, aviak na ukor senzitivity.

Senzitivita nadorového markeru ( spravna pozitivita ) udava pravdépodobnost, podle niz
vysiedek bude pozitivni, je-li nador piitomen. Specifita ( spravna negativita ) vyjadiuje
pravdépodobnost negativniho vysledku u lidi bez maligniho onemocnéni.

Hranice referenéni hodnoty byla arbitrarné stanovena na mezinarodng€ uznavanou
hodnotu 4 ng/ml; v soudasné dob& viak s védomim, Ze aZz 20 % pacientll s karcinomem
prostaty ma hladinu PSA niZ8i neZ 4 ng/ml. Daldim problémem je nizka specifita PSA pfi
hodnotach 4,0-10,0 ng/ml. Hovofime o tzv. diagnostické Sedé zdéné, ve které se karcinom
prostaty vyskytuje pouze u 25 % viech vySetfenych pacientii ( Obr. 9).

Senzitivita PSA je ve vztahu k detekei karcinomu prostaty uvadéna mezi 68-80 % a
specifita mezi 49-90 %. Hledaly a hledaji se proto dal§i zphsoby, jak zvysit senzitivitu a

specifitu PSA vy3etieni a zptesnit tak diagnostiku karcinomu prostaty.
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|___PSA Pravdépodobnost karcinomu % PSA Pravdépodobnost karcinomu
2 ng/ml 1% 0-10% 56%
2-4 ng/ml 15% 10-15% 28%
4-10 ng/ml 25% 15-20% 20%
> 10 ng/ml > 50% 20-25% 16%
>25% 8%

Obr. 9 Pravdépodobnost vyskytu karcinomu prostaty v zavislosti na sérovych hodnotich PSA a fPSA
MuZi s negativnim vygetfenim per rectum,bez ohledu na vék ( 3 )
Snahy o zlep3eni senzitivity a specificity vyustily v hodnocen{ hladin PSA v rtznych
souvislostech. Radime sem vékové specificky PSA, pomér volného a celkového PSA ( fit
PSA), PSA denzitu { PSAD ) a PSA velocitu ( PSAV ).

I. Volny PSA (fPSA — PSA free)

Z)isténi, ¢ PSA existuje v séru v né€kolika riznych molekularnich formach, a Ze
koncentrace a pomé&r téchto forem se li§i u malignich a benignich onemocnéni, reprezentuje
dal$i vyznamny pokrok v diagnostice ¢asného, potencidlné kurabilniho karcinomu prostaty a
jeho odliSeni od benigni hyperplazie prostaty. V pfipadé benigniho onemocnéni je v séru
vy83i podil volné formy PSA. Divodem by mohla byt existence riznych izoforem enzymu.
Izoelektricky bod molekul PSA nemocnych s benigni hyperplazii prostaty lezZi v oblasti pH
vyrazné niz$i nez u nemocnych s karcinomem prostaty, coZ by mohlo byt zpiisobeno riiznym
glykosylaénim procesem PSA v dysplastickych a malignich buiikach. Tento rozdil by se mohl
ve svém disledku projevit rozdilnou vazbou PSA na alfa-1-antichymotrypsin event. alfa-2-

makroglobulin.
II. Pomér volného a celkového PSA (f/t PSA)

Pomér volny/celkovy prostaticky specificky antigen (fit PSA) je u pacientl

s karcinomem prostaty signifikantn€ niZ8i, nezZ u pacient s benigni hyperplazii prostaty.
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Uréeni hraniéni hodnoty podilu volného PSA pro klinickou praxi je komplikovino
¢asteCnou zavislosti podilu volného PSA na veéku pacienta, velikosti prostaty a koncentraci
celkového PSA. Je nutné také zduraznit, Ze hrani¢ni hodnoty volného PSA se lisi, pokud jsou
kombinovany rizné metodiky vySetfeni volného a celkového PSA od riznych vyrobeu.

