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1 Uvod

Téma bakalaiské prace jsem si vybrala, protoze mé problematika diagnostiky rakoviny
vzdy velmi fascinovala a zajimala. Nechtéla jsem praci zamétit na obecny popis vSech
stanovovanych markert, ale chtéla jsem se vénovat markerim jednoho organu. Vybrala
jsem si mlé¢nou zlazu, protoze rakovina mlécné zlazy je stale nejzavaznéjSim
onemocnénim zenské populace. Prevence a vcasna diagnoza rakoviny je

vvvvvv

k odhaleni nadoru.

Téma rakoviny prsu je velice rozsahlé, a proto bych se rdda zamétila na urcité ¢asti
souvisejici s onemocnénim tohoto organu. V prvni kapitole bych se rada vénovala
morfologickému popisu samotného prsu. Kapitolu bych rozd¢lila na ¢ast anatomickou,

histologickou a na ¢ast zaméfenou na vyvoj prsu v zavislosti na hormonech.

Druhou kapitolu by méla tvofit patologie prsu, zahrnujici jednotlivé druhy nadort
mlécné zlazy. Kapitola by méla dale zahrnovat incidenci onemocnéni, etiologii

a patogenezi, rizikové faktory a v neposledni fadé také klinické priznaky.

Tteti kapitola se bude zabyvat problematikou tumorovych markert. Jednotlivé Casti
budou popisovat obecné vlastnosti markert, vySetfovany material pro Stanoveni
markerd a také metody stanoveni markert. Dalsi dvé podkapitoly se budou vénovat
samostatnému popisu tumorovych markerd hlavnich, vedlejSich a také popisu

tumorovych markerti noveé pouzivanych.

Hlavnim cilem mé prace je vytvofit souhrn hlavnich a doplikovych humoralnich
tumorovych makrert pouzivanych pro diagnostiku rakoviny prsu, struéné

charakterizovat bunééné tumorové markery a uvést markery nové pouzivané.



2 Morfologie mlécné Zlazy

2.1 Anatomie mlécné Zlazy

Glandula mammae (mlé¢na zlaza) je nejvétsi apokrinni kozni zlaza, ktera podmifiuje
vyvySeni zvané mamma (prs). V plném vyvoji mamma saha vertikalné od 3. do 6. zebra
a horizontaln¢ od parasternalni ¢ary do ptfedni Cary axilarni. Primérny horizontélni
rozmér je 12 cm a vertikalni 11 cm. Rozméry zavisi na podnebi (teploté) a na veku,

pfi¢emz velikost prsu neni vzdy proporéni k velikosti vlastni zlazy (Cihak, 1997).

Kuze prsu je svétld a tenkd, takze prosvitaji podkozni zily. Je bohaté inervovana.
Na vrcholku prsu je areola mammae (dvorec) o pruméru 3-5 cm, ktery se v gravidité
zvétSuje. Dvorec je pigmentovany (rizovy u svétlovlasych typt, postupné hnédy
az temn¢ hnédy s piibyvajici celkovou pigmentaci zeny). ZvySenou pigmentaci lze
pozorovat i v t¢hotenstvi. Ve dvorci (spiSe pii jeho obvodu) jsou drobné hrbolky, které
jsou vyzdvizeny glandulae areolares (zZldzkami) stavebné shodnymi s mlé¢nou Zlazou

(Cihak, 1997).

Papilla mammae (prsni bradavka) se nachazi uprostied areoly. Zpravidla je papilla
mirné vyvysena; nékdy lehce vklesla. Na hrotu papily Gsti ductus lactiferi (mlékovody)
ptichazejici z hloubky zlazy. Area cribriformis papillae je tvofena 15-20 otvirky ustici
na vrcholku papily. Papila ma mazové zZlazky, které svym sekretem chrani kiizi

pfed maceraci mlékem a slinami kojence (Cihak, 1997).

Corpus mammae (téleso zldzy) tvoii vlastni Zlaza, ulozena uvniti prsu. Corpus
mammae tvoii lalocnaté, béloSedé a (mimo graviditu) tuhé téleso s nerovnym
povrchem. Té€leso neni okrouhlé¢ a zevné vybihd v maly processus axillaris. V dobé
mimo graviditu vazi zlazové téleso 130 az 200 g, v obdobi laktace 300 az 500 g (n€kdy
az 900 g) (Cihak, 1977).

Zlazové téleso tvoii lobi mammae (laloky mlééné Zlazy), které se dale ¢leni na lobuli
mammae (lali¢ky mlééné zlazy) slozené ze zlazovych alveolt. Ductus lactiferi (mlécné
vyvody z laltickl) se spojuji v jeden ductus lactifer pochdzejici vzdy z jednoho laloku
zlazy. V dobé gravidity se zvetSuji mlécné vyvody (zmény zacinaji od konce 2. mésice
téhotenstvi) a v dobé& laktace se na nich objevuji sinus lactiferi (rozSifend mista),

kde se hromadi mléko pied odchodem z papily. Sinusy jsou $iroké 4 az 9 mm. Mlé¢nou



zlazu Vv prsu obaluje tukovy polstar, ktery tvofi vrstvu premammarni a vrstvu

retromammarni (Cihak, 1997).

2.2 Histologie mlé¢né zZlazy

Glandula mammae se sklada z 15-20 slozenych tuboalveolarnich zlaz. Kazda zlaza
tvoii samostatny lalok (lobus). Jednotlivé laloky jsou oddéleny hustym kolagennim
vazivem a tukovou tkani. Osu kazdého laloku tvofi lobarni vyvod — ductus lactiferus
s dvouvrstevnym kubickym nebo cylindrickym epitelem. Bazalni buiiky jsou tésné
vedle sebe uspoiddané myoepitelové buiky. Pied vyusténim na bradavce je ductus
lactiferus lemovan vicevrstevnym dlazdicovym epitelem. Ductus lactiferus se vétvi
Vv interlobularni vyvody, které jsou lemovany jednovrstevnym kubickym epitelem.
Epitelové buiiky jsou ulozeny na dobfe vyvinuté bazalni lamin€ a jsou obklopeny

diskontinualni vrstvickou myoepitelovych bunck (Konradova et al., 2000).

2.3 Vyvoj mlé¢né zlazy v zavislosti na hormonech

Diferenciace a funkce mlééné Zlazy jsou regulovany souhrou fady hormont. Proces
zahajuji Zenské pohlavni hormony. Estrogeny vyvoldvaji rist vyvodi a gestageny
proliferaci alveold. Jisty rhst zlazové tkdné nastdva v puberté a soucasné se v tomto
obdobi v prsech uklada tukova tkan. Rozsahly vyvoj vSak nastava v téhotenstvi, kdyz
na tkan pasobi vysoké koncentrace estradiolu a progesteronu. Pro Uplnou diferenciaci je
zapotiebi dalSich ucinkd hormont: prolaktinu, glukokortikoidd, insulinu a rtstového
hormonu. Pouze koncentrace prolaktinu ze vSech téchto hormoni se v gravidité vyrazné

zméni. V pozdni gravidité se zvySuje zméné nez 20 ng/l na vice nez 2000 ng/l

(Murray et al., 1998).

Progesteron, nezbytny pro diferenciaci alveolii, potlacuje v pozdnim téhotenstvi
tvorbu a sekreci mléka. Laktace za¢ne, az kdyZ hladina progesteronu po porodu prudce
klesne. Hladiny prolaktinu sice po porodu také rychle klesaji, ale jsou stimulovany
kazdym kojenim, ¢imz se zajiStuje trvala laktace. KdyZ Zena nekoji, laktace postupné
ustava. Laktaci lze rychle ukoncit podanim velké parenteralni davky androgenu
pfed tim, nez Zena zacne kojit. Kojenim se téz stimuluje uvolnéni oxytocinu
z neurohypofyzy. Oxytocin stimuluje kontrakce myoepithelovych bunék obklopujicich

alveolarni vyvody, a tim vytlacuje mléko ze zlazy (Murray et al., 1998).
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3 Patologie mlé¢né zlazy

3.1 Druhy nadoru prsu

Nédory prsu vznikaji v anatomickych strukturach mlécné zlazy, které tvofi zlazové
téleso prsu, fibrézni a tukova tkan. Z epitelu mlééné zlazy vznika prevazna vétSina
skutecnych nadort prsni zlazy, které mohou mit benigni povahu (papilomy,
fibroadenomy). Vzacn¢ mohou benigni nadory vznikat také z mezenchymovych struktur

(lipomy). Z malignich nadori jsou nejcastéjsi karcinomy (Klener, 2002).

Karcinom prsu vznikd nejcastéji z termindlnich laliickii (lobuldrni) prsni zlazy
a z jejich vyvodi (duktalni). Vzniku karcinomu zpravidla predchéazi atypicka duktalni
nebo lobularni hyperplazie, z niZ se v prvni fazi vyvine neinvazivni forma karcinomu,

oznacované jako karcinom in situ (Klener, 2002).

3.1.1 Karcinom in situ
1.) Duktalni karcinom in situ (DCIS)

Duktéalni karcinom in situ vznika proliferaci transformovanych epitelovych bunék
duktalniho systému a nepronikd bazalni membranou do periduktilniho stromatu
(Klener, 2002). Nadorovy epitel je atypicky s ndpadnymi jadérky a polymorfnimi jadry
(Macék, 2004). Karcinom se vyskytuje v riznych histologickych variantach. Je Castéjsi
u Zen po menopauze, Casta je recidiva. Zvlastni formou duktalniho karcinomu in situ je
Pagetiiv karcinom bradavky (Klener, 2002). Typickym znakem pro tento karcinom je
pfitomnost nadorovych bunék ¢i jejich skupin v dlazdicovém epitelu bradavky. Neni
to samostatny typ, ale zpisob Sifeni karcinomu, ktery postihuje mlékovody. Pagetiv
karcinom se klinicky jevi jako zvétSeni a rozbrazdéni povrchu bradavky
(Povysil etal., 2004). Pokud je nelécen chova se jako infiltrativni karcinom
(Koutecky et al., 1989).

2.) Lobularni karcinom in situ (LCIS)

Lobularni karcinom vychazi z epitelovych bunék mamarnich lobuli. Karcinom je
charakterizovan proliferaci uniformnich malych bunék v Cetnych laliccich ptisobici
jejich dilataci. Na rozdil od DCIS neni detekovatelny mamograficky (Klener, 2002).
U karcinomu byl zjistén dvoji typ bun€k: typ A je tvofen diploidnimi bunkami

s uniformnimi jadry bez atypii a bez jadérek. Typ B obsahuje hyperdiploidni bunky



S vétSimi jadry, vyrazngj$i polymorfii a jadérky (Macdk, 2004). Je castéjsi u zen
pred menopauzou (Klener, 2002).