Catalona a kol. ve své studii zji¥t'ovali procento volné frakce PSA pfi hodnotich PSA
mezi 4,1 az 10,0 ng/ml a dospéli k zavéru, Ze muZi s karcinomem prostaty s normélni nebo
jen mirné zvétSenou prostatou maji niZdi procento volného PSA neZz pacienti s benigni
hyperplazii prostaty. Na zakladé Cohenovy studie pacientii s hodnotami volného PSA mezi
hodnotami 2,5 az 10 ng/ml byla za fyziologickou stanovena hodnota vice nez 25% volného
PSA pfi hladiné celkového PSA mezi 4 aZz 10 ng/ml. Pfi téchto hodnotach je dosahovano 95%
senzitivity a vyhneme se 20% zbyte¢nych biopsii u pacientil bez karcinomu prostaty. Partin a
kol. stanovili horni hranici normalniho procenta volného PSA na 20% za predpokladu
celkového PSA mezi 4 aZ 10 ng/ml, coZ me&lo za nasledek usetfeni 29% pacientl zbytetné
punkce. Na zdkladé téchto studii je patrné, Ze stanoveni poméru volného PSA p#i hodnotach
celkového PSA mezi 4 aZz 10 ng/ml zvy3uje specificitu detekce karcinomu prostaty v tzv.
Sedé zong.

Nektefi autofi ve svych studiich prokazuji zévislost resp. nepfimou Umeéru mezi
pomérem f/t PSA a PSA. MuZi s vy$8imi hladinami PSA maji niZ$i hodnoty poméru f/t PSA.
poméru f/t PSA vyS8i, neZ pacienti s vy$§imi hodnotami PSA. K potvrzeni této hypotézy, a
event. vytvofeni serie ,,cutpointi” pro rizné hodnoty sérové koncentrace PSA, je tieba dalSich

studii.

III. PSA denzita ( PSAD)

V roce 1990 poukézal Babaian jako prvni na vyznam sérové hladiny PSA ve vztahu k
objemu prostaty a zavedl termin PSA denzita (PSAD); jde o pomér hodnoty celkového PSA
(ng/ml) k objemu prostaty ( cm’ ). Senzitivita PSAD neni pfili§ vysoka vzhledem k velké

variabilité ve vysledcich sonograficky méfeného objemu prostaty.
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Seaman a kol. zjistili, Z¢ PSAD bylo u pacienti s karcinomem prostaty signifikantné

vy$3i oproti nemocnym bez ndlezu karcinomu prostaty. Pro rozlieni benigni hyperplazie a
karcinomu prostaty doporuéili rozhrani PSAD 0,15, které zlepSuje specifitu PSA aZ o 50 %.
Pozdéji se viak ve velké multicentrické studii ( Catalona a kol. ) prokazalo, Ze pouZiti této
hranice by sice vedlo ke sniZeni podtu provedenych biopsii o vice nez 50 %, senzitivita
vySetfeni se v3ak pohybuje jen okolo 52%, coZ zpusobuje, Ze neni detekovano aZ 50 %
karcinomi prostaty. Tyto vysledky vedly nékteré autory k posunu hranice PSAD na 0,1, kdy
dochézi k redukci poétu biopsii o 24-42 %, ale neni detekovédno pouze 20 % karcinomu
prostaty.
Zda se tedy, Ze PSA denzita neni vhodnym diagnostickym testem, ktery by zpfesnil detekci
karcinomu prostaty a ktery by dokazal zabranit zbytenému provadéni biopsii prostaty u
pacientl, ktef{ maji sérovou koncentraci PSA mezi 4 a 10 ng/ml, normélni vySetieni per
rektum a nemaji nador prostaty.

Ve snaze zlepit specificitu diagnostické metody se v posledni dobé soustiedi pozornost

na vypocet PSA denzity pouze tranzitorni ( Sedé ) zény.

IV. PSA denzita pfechodné zény ( PSA-TZ)

Obdobné jako PSAD ize stanovit také parametr PSA-TZ (pomér PSA a objemu
piechodné z6ny). Pfechodnou zénou je nazyvéna centralni oblast prostaty obkruZujici
modcovou trubici, odkud vychazi benigni hyperplazie prostaty. Z této oblasti vychazi pouze 10
az 15 % karcinom? prostaty.