3.1.2 Invazivni formy karcinomu
1.) Infiltrujici duktalni karcinom

Infiltrujici duktalni karcinom je nejcastéjs§im typem karcinomu prsu (kolem 75 %)
(Klener, 2002). Karcinom ma vétSinou velikost 1-2 cm, byva fixovan k okolnim
strukturdm nebo i k hrudni stén¢ (Macak, 2004). Duktalni karcinom tvoii Casto tubularni
uspotradani, je provazen reaktivni fibrézou, ktera je odpovédnd za téméei kamennou
tuhost nadorového utvaru pii palpa¢nim vySetieni (skirhotickd forma). Metastazuje
do kosti, jater a plic (Klener, 2002).
K méné Castym formadm duktalnich invazivnich karcinomu patii tyto typy:
Tubularni karcinom tvoii asi 5 % karcinom prsu a ma zpravidla lepsi prognozu.
Medularni karcinom tvoii 5-7 % karcinomli prsu. Postihuje castéji mladsi Zeny,
charakteristickd je masivni lymfocytarni infiltrace (Klener, 2002) a m¢kka konzistence.
Nadorové bunky vytvareji loziska tvorena velkymi bunikami (Macéak, 2004).
Mucinozni  (koloidni) karcinom tvoii 3 % karcinomd prsu. Karcinom je
charakterizovan akumulaci extracelularniho mucinu. Roste pomalu a mize dosahovat
zna¢énych rozméru (Klener, 2002).
Papilarni karcinom tvofi 1-2 % nadorti. Karcinom byva nadorem star$ich zen. Nador
ma relativné dobrou prognézu (Klener, 2002).
Komedonovy karcinom nador s vysokym malignim potencialem. Cytologicky je
Inflamatorni (erysipeloidni) karcinom vyskytujici se v 1-3 %. Inflamatorni karcinom
je nejagresivnéjsi formou karcinomu prsu (Klener, 2002) s ¢astym a rychlym $ifenim
do koznich lymfatik (Koutecky et al., 1989). Inflamatorni karcinom je charakterizovan
infiltraci celého prsu, vyskytuje se erytém, edém kuze, kterd ma charakteristicky vzhled
pomeran¢ové kury (peau d’orange). Inflamatorni karcinom se vyznacuje rychlym
ristem a Casnym metastazovanim. Metastatické postizeni uzlin se vyskytuje ve vice
nez 90 %. Témét u poloviny nemocnych se vyvine i v druhém prsu. Histologicky jde

0 Spatn¢ diferencované duktalni karcinomy (Klener, 2002).
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2.) Infiltrujici lobularni karcinom

Infiltrujici lobularni karcinom tvoii asi 10 % ze vSech karcinomu prsu. Vzniké casto
Vv zevnim hornim kvadrantu, v 30 % piipadd je bilateralni (Klener, 2002). Je obtizné
rozpoznat primarni lozisko od metastazy. Sifi se do vzdalenych mist, napf. ovaria,
délohy, kostni dfené¢ a do mozku (Macak, 2004). Krom¢ klasické formy se vyskytuje

jesté v tubularn€ alveolarni varianté (Klener, 2002).

3.1.3 Metastaticky proces u karcinomu prsu

Karcinom prsu se kromé lokalniho invazivniho ristu $ifi jednak lymfatickou, jednak
hematogenni cestou. Lymfatické metastazy jsou nejCastéji v regiondlnich miznich
uzlinach. Postizeni nadklickovych a podklickovych uzlin se jiz povazuje za vzdalené
metastdzy. Hematogenni $itfeni do kosti, plic, pleury, jater, ovaria, kiize a mozku mize
nastat dokonce jiz u subklinického nadoru. Proto se na karcinom prsu pohlizi jako

na systémové onemocnéni od samého pocatku (Klener, 2002).

3.2 Incidence karcinomu prsu

Karcinom prsu je nejcast&jsim zhoubnym nadorem zen, predstavuje vic nez 30% vsech
zenskych nadort (Klener, 2002). V roce 1977 bylo u nas hlaseno 2 751 ZN prsu (tj. 52,4
onemocnéni na 100 000 Zen). V roce 2002 bylo v Ceské republice hlageno 5 224 novych
onemocnéni ZN prsu, tj. o 89,9 % vice (v piepo¢tu na 100 000 Zen to bylo 99,8).
Srovna-li se vyskyt podle vékovych skupin (rok 2002), prvni hlaSena nova onemocnéni
na diagnozu rakoviny prsu u zen jsou ve v€kové skupiné 20 - 24 let (2 hlaSend nova
onemocnéni, tj. 0,5 na 100 000 Zen pfislusné vekové skupiny), potom dochazi
k postupnému vzestupu, s nejvysSim absolutnim poctem ve vékové skupiné 55 - 59 let
(720 hlasenych novych ZN prsu, tj. 198,3 na 100 000 Zen piislusné vékové skupiny),
Vv pfepoctu na 100 000 Zen byl nejvyssi pocet hlasenych novych onemocnéni ve vékové
skupiné 85 a vice let (324,9). Pocet hlaSenych novych onemocnéni ZN prsu vyrazné
vzrusta, ale umrtnost od roku 1990 (s vyjimkou roku 1995) zistava prakticky
nezménéna. V roce 2001 zemielo na toto onemocnéni 1 893 Zen (tj. 36,1 na 100 000
zen) a v roce 2002 to bylo 1965 zen, tj. 37,5 na 100 000 zen. Pomér incidence na 100
000 Zen na ZN prsu a mortality na ZN prsu roste, coZ je pozitivni jev, v roce 1970 ¢inil
1,6 avroce 2001 a 2002 to bylo 2,7. Tyto vysledky lze pficitat véasnému zachytu

onemocnéni diky vyS§i informovanosti vefejnosti (samo-vySetfovani prsu, rizné
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vzdélavaci akce pro vefejnost), preventivnim kontroldm u lékafe, screeningu,

mamografickym i sonografickym vysetfenim a uspésné 1écbé (Ajmova, 2004).

Karcinom prsu u muzu se vyskytuje vzacné (pomér vyskytu karcinomu u muzi a u zen
je 1:135). Predstavuje asi 0,17 % ze vSech zhoubnych nadori muzské populace.
Karcinom prsu u muzi je Castéjsi po 50. roce véku a u jedinct s Klinefelterovym
syndromem. Vyznamna role v onemocnéni se pfisuzuje estrogenim, jejich zvysenou
koncentraci (napt. pii poruse jaternich funkei nebo pii uzivani estrogenti pro karcinom
prostaty) lze vysvétlit popisovanou vyssi incidenci karcinomu u muzii s gynekomastii
au nemocnych 1é¢enych estrogeny (Klener, 2002). Karcinom brzy prorusta do kuze

¢i hrudni stény, coz zhorSuje prognozu (Povysil et al., 2004).

3.3 Etiologie a patogeneze

Karcinom prsu patii mezi tzv. hormonalné zavislé nadory. Kancerogenni Uc¢inky se
pfisuzuji zejména estrogenim. Estrogeny indukuji zvySenou expresi nékterych
rastovych faktori a patrné i onkogent, jejichz produkty vyznamnym zplGsobem
ovliviiji proliferacni aktivitu bunék. Za fyziologickych okolnosti jsou vSak tyto ucinky
V rovnovaze s riznymi antiproliferaénimi pusobky, jako je napft. transformacni ristovy
faktor beta (TGF-B). Rovnovahu muize porusit trvajici estrogenni stimulace nebo ucinky
dalsich kancerogennich faktori pasobicich rizné genetické abnormality. V nékterych
genech vznikaji béhem zivota i spontanni mutace, které za fyziologickych okolnosti umi
buitka opravit. Pokud se tak stane (napf. pii poruSe opravenych gentl), je disledkem
genetickych abnormalit aktivace nékterych onkogent (myc, ras, Her-2) nebo alterace
recesivnich onkogent (p53, Rb). To se projevi postupnou zménou fenotypu bunck,
ktera dospé&je ptes dysplastické zmény, atypické dysplastické zmény, karcinom in situ

az ke vzniku invazivniho karcinomu (Klener, 2002).

V patogenezi karcinomu prsu se uplatni rovnéz aktivita stimulovanych stromélnich
bunék, produkujicich proteolytické enzymy a angiogenni faktory usnadiiujici rlst
nadoru a metastazovani. Vyvoj karcinomu prsu je podobné¢ jako vznik jinych zhoubnych
nadort dlouhodoby vicestupiiovy proces. Od maligni transformace bunky do vzniku
klinicky zjevného nadoru mize ubéhnout relativné dlouhd doba, nebot’ nddor o priméru
1 cm obsahuje jiz 10° nadorovych bunék. Tato populace je vysledkem asi 30 zdvojeni.

Pti zdvojovacim case, ktery ¢ini u karcinomu prsu 20-300 dni, je zfejmé, Ze od prvni
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nadorové mitézy mohlo uplynout 2-17 rokl. Popsané mechanizmy se uplatiuji
U pfevazné veétsiny tzv. sporadickych forem karcinomu prsu, to je u 75-85%

nemocnych (Klener, 2002).

U 10-15 % pacientli vznika karcinom prsu na podkladé dédicnych genetickych zmén.
Hereditarni formy karcinomu prsu jsou podminény mutaci gent rakoviny prsu,
v¢asného nastupu (BRCA-1) nebo (BRCA-2), ktera se dédi autozomalné¢ dominantné.
Riziko onemocnéni nadorem prsu je u prenaseCek mutovaného genu znacné vysoké,
u Zzen zidovského etnika az 80 %. Pfenasec¢i muZi jsou naopak ohroZeni vice vznikem
karcinomu prostaty nebo kolorekta. Hereditarni karcinom prsu se vyskytuje casto

bilateralné€ a vznika vétSinou u zen mladsich 35 let (Klener, 2002).

3.4 Rizikové faktory

Rizikové faktory byly studovdny na velmi pocetnych souborech nemocnych. Kromé
jiz zminénych genetickych abnormalit mezi né patii pfedevSim délka expozice
estrogentim, tj. asna menarche, pozdni menopauza a nuliparita. Zeny, u kterych
probéhla menopauza po 55. roce véku, maji dvojndsobn¢ vyssi riziko rozvoje
karcinomu prsu nez Zeny s menopauzou pied 45. rokem véku. Naopak gravidita nebo
nepravidelnosti v menstrua¢nim cyklu riziko vzniku karcinomu prsu snizuji. Zajimavé
je zjisténi, Ze pozdni vek prvniho porodu (po 35. roce) predstavuje vyssi riziko nez
nuliparita. Zeny s epitelovou hyperplazii a bunéénymi atypiemi maji az Skrat vyssi
riziko vzniku karcinomu. Mezi dalsi rizikové faktory patii ionizujici zafeni, obezita,
zejména ve vysSim véku, zvySeny piijem tukl a nedostatek fyzické aktivity. Naproti
tomu vliv koufeni, alkoholu, vliv chemickych kancerogent (polychlorované bifenyly,
pesticidy) nebo vliv uzivani kontraceptiv ve vztahu k vyskytu karcinomu prsu nebyl

jednoznacné dolozen (Klener, 2002).
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3.5 Klinické priznaky

V pocatecnich stadiich ristu nevyvolava karcinom prsu zadné piiznaky. Nador vétSich
rozméra se projevi jako hmatna bulka, vétSinou nebolestiva. Nékdy miize na pritomnost
nadoru v prsu upozornit téz zména konfigurace prsu, jeho zvétSeni, jindy naopak jeho
Zmenseni, popiipadé zvyraznéni zilni pletené. Mohou byt pfitomny povrchové zmény
na bradavce (Supinaténi nebo eroze), vtahovani kiize (dilkovaténi). Oplosténi bradavky
nebo jeji vpaceni stejné jako krvavy vytok jsou zpravidla jiz projevem pokrocilého
onemocnéni. U metastatické formy onemocnéni pozorujeme bolesti v kostech
a hyperkalcemicky syndrom. Krome tibytku hmotnosti, nechutenstvi mize byt karcinom

prsu provazen i dalSimi paraneoplastickymi piiznaky (neuromuskularni syndrom)

(Klener, 2002).
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4 Tumorové markéry

4.1 Definice a vlastnosti tumorového markeru

Laboratorni ukazatele pfitomnosti zhoubného novotvaru se obvykle nazyvaji tumorové
markery. Jsou to molekuly pfevazné proteinového charakteru, které jsou pritomny
v organismu v dusledku vzniku a vyvoje maligniho procesu. Markery se mohou
vyskytovat v nadorovych burikach nebo na jejich povrchu, které se oznacuji jako
celularni tumorové markery. Daleko Castéji se vSak prokazuji v séru ¢i jinych télesnych
tekutinach, to jsou humoralni tumorové markery. Tumorové markery mohou byt
produkovany ptfimo nadorovymi buitkami (s nadorem asociované antigeny) nebo jinymi
tkanémi jako jejich odpovéd’ na maligni proces v organismu (indukované nadorové
markery). Idealni tumorovy marker by mél spliovat n¢kolik kritérii, aby byl klinicky

co nejlépe vyuzitelny (Nekulova, 2006).