Djavan a kol. v multicentrické studii uvadgji, Ze hodnoty f/t PSA (pomér voiny/celkovy
PSA) a PSA-TZ byly nejsilngj$imi parametry pro diferenciaci mezi benigni hyperplazii
prostaty a karcinomem prostaty. Zarovefi prokazali signifikantné niz8i hodnoty PSAD a PSA-
TZ u pacienti s v&tSim objemem prostaty a tranzitorni zoény. U pacienti s hodnotou
celkového PSA pod 10 ng/ml stanovili hraniéni hodnotu PSA-TZ 0,35 pfi prediktivni hodnoté

74% zachycenych karcinom prostaty.
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V. Vékové specificky PSA

Standardni referenéni pasmo PSA je 0,0-4,0 ng/ml. Oesterling a kol. v3ak jiZ v roce
1993 poukazali na to, Ze horni hranice PSA by méla byt stanovovana v zévislosti na véku
vySetfovanych pacientii ( Tab. 5) . Celkovy pfiristek PSA v celoplo$né muzské populaci byl

stanoven na 3,2 % za rok resp. 0,04 ng/ml/rok.

Tab. 5 Referen&ni hodnoty PSA pro riizné vékové kategorie (9 )
vék pacienta referenéni hodnoty PSA [ ng/ml )
hodnoty stanovené Oesterlingem ( 95% specifita )
40 - 49 0,00-2,5
50~ 59 0,00 -3,5
60 — 69 0,00 -4,5
70-79 0,00 —6,5
hodnoty stanovené Andersonem
40 ~ 49 0,00-1,5
50-59 0,00-25
60 - 69 0,00 - 4,5
70-179 0,00-7,5

V1. PSA velocita ( PSAV)
PSA velocita vyjadfuje vzestup hladiny PSA v uréitém &asovém obdobi;nejastéji

v ¢asovém useku 1,5 az 2 let.

V roce 1992 Carter a kol. publikovali moZnost vyuziti PSA velocity ke zlepSeni detekce
karcinomu prostaty; autor uvadi vy38i PSAV u muZi s karcinomem prostaty ve srovnani s
muzi bez karcinomu prostaty jiZ 5 let pfed stanovenim diagnézy.

Rychlost vzestupu PSA (PSAV) z4visi na agresivité tumoru. U zdravych jedinct je 0,04
ng/ml/rok, u pacientl s benigni hyperplazii prostaty je 0,07-0,27 ng/ml/rok a u pacientu
s karcinomem prostaty je 0,75 ng/mlirok a vy38i (72 % senzitivita, 95 % specificita).
Podle Cartera pouze u 5 % muzi s hodnotou PSAV vys3i nez 0,75 ng/ml/rok nebyl zachycen
karcinom prostaty a 70 % mu2i s diagnostikovanym karcinomem prostaty mé&lo hodnotu
PSAV vyssi nez 0,75 ng/ml/rok.

V souCasné dobé hlavni vyuziti PSA velocity spo¢iva v moZnosti detekce karcinomu

prostaty pfi hladiné PSA mensi nez 4,0 ng/ml, ve zlep3eni indikagnich kriterii pro opakované
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biopsie prostaty pfi PSA vys§im neZ 4 ng/ml a rovnéZ k monitoringu vysledku radikalni 1é&by

karcinomu prostaty.

VII. Zdvojovaci ¢as PSA ( PSA doubling time — PSADT )

PSADT je &as, béhem kterého dojde ke zdvojnasobeni koncentrace PSA v séru. Ve
srovnani s PSA velocitou je PSADT parametr nezavisly na pivodni hodnoté PSA.

Nadorové buiiky se pfi recidivé karcinomu prostaty po radikalni prostatektomii mnoZi
exponencialng, Z toho plyne linedrni zavislost logaritmu PSA na ¢ase. PSADT vypodlteme
tak, Ze délime pfirozeny logaritmus 2 smémici pfimky ziskané z grafu lineamni zavislosti
logaritmu PSA na Case.

Zd4a se, e pomoci PSADT lze rozliit lokalni recidivu od metastatického postiZeni
pacientll po radikalni prostatektomii, a tak ovlivnit 1é¢bu a zpfesnit pfedpovéd’ ptedpokladané
délky Zivota. PSADT bylo pouZito ve studiich, které se snaZily odliit recidivu po radikalni
prostatektomii od generalizace, a bylo zjiténo, Ze pfi metastatickém postiZzeni byla primérna
hodnota PSADT 4,3 mésice, zatimco pii lokdlni recidivé se tato hodnota pohybovala okolo
11,7 mésici.

Pound a kol. navrhli pro PSADT cut-off hodnotu 10 mésich a uvad&ji, Ze tato hranice
nejlépe rozlidi lokalni recidivu od metastatického onemocnéni po radikalni prostatektomii. Na
zdkladé této hranice vytvofili algoritmus pfedpovidajici pravdépodobnost vzniku
metastatického postiZeni pfi biochemické relapsu po radikalni prostatektomii.