4.1.1 Vysoka specifi¢nost

Pozitivni hodnota tumorového markeru by méla cilené vypovidat o postizeni
konkrétniho organu. Tento ptfedpoklad vSak neni Casto splnén. Pacienti bez zhoubného
nadoru by méli poskytovat negativni vysledek testu. Tento predpoklad zdaleka neplati
pro vétSinu tumorovych markerii. Laboratorni ukazatel pak ddva pozitivni (patologicky)
vysledek u fady nenddorovych onemocnéni, zejména zanétlivych. VétsSina nezhoubnych
pficin vyvolava jen mirné ¢i stiedni zvySeni koncentrace tumorového markeru. Existuji
samoziejme také laboratorni testy, které jsou pozitivni u malignich nadorti, avsak zcela

nespecificky jako néasledek zanétlivé reakce organismu (Nekulova, 2006).

4.1.2 Vysoka citlivost

Jedna se o schopnost laboratorniho ukazatele prokazat pfitomnost zhoubného nadoru
V pocateénim staddiu. MnoZstvi tumorovych markert nesplituje ani tento piedpoklad
aV dostaten¢ vysokém procentu jsou pozitivni az u velkych a zeyména
generalizovanych tumorti. Z toho diivodu se jen vyjimecné hodi pro vcasny zachyt
zhoubnych novotvart. Citlivost a specificnost kazdého testu spolu neoddélitelné
Souvisi; jejich pomér navic zavisi na hodnoté, povazované za hrani¢ni pro hodnoceni
vysledku testu, tzv. cut off value, diskrimina¢ni hodnota. Citlivost miZze byt zvySena
pfi kombinaci né€kolika tumorovych markerti, avSak obvykle za cenu nizsi specifi¢nosti

(vétsiho poctu falesné pozitivnich vysledkil) (Nekulova, 2006).
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4.1.3 Korelace mezi vySsi laboratorniho parametru a velikosti nadoru

Koncentrace tumorového markeru zavisi nejen na rozsahu nadoru, mnozstvi
nadorovych buné¢k (staging), ale i na stupni zralosti jeho bunék (grading), dale na jejich
schopnosti produkovat pfisluSny marker a vyplavovat ho do krve. To je dano napi.
stupném prokrveni nadoru. Vyse testu zavisi i na faktorech, které nemaji s nddorem nic
spole¢ného, tak napt. pokles glomeruldrni filtrace zptsobi retenci nizkomolekularnich
markert, které normaln¢ prochazeji glomerulem. Dojde-li k tomu napi. v prabéhu
cytostatick¢ 1écby, muze nartst ukazovatele mylné simulovat progresi nadoru

(Nekulova, 2006).

4.2 Oblasti uziti tumorovych markeru
4.2.1 Screening zhoubnych nadoru

K vyhleddvani zhoubnych novotvari u asymptomatickych jedincii se tumorové
markéry nehodi pro relativné nizkou citlivost a nedostateCnou specificnost,
a to jak vzhledem k pfitomnosti maligniho onemocnéni, tak i k postizeni uréitého
organu. Naproti tomu mohou byt uzite¢né pii vySetiovani rizikovych skupin jedinct,

ohrozenych konkrétnim nddorem (Nekulova, 2006).

4.2.2 Diagnostika zhoubného nadoru

Z podobnych pfi¢in nejsou tumorové markéry obvykle vhodné ani pro primarni
diagnostiku. Vyjimku tvofi napf. pozitivni nalez alfa-fetoprotein (AFP), ktery potvrzuje
podezieni na primarni karcinom jater ¢i teratom, nebo enolaza specificka pro neurony

(NSE) u podezieni na malobunéénou rakovinu plic (Nekulova, 2006).

4.2.3 Ur¢eni stadia nadoru a jeho prognozy

Vysoké hodnoty tumorového markeru obvykle znamenaji pokrocilé onemocnéni.
Z hlediska stanoveni progndzy znamenaji tumorové markéry dal§i faktor, nezavisly
na ostatnich obvyklych ukazatelich prognozy. Hladina karcinoembryonalniho antigenu
(CEA) ma urcitou prognostickou vypovéd u kolorektalniho karcinomu, AFP
a choriongonadotropin  (hCG) u  germinativnich  tumort, Pz-mikroglobulin
U mnohocetného myelomu. Je nutné si uvédomit, ze vyska hladiny tumorového markeru
nezavisi jen na velikosti naddoru, ale i na fad¢ jinych faktord, které nemaji s prognézou

nic spolecného (Nekulové, 2006).

16



4.2.4 Sledovani pribéhu choroby a efektu terapie

stanovit hladinu  tumorového markeru pied 1écbou (chirurgickou, radio-
¢i chemoterapii). Negativizace hladin odrazi uspéch 1écby, je vSak zapottebi vzdy vzit
v uvahu biologicky polocas, ktery se u jednotlivych markerd pohybuje v Sirokém
rozmezi od hodin (hCG, B,-mikroglobulin) az po dny (AFP, CA 15-3, CEA 4aj.).
Vzestup koncentrace tumorového markeru bezprosttedné po 1écbé muze byt znamkou
rozpadu nadorovych bunék vlivem ucinné terapie (tzv. lysis fenomen). Z uvedenych
diivodti se kontrolni odbér provadi obvykle az za 3-4 tydny po zahdjeni 1écby. Narust
koncentrace tumorového markeru ve tfech po sobé nasledujicich odbérech u nemocného
bez terapie, i kdyz jsou vysledky v referenénim rozmezi, je tfeba povazovat
za podeziely z recidivy, resp. progrese onemocnéni. Béhem terapie se jako progrese
hodnoti nartst o vice nez 25 %, jako parcialni remise pokles o vice nez 50 % plivodni
hodnoty. Prognosticky vyznam mohou mit odchylky od ocekavaného biologického
polocasu. Rychlost ristu tumoru lze odhadnout podle ¢asu, za ktery vzroste koncentrace
tumorového markeru dvojnasobné (doubling time). Uvadi se, Ze tumorové markery
mohou upozornit na recidivu az o nékolik mésici dfive nez zobrazovaci techniky.
Existuji doporuceni, jak cCasto kontrolovat hladinu tumorového markeru v uréitém
obdobi po primarni terapii. K hodnoceni pravdépodobnosti trvani remise ¢i recidivy
onemocnéni i vhodnych intervalll pro dalsi kontrolu se s vyhodou vyuzivaji expertni
programy (napt. CRACTES, tj. Cancer Recurrence Analysis, Correlation, Testing
and Statistics) (Nekulova, 2006).

4.3 VySetfovany material

V soucasnosti se vétSina pouzivanych solubilnich nddorovych markerti stanovuje
v séru. Jde obvykle o Stépy velkych molekuldrnich komplexi, a proto nevykazuji
nadorové markery piili§ velkou preanalytickou variabilitu. Pro spravnou interpretaci
zmén v hladindich marker, zejména pii dlouhodobém sledovani nemocnych
S nadorovymi chorobami, je tieba vyloucit moZné rusivé faktory, které by mohly
stanoveni ovlivnit uz ve fazi preanalytické. V urcitych piipadech mohou byt vysledky
analyzy ovlivnény nékterymi postupy klinického vySetfovani; napf. pro stanoveni

prostatického specifického antigenu (PSA) ma byt odebrana krev nejdiive 48 hod.

17



po rektadlnim vySetfeni prostaty, ovlivnit jeho hladinu miZze i jakdkoliv manipulace

S prostatou vcetné jizdy na kole nebo sexudlni aktivity (Internet 1).

Ptiprava tkani k analyze tkanovych nadorovych markeri se fidi standardnimi
operacnimi postupy spadové bioptické laboratore. Nadorovou tkan urcenou k vysetieni
je tieba co nejrychleji dorucit do laboratofe, aby se minimalizovala autolyza

do okamziku fixace materialu (Internet 1).

4.4 Metody pro stanoveni tumorovych markeri a jejich principy
Tumorové markery se stanovuji vétSinou pomoci imunoanalytickych metod, jako je
radioimunologicka analyza (RIA), imunoradiometricka analyza IRMA, enzymova
imunoanalyza (ELISA). Ve stile v¢&tsi mife se pouzivaji  automatizované
imunoanalytické systémy, které vyuzivaji bud’ vySe uvedené metody znaceni, nebo
fluorescenéni ¢i chemiluminiscenéni znacky. Jsou sice podstatné drazsi, ale prace

s nimi je pro technicky personal méné naro¢na (Zima, 2002).

Zakladni princip téchto metod je reakce antigenu a protilatky. Reakce probiha
v tekutém prostiedi nebo v prostiedi gelu. Antigeny (ev. protilatky) byvaji navazané
na nejruzngjsi nosice (sklenéné, latexové, stény jamek polystyrenovych mikrotitra¢nich
desticek ¢i stény zkumavek). Rozmanité mohou byt i cesty detekce reakce antigenu
a protilatek. Zacinaji odectenim nativniho nebo obarveného precipitatu, zméfenim
zékalu vzniklého po reakci antigen-protilatka, vizualizaci pomoci systému enzym-
substrat, izotopové, elektrochemicky, imunofluorescenéné nebo fluorometricky. Rada
metod je Vvsoucasné dobé diky vyspélym technologiim automatizovana

(Bartinkova et al., 2005).

Za tUCelem jednotného posuzovani validity markerd u jednotlivych nadorovych
onemocnéni a pro standardizaci metod jejich vySetfovani byla v roce 1997 ustanovena
mezinarodni komice EGTM (European Group of Tumour Markers). Existuji 1 programy
umoziujici na zakladé 3 méfeni ziskanych v tfimésicnich intervalech stanovit
pravdépodobny trend a odhadnout pravdépodobnost relapsu nebo progrese nadorového

onemocnéni v nasledujicich 4-6 mésicich (Klener, 2002).
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4.4.1 Radioimunoanalyza (RIA) a imunoradiometricka analyza (IRMA)

Pii téchto metodach se pouZiva znaceni **°I, coZ je gama-zafi¢, tedy zdroj tvrdého
zafeni. Radioimunoanalyza a imunoradiometrie byly prvni moderni imunochemické
metody, které vyuzily tohoto radionuklidu a jsou dosud v klinické biochemii velmi
rozsireny (Internet 2). Radionuklidy se daji detekovat v nepatrnych kvantech, a tudiz lze

o¢ekavat i mimotadnou citlivost metod (Jilek et al., 2002).