Je zfejmé, ¢ PSA doubling time hraje vyznamnou roli pfi stanoveni prognézy u

pacientl po radikalni prostatektomii ( 9 ).

4.2.3. RT — polymerazovia Fetézova reakce PSA ( RT-PCR PSA )

PiestoZe screening s vyuZitim PSA vedl ke vzestupu zichytu méné€ pokrocilych stadii
karcinomu prostaty, u jedné tietiny a? poloviny pacienti podstupujicich radikdlni
prostatektomii pro lokalizovany karcinom prostaty dojde k relapsu onemocnéni,

Metoda RT-PCR piedstavuje rychlou a citlivou metodu, slouZici ke zjist&ni generalizace

prostatického karcinomu na zdkladé identifikace jediné buiiky produkujici PSA v mnozstvi
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jinych buné&k ( jedna PSA produkujici buitkka mezi 107 az 108 leukocyty ). Metoda vyuZiva
reverzni transkriptazu k vytvoieni kopii DNA ze vSech mRNA transkriptl, nasledovanou
PCR amplifikaci tkaiiové specifického genu pro PSA.

Neékolik na sobé& nezavislych studii prokazalo, Ze vysledky vy3etfeni séra pomoci RT-
PCR u pacienti sbenigni hyperplazii prostaty jsou negativni, zatimco u pacientt
s generalizovanym onemocnénim jsou vysledky pozitivni.

Vyznam nélezu bunék exprimujicich gen pro PSA v cirkulaci pomoci RT-PCR musi byt
dale detailng prozkouman, nebot’ neexistuje dikaz o tom, Ze by jedina prostatickd burika
cirkulujici v krevnim ob&hu musela nutné byt nositelem genetickych zmén vedoucich k vy3si

invazivité ¢i k tvorbé vzdalenych metastaz.

4.3. Budoucnost tumorovych markeri v diagnostice
karcinomu prostaty

PSA stile zustava nejvyznamnéj$im tumorovym markerem pfi detekcei a sledovani
karcinomu prostaty. ProtoZe neni markerem idedlnim, existuje mnoho odvozenych parametru,
které zlepduji jeho vyuZiti.

V nejbliz8i budoucnosti PSA ziejmé¢ zustane v béZné klinické praxi nejrozsifenéjs$im
markerem karcinomu prostaty, lze vSak ofekavat prosazovani dalSich markerti. Mezi né€ patii
napf. membranovy antigen specificky pro prostatu, ktery byl popsin vroce 1987
Horoszewitzem a kol. Mezi nové slibné markery miZzeme zafadit labeling index Ki-67, ktery
Jje exprimovan ve vSech fazich bunééného cyklu kromé Gy a je markerem bunééné proliferace.
Ve vztahu ke karcinomu prostaty je intenzivné studovan tumor supresorovy gen p53. Blizsi
porozuméni uloze angiogeneze u karcinomu prostaty vedlo ke studiim, které hodnoti
mikrovaskularni denzitu ( MVD ) jako prognosticky faktor karcinomu prostaty. Nékolik studii
zjistilo pifimou zavislost mezi mirou MVD a patologickym stagingem karcinomu prostaty.
Nekolik autord pouZilo stanoveni lidského glanduldmiho kallikreinu 2 ( hK2 ) k odliSeni

pacient s benigni hyperplazii prostaty od téch ktefi onemocnéli karcinomem prostaty.
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Nejnovéjsim markerem prostatického karcinomu je alfa-methylacyl CoA racemaza
(AMACR). Znamou imunohistochemickou pomickou udiferencialni diagnostiky
prostatického karcinomu jsou protilatky zna&ici bazalni vrstvu epitelu prostaty (34BE12, p63,
cytokeratin 5/6); tyto metodiky maji v8ak &etna omezeni (oblas chyb&ni v benignich
carcinoma-like lézich jako jsou atrofie, postatrofickd hyperplazie a adenosis ). Protilatka
AMACR (P504S), ktera je specifickd pro karcinom a jen ojedinéle a slabé pozitivni
v benignich Iézich, je o produktem poruchy AMACR genu, ktera se plivodné nasla u pacienti
s familiarnim karcinomem prostaty. Nasledné byla vyrobena protildtka pro imunohistochemii
a v riznych studiich zaméfenych na diagnosticky obtiZzné biopsie prostaty byla jeji specificita
79-100% a senzitivita 82-100%. Protilitka znaéi i vzacné&j§i varianty prostatického

karcinomu.
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5. HISTOLOGICKE VYSETRENI V DIAGNOSTICE
KARCINOMU PROSTATY
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PSA je jako tumorovy marker vysoce specificky pro tkan prostaty, aviak jeho specifita
neni 100%. Proto je uréeni hodnoty PSA jednim z fady stanoveni, ktera se pii podezfeni na
maligni onemocnéni prostaty provadgji, jeho vypovidaci hodnota v3ak ziskava na vaze aZ
v kontextu s vysledky dalSich vy$etfeni.

Je-1i u pacienta zaznamenén vyrazny narist hodnoty PSA, nebo je-1i po vy3etieni per
rectum odhalen abnormalni nalez, doporuéuje se provedeni biopsie prostaty , resp.
transrektalni ultrasonografie prostaty s pfipadnou biopsii. Materidl pro vy3etfeni je rovnéz
mozno ziskat pii provedeni transuretralni resekce prostaty.

Ziskany material je podrobovan histologickému vy$etfeni, b€hem ného? je sledovana
ptitomnost ¢i nepfitomnost nadorovych struktur, popf. stupeii diferenciace nadorovych bun€k

a procentualni zastoupeni nadorovych bunék v daném vzorku tkanég.

5.1. Material pro vySetieni

I. Punkéni biopsie
ViZdy se zpracovava veskery zaslany material. KaZd4 punkce se natahuje na zvlastni

sklo a prokroji se v dlouhych sériovych fezech. Pouziva se zdkladni HE barveni.

II. Transuretralni resekce
Pokud neni klinické podezfeni na moZnou nadorovou etiologii, zpracovava se vétsina

materialu (zhruba 2/3).
Existuje-li sebemensi klinické podezieni na moZné nadorové onemocnéni, zpracovava
se material cely ( naptiklad jmenovité vypsand suspekce na piitomnost karcinomu, vyssi PSA,

metastazy neznamého ptivodu, atd. ).

5.2. Stanoveni stagingu a gradingu

5.2.1. Staging
Jde o soubor hodnoceni jednotlivych klinickych pfiznakd, které charakterizuji rozsah

nadoru.
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a ) Klinicka klasifikace

TX - primarni tumor nemuZe byt posouzen

TO - primarmni tumor neni detekovan

T 1 - klinicky nedetekovatelny tumor { nepalpovatelny a nezobrazitelny Zadnou metodou )
Tla - tumor je nalezen nahodng histologicky, tvoff méné nez 5% tkané
T1b - tumor je nalezen nahodné histologicky, tvofi vice nez 5% tkané
Tlc - tumor byl nalezen v punkéni biopsii

T 2 - tumor pfitomen pouze v prostaté : T2a - tumor infiltruje jeden lalok

| T2b - tumor infiltruje oba laloky
T 3 - tumor pfertista pouzdro prostaty : T3a - tumor pfertsta pfes pouzdro

T3b - tumor pierista do semennych vackh

T4

tumor je fixovan &i infiltruje dalsi okolni struktury ( mimo semennych vacka )

b) Patologicka klasifikace
pT2 - tumor omezen na prostatu : pT2a - infiltrace 1 laloku
pT2b - infiltrace obou lalokl
pT3 - extense mimo prostatu : pT3a - tumor roste pfes pouzdro prostaty
pT3b - invaze do semennych vackn

pT4 - invaze do modového méchyfie a rekta

¢) Posouzeni stavu regionalnich uzlin
NX - regionalni lymfatické uzliny nemohou byt posouzeny
NO - bez metastaz v regiondlnich uzlinach

N 1 - metastdza ¢i metastazy v regionalnich lymfatickych uzlinach

d) Vzdalené metastazy
MX - vzdalené metastazy nemohou byt posouzeny
MO - bez vzdalenych metastaz
M1 - vzdélené metastazy : Mla - lymfatické uzliny ( krom& regiondlnich )
Mlb - kost

Milc - jiné lokalizace
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5.2.2. Grading
Grading je oznafeni pro hodnoceni stupné zralosti bun&k nadorového loZiska.