Pomoci RIA je mozné stanovit prakticky kazdou vysokomolekulérni
i nizkomolekularni latku, pokud se proti ni daji pfipravit protilatky. Vyznacuje se
vysokou citlivosti (fadoveé az 102 mol/l) a specifitou reakce. Tim je umoZzZnéno
stanovovat i velmi nizké koncentrace fady latek piimo Vv biologickych tekutinach
bez ptedchoziho ptecisténi nebo zahusténi. Podstatou metody je sledovani reakce,
pfi niz soutézi antigen ze vzorku S antigenem znacenym radioizotopem o vazebnd mista
na protilatce, specifické pro dany antigen. Vznikaji dva druhy komplext radioaktivni
a neradioaktivni, podle toho, ktery z antigent se navazal na protilatku. Oddélenim lze
ziskat dva podily: jeden obsahuje komplexy antigen-protilatka a druhy volné antigeny.
Pii méfeni radioaktivity je mozné postupovat dvéma zpusoby: 1.) M¢&fi se radioaktivita
vzniklych komplexi. Radioaktivita bude tim vySsi, ¢im niz§i je koncentrace
neznacen¢ho antigenu. 2.) M¢ti se radioaktivita podilu, ktery obsahuje volné antigeny.
U tohoto méfeni radioaktivita vzristd S koncentraci urcovaného (neznaceného)
antigenu. Z koncentraci standardnich roztokli a naméfené radioaktivity se sestroji
pfislusny kalibracni graf podle zvoleného postupu stanoveni. RIA metody patii
k nejcitlivéjsim rutinnim laboratornim metodam, piesto se od jejich pouzivani upousti.
Diivodem je hlavné radiacni riziko a nakladnost detekéniho zatizeni. Stdle vice se
prosazuji metody imunoenzymové, které dosahuji citlivosti RIA a nemaji jeji rizika

a piistrojové naroky (Jilek et al., 2002).

Pii metod€ imunoradiometrické (IRMA) je znacena protilatka. Jde o nekompetitivni
metodu, kdy se na kotvici protilatku (na pevné fazi) navaze stanovovany antigen, a pak
se pfidava druha protilatka (znacena 1251) v nadbytku. Tento typ metod se oznacuje jako

sendvi¢ové (Internet 2).
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4.4.2 Enzymova imunoanalyza (EIA)

Principem imunoenzymatickych metod je znaceni antigent nebo (Castéji) protilatek
enzymem. Pokud vznikne komplex antigen-protilatka, stava se jeho soucasti i enzym.
Zatimco identifikace nepatrnych kvant komplexti antigen-protilatka je obtizna,
identifikace enzymu je snadnd. Vyuzivaji se totiz dostupné a odolné enzymy (kfenova
peroxidaza), které katalyzuji vhodnou barevnou reakci, zpravidla méni bezbarvy
substrat na vyrazn¢ barevny produkt. Pfitom jedna molekula enzymu muze zmeénit
nesCetné mnozstvi molekul substratu, takze detekce komplexu je velmi citliva. Lze
stanovit latky v nano- i pikogramovych mnozstvich (Jilek et al., 2002). Podle povahy
substratu  je reakci mozno detekovat spektrofotometricky, nefelometricky,

fluorometricky a luminometricky (Bartiiikova et al., 2005).

EIA metody lze rozdé€lit na heterogenni (vyzadujici separaci volné a vazané frakce
analytu) a homogenni (nevyzadujici tuto separaci). Heterogenni EIA mohou byt
kompetitivni (bud’ se znacenou protilatkou nebo znacenym antigenem) nebo mohou byt

nekompetitivni (se znacenou protilatkou) (Bartinkova et al., 2005).

Metoda ELISA (enzymova imunoanalyza) je bud’ heterogenni nekompetitivni EIA
(tzv. sandwich) nebo heterogenni kompetitivni EIA. Jednoduse se da fict, ze ELISA je
specidlnim druhem EIA. V soucasné dobé¢ je drtivd vétSina metod postavena prave
na principu heterogenni kompetitivni EIA se znaCenou protilatkou, tedy ELISA. Reakce
probiha tak, Ze protilaitka je navdzédna na pevnou fazi a po kompetitivni reakci
santigenem se Vvneznamém vzorku ustavi rovnovaha. Nenavazany konjugat je
odstranén z reakéni smési promytim a konjugit vazany na pevné fazi je inkubovan

S enzymovym substratem a zméfen (Bartaiikova et al., 2005).

Prakticky princip je takovy, Ze na polystyrenovou mikrotitrani desti¢ku o 96 jamkach
je navazéna na stény jamek protilatka proti vySetfovanému antigenu. Mize byt
navazana pouhou absorpci, ale vétSina protilatek je navazana chemicky pomoci riznych
vazeb (napf. kovalentnich). Mista polystyrenu, ktera nejsou obsazena, se blokuji inertni
bilkovinou (napf. albuminem). Do jamky se ptid4a nafedény vzorek obsahujici antigen
a urc¢itou dobu se inkubuje. Nenavazané slozky se vymyji a ptida se tzv. druha protilatka
S navazanym enzymem (konjugat). Po opctovné inkubaci a promyti se reakce
vizualizuje pfidanim substratu, ktery je Stépen enzymem navazanym na druhou

protilatku. Vznikl4 barevna reakce se méti fotometricky (Barttuiikova et al., 2005).
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4.4.3 Imunofluorescen¢ni analyza

Podstatou imunofluorescen¢nich metod je prikaz komplexu antigen-protilatka
S vyuzitim oznaceni jedné slozky reakce fluoreskujicim barvivem, napi. izokyanatem
fluoresceinu, tetrametylrodaminem apod. Tato barviva mohou byt navazana
na protilatku bez naruseni jeji vazné vlastnosti a specifity. Takto oznacena protilatka
muze byt pouzita napt. k detekci antigenu pfitomného v natéru nebo histologickém fezu.
K detekci se pouzivd mikroskop s vhodnym optickym systémem — fluorescencni
mikroskop. Fluorescen¢ni barvivo opét ¢ini metodu vyrazné citlivéjsi, nebot’ jeho

svétélkovani je daleko vyrazn€j§i nez barevny efekt konvencniho barviva
(Jilek et al., 2002).