Uznévanym a vieobecné uzZivanym typem hodnoceni je tzv. Gleasonské skore, které vychazi
z urteni stupné diferenciace bunék ve dvou nejvétsich nadorovych lozZiscich sledované tkanég.
Kazdé z t&chto loZisek je ohodnoceno ¢&iselng ( Obr, 10 ), soudet obou &isel pak udava
hodnotu Gleasonského skore, na jehoz zékladé se rozliduji 4 stadia nadori prostaty :

G, : Gleasonske skore 2 — 4, dobie diferencovany tumor

G; : Gleasonské skore 5 — 6, stiedné diferencovany tumeor

G3: Gleasonské skore 7, sttedné aZ $patné diferencovany tumor

G4 : Gleasonské skore 8 — 10, spatné diferencovany tumor

Obr. 10 Diferenciace bungk pro hodnoceni Gleasonského skore

5.3. Detekce bazalnich bunék

Prostata se sklad4 ze stromatu (vazivo, hladkd svalovina) a Zlazek. Zlizky maji
nepravidelny tvar, &asto sdrobnymi papilami. Vystelka je tvofena nizce kolumndlnimi

buiikami se svétlou cytoplasmou a pravidelnymi, okrouhlymi jadry ( jsou mald, nejasné
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definovana ). Zevne od této vrstvy se nachazi vrstva bazalnich bunék pfiblizn& kuboidalniho
tvaru.

Vrstva bazalnich bun&k je pozitivni na vysocemolekularni ( HMW ) cytokeratin. Jedna
se o intermedialni filamentarni cytoskeletalni protein nezbytny pro vyvo) a diferenciaci
epitelidlnich bunek. Reakce smonoklonalni anti-HMW cytokeratinovou protilatkou ma
zasadni diagnosticky pfinos: v nadorovych Zlazkach ( zpravidla ) chybi, ve vétsin€ benignich
proliferaci je pfitomna. O Malley pozoroval pozitivni zbarveni bazalnich bunék u 47 piipada
benignich prostatickych 1ézi ( aplazie, fibroepitelidlni uzel, postsklerotickd hyperplazie,
hyperplazie bazalnich bunék, .. ), zatimco 21 pfipadli drobnych acindrni adenokarcinomii

nevykazovalo Zadnou reaktivitu ( 16 ).

5.4. Histologicka analyza

Na péti vzorcich prostatické tkané budou demonstrovany nékteré typické nalezy ziskané
pfi histologickém vySetteni. Ke sledovani byl pouZzit mikroskop Olympus AX 70 ( Olympus,
Japan).

1) Pacient &. 1

- vk 69 let, k analyze byl odeslan vzorek tkdng ziskané jehlovou biopsii

Nalez : V prouZcich prostatické tkané z punkéni biopsie prostaty byla zastizena mirna
hyperplazie prostaty a normalni acinarni prostatické Zlazky ( Obr. 11 ). Mikroacinarné
uspofadany adenokarcinom ( Gleasonské skore 5 )} zaujima v preparitu méné nez 10%
vySetfované tkané; neobjevuje se polymorfie jader, v nékterych jadrech je mozno zaznamenat
probihajici mitézu ( Obr. 12 ). HMW vySetfeni prokazalo bazalni buiiky ( Obr. 13, 14 ). Dany

nalez je mozZno pokladat za normalni.
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Obr. 11 ( zvétSeno 200x )
Obr. 12 ( zvitieno 200x )

HEN: X1 S v i S 3 &
. (! A 4

4

h.:.i..r-w.l.




p N
5
’l
)
75

Obr. 13 ( zvétSeno 100x )
. «
Obr. 14 ( zvé&tieno 200x )




2 ) Pacient . 2

- v&k 64 let, k analyze byl odeslan vzorek tkané ziskané jehlovou biopsii

Nalez : V prouZcich jehlové biopsie jsou znamky myoadenomatdzni hyperplazie prostaty,
pfesvédCivé maligni nadorové struktury nebyly zjiSt€ny. V3echny Zlazky maji

v imunohistochemické reakci HMW pfitomny zietelné zbarvené bazalni buiiky ( Obr. 15,16 ).

- =

Obr. 15 ( zvétSeno 200x )

:"*r. , i : . a~ & — w *

Obr. 16 ( zvétSeno 400% )
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3 ) Pacient &. 3

- v&k 74 let, k analyze byl odeslan vzorek tkang ziskané jehlovou biopsii

Nalez : Mikroskopicky krom& myoadenomatézni hyperplazie prostaty ( Obr. 17 ) zastiZeno
loZisko stfedné diferencovaného mikroacinarné uspofddaného adenokarcinomu. Hodnota
Gleasonského skore byla stanovena souttem 3+4=7 ( Obr. 18 ). Nadorem je postiZzeno

piibliZn& 20% vysetfované tkané&. HMW vy3etieni v inkriminovaném loZisku neprokazalo

pfitomnost bazalnich bunék.

Obr. 17 ( zvétSeno 200x% )




Obr. 18 ( zvétieno 200= )

4 ) Pacient ¢. 4
- vé&k 81 let, analyze byl odeslan vzorek tkané ziskané jehlovou biopsii
Nalez : Mikroskopicky zastiZen stfedn¢ diferencovany prostaticky adenokarcinom, pfevazné

mikroacinarné uspofddany, Gleasonské skore 7 ( Obr. 19 ).

e

Obr 19 ( zv&tienoc 200x )
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5)Pacient &. 5

- v&k 70 let, material k analyze ziskan transuretralni resekci prostaty, k mikroskopovani bylo
pfipraveno vét$i mnozZstvi hrubsich tkafiovych #izka prostaty

Nalez : Sledovana tkaf je prostoupena intenzivné rostoucim adenokarcinomem ( Obr. 20 ),
ktery je misty disociovany a penetruje do svalové tkan& ( Obr. 21 ); Gleasonské skore 10. Na

detailu je zfeteln& patrna polymorfie jader nadorového infiltratu ( Obr. 22 ).
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Obr. 20 ( zvétdeno 100x )




Obr. 21 ( zvétieno 200x )
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Obr. 22 { zvétSeno 400x
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6. DISKUZE
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Zhoubné novotvary patii hned po onemocnéni kardiovaskuldrniho 1stroji k nejéastéjSim
pfiinam Gmrti ve viech civilizovanych statech. Mortalita zplisobena vyskytem maligniho
onemocnéni vzrostla ze 4% vroce 1909 na vice nez 20% v devadesatych letech. Tato
tendence vedla k rozvoji novych diagnostickych metod, jejichz hlavnim cilem je odhaleni
pfitomnosti nadorového bujeni v organismu v jeho po&ateénich stadiich. VEasny zichyt
onemocnéni totiZ zvy3uje pravdépodobnost udinnosti 1é¢by a zlepSuje prognézu daného
onemocnéni.

Mimo klasickych zobrazovacich metod, které jsou v diagnostice nadort jiZ tradiéné
vyuZivany, se velmi vyrazn€ rozviji oblast laboratornich stanoveni nédorového rustu.
Zéakladem téchto testi je stanoveni koncentrace tzv. tumorovych markerd, coZ jsou latky
vznikajici v organismu ve zvy$ené mite v disledku pfitomnosti a vyvoje maligniho procesu.
Tyto latky je mozZné zachytit a stanovit v télnich tekutinach ( krev, krevni sérum ), popf.
s vyuzitim imunohistochemickych metod v barvenych preparatech vySetfované tkané.

K nejéastéji pouzivanym a nejroziifenéj$im metoddm stanoveni nadorovych markeru
patii zékladni imunochemické testy, které uréuji marker jako antigen. K jeho zachyceni je
tedy vyuZita specificka protilatka, kterd, je-li pfidavina ve zndmém mnoZstvi, umoZiuje i
kvantifikaci nadorového markeru. Protilatka je znaena enzymem nebo radioaktivnim
izotopem, coz umoziiuje konefnou detekci vznikajictho komplexu tomorového antigenu
s protilatkou v automatickém analyzatoru.

Tento typ stanoveni je relativngé levnou metodou s pomémé sluSnou vyt€Znosti, jeho
nevyhodou je v3ak niZii citlivost pfi nizkych koncentracich niddorového markeru, kdy neni
stanoveni dostateén¢ prukazné.

V piipadé vZiti detekéniho systému s radioaktivnim izotopem je nutné pracovat se zvySenou
opatrnosti a postupovat dle predepsanych norem, které mimo jiné uvad&ji i zplsob likvidace
nebezpecného radioaktivniho odpadu, coz muZe byt pro nékterd zdravotnickd zafizeni
ekonomicky zatéZujici.