Piima imunofluorescence: Protildtka proti antigenim je oznacena (konjugovana)
fluoresceinizotiokyanatem (FITC). Na mikroskopické sklicko s fixovanym antigenem
(natérem materiald, histologickym fezem) se aplikuje konjugat a inkubuje se pii 37 C
(resp. ptfi pokojové teploté) 30 minut ve vlhké komirce. Po této dobé& se preparat
opakované¢ (nejméné¢ 3x) promyje fyziologickym roztokem, ¢imz se odstrani
nenavazana znacena protilatka. Prohlizi se ve fluorescenénim mikroskopu ve zvétseni,
které odpovidé ptredpokladdanému hledanému objektu. Pozitivni nélez se projevi jasnou
zlutozelenou barvou daného objektu. Tato metoda se V poslednich letech Siroce
uplatiiuje pii identifikaci membranovych znakli na povrchu leukocyti, pro prikaz
nadorovych antigenil 1 pro dalsi ucely. Vedle mikroskopického hodnoceni se pouziva
Casto 1 pritokova cytometrie, kdy intenzitu fluorescence hodnoti priitokovy cytometr

(Jilek et al., 2002).

Metoda neprimé imunofluorescence: Ma dvé faze. V prvni fazi reaguji neznacené
protilatky s antigenem a dochazi k vytvofeni komplexu. Ve druhé fazi se na zachycené
protilatky navazuje znacené antisérum proti globuliniim vySetfovaného séra. Znacena
antiimunoglobulinovéd antiséra jsou univerzalni a Ize jimi identifikovat obecn& napf.
lidské protilatky, takZe mneni tfeba kaZzdou protilaitku konjugovat zvlast

(Jilek et al., 2002).
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4.4.4 Chemiluminiscence

U chemiluminiscence je excitace elektronit vyvolana chemickou reakci. Pti navratu
na zakladni uroven dochazi k vyzateni svétla (Internet 3). Chemiluminiscence je
Zmnoha divodi nejpouzivanéjsi analytickou metodou v laboratofich klinické
biochemie aimunochemie. Imunotesty vyuzivaji k analyze latek reakce antigen-
protilatka. Analyza se provadi ve vySetfovanych télnich tekutinach (krev, moc a dalsi)
jen ve velmi malych koncentracich (nano- ¢i pikomoli/l). Metody se pouzivaji
ke stanoveni nepatrnych koncentraci hormont, bilkovin, 1é¢iv, protilatek, receptort.
Jako chemiluminiscen¢ni markery se pouzivaji bud’ luminofory (luminoly, akridinium
ester) nebo chemiluminiscenéni reakce katalyzované enzymy (napi. peroxidazou)

(Internet 4).

Mezi nesporné vyhody pouziti chemiluminiscence patii vysoka citlivost (s pomoci
chemiluminiscence lze stanovit az 600 molekul dané latky!) selektivita (svétlo, které
zachyti pfistroj, vznikd pouze pfi reakci s hledanou latkou, zaddnou jinou). Mezi dalsi
vyhody patii vyss§i bezpeCnost prace asnazsi likvidace odpadd (pouzivané
radioimunometrické metody pracuji s zivotu nebezpeénymi radioaktivnimi zafici),
rychlost a mnozstvi stanoveni (pro méfeni velkych sérii vzorkii se pouzivaji

tzv. mikrotitra¢ni desti¢ky) (Internet 4).
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4.5 Prehled soudobych tumorovych markeri karcinomu prsu

Mezi hlavni humoralni tumorové markery stanovované pii diagnostice karcinomu prsu
patii karcinoembryonalni antigen (CEA) a nadorovy antigen 15-3 (CA 15-3).
Alternativné mohou byt jako hlavni tumorové markery stanoveny dalsi dva antigeny

jako je nadorovy antigen 549 (CA 549) a antigen mucindznich karcinomi (MCA).

Tumorové markery CA 15-3, CA 549 a MCA jsou si velmi podobné, a proto neni

ekonomické je stanovovat spolecné u jednoho pacienta. Stanovuje se vzdy jen jeden

z nich (Zima, 2002).

Doplnkové se stanovuji nasledujici humoralni tumorové markery: nadorovy antigen
125 (CA 125), fragmenty cytokeratinu (cytokeratinovy fragment 21-1 [CYFRA 21-1]
nebo tkanovy polypeptidovy antigen [TPA]), beta2 - mikroglobulin (2M) a feritin.

Mezi bunécné markery stanovované u karcinomu prsu patii estrogenovy receptor (ER)

a progesteronovy receptor (PR).

4.5.1 Karcinoembryonalni antigen (CEA)

Antigen CEA je onkofetalni glykoprotein s vysokym obsahem sacharidu (asi 55 %),
ktery je sdruzeny s membranou nadorovych bunék, odkud je uvoliiovan do cirkulace.
Molekulova hmotnost je 180—-200 kDa. Na polypeptidovy fetézec, ktery je tvofen sedmi
Ig doménami zakotvenymi na povrchu bunky fosfatidylinositolovou vazbou, jsou
navazany sacharidové fetézce vazbou N—acetylglukosaminu na asparagin. Heterogenita
CEA molekul v histologicky odlinych nadorech je podminéna strukturou sacharidové
slozky a stupném glykosylace molekuly. CEA je termostabilni a rozpustny v kyseliné
chloristé. Degradace probihd pravdépodobné prostfednictvim jater, kde po desialyzaci je
molekula odbourana v hepatocytech (Internet 14). Patii k nejdéle stanovovanym

nadorovym markerim (Internet 4).

Za fyziologickych podminek se CEA nachazi jak ve fetdlni tkani (embryonalni stfevo),
tak i v dospélé epitelialni tkani (Zima, 2002). Ve fetalnim séru je prokazatelny
od 8. tydne téhotenstvi. Jeho produkce je nejvyssi v obdobi kolem 22. tydne gravidity.
V dospélém véku je syntetizovan v minimalnim mnozstvi epitelialnimi bunkami stfevni
sliznice, zaludku a bronchti. Biologicky polocas se pohybuje mezi 2 — 16 dny
(Internet 5). Fyziologické hodnoty se pohybuji vrozsahu