Nejnov&jsi metody stanoveni tumorovych markerti vychéazeji z poznatki molekularni
biologie. Jejich zakladem je stanoveni numerickych odchylek pfimo v genomu podezielé

buiiky. Nespornou vyhodou této metody je odhaleni maligni zmény buiiky jiZ na Grovni
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genomu, coZ umoziuje zachyceni nadorovych zmén u velmi malého poétu bunék, které jesté
nepfedstavuji solidni nadorové lozisko.

V porovnani s imunochemickymi metodami jsou metody molekularni biologie citliv&jsi, jsou
v8ak vyrazné finan¢éné naro¢né. VyZaduji nejen specidlni analytické vybaveni, ale i velmi
zkuSeny personal, nebot’ prace s genetickym materidlem je znacné ndchylna k chybam
zplisobenym v preanalytické fazi ptipravy vzorku.

Z tohoto duvodu jsou molekularné-biologické metody vyuZivany spiSe na pracovistich vétsich
oblastnich ¢&i spife fakultnich nemocnic, kde jsou provadény patfiéné vyskolenym
personalem.

Histologické vy3etfeni podezielych tkani je provddéno technikou ultratenkych fezi

fixovanych nejcast&ji formaldehydem. Mikroskopické vySetfeni pak prokazuje pfitomnost
tvarové atypickych jader, bun&k ¢i celych bunéénych struktur. Dal$im roz§ifenim této metody
je detekce antigennich struktur v tkafiovém fezu s vyuZitim barveni pomoci specifickych
protilatek.
Tyto metody umoziiuji nejen rozlieni mezi benigni ¢i maligni etiologii onemocnéni, ale i
uréeni puvodu pfipadného nadoru. Jejich nevyhodou je nutnost invazivniho zékroku pii
odbéru materialu pro vy$etieni a relativné del$i doba nezbytna pro pripravu preparatu pro
mikroskopické stanoveni.

Kombinaci klasického histologického postupu s metodami molekuldrni biologie vznika
jeden z nejmodernéjsich postupl pro stanoveni pfitomnosti nadorového bujeni v organismu,
technika tkafiové mikroarray. Vyhodou je moZnost ziskat fadu velmi cennych informaci o
patologii nemoci, jeji progresi &i rezistenci na terapii.

Z hlediska pfistrojového vybaveni a odbornosti obsluhujiciho personalu jde o metodu vysoce

finanéné nakladnou, ktera je vyuZivana zatim spiSe pro védecké &i studijni ucely.

83




7. ZAVER
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Stanoveni tumorovych markert laboratornimi metodami je v soucasné dobé€ pomérné
roz§ifenym postupem, ktery v§ak nelze pokladat u vét3iny markera za diagnosticky, nebot’
sama piitomnost nadorového markeru v organismu nemusi signalizovat vyskyt maligniho
onemocnéni. Zvy3ené hodnoty nachazime u nékterych pacientu i za fyziologickych podminek
&1 pfi vyskytu benigniho onemocnéni. Proto je nutné chapat stanoveni tumorovych markeru
spise jak dopliikové vy3etfeni, které miiZze byt pouZito pro potvrzeni diagnézy uréené jinymi
metodami.

Vzhledem ke snaze o zachyt nadorového onemocnéni v jeho pocateénich stadiich se
uvaZovalo o zavedeni tumorovych marker jako screeningovych faktora, aviak u vétSiny
z nich ( s vyjimkou PSA ) je jejich specifi¢nost pro maligni onemocnéni konkrétni lokalizace
pfilis nizka.

Hlavni t¢Zi5té vyuzZiti tumorovych markeri spociva ve stanoveni jejich hladiny pied
zal4itkem terapie a ve sledovani zmén koncentrace markeru po prob¢hlém lé€ebném cyklu.
Trvaly pokles koncentrace pak lze povaZovat za pozitivni signal vzhledem k prognoze
onemocnéni. Naopak staly narist koncentrace tumorového markeru pravdépodobné svédéi o
nedspésnosti terapie nebo relapsu onemocnéni. V pfipadé€ navratu onemocnéni upozoriiuje
rostouci hladina tumorového markeru na opé&tovnou pfitomnost nddorovych bunek
v organismu nékolik mésica pted prvnimi klinickymi pfiznaky. Tato vlastnost nadorovych
marker( je vyuZivana pro ¢asny zachyt relapsu onemocnéni, diky némuz je v€as zahdjena

terapie a progndza pacienta se zlep3uje.
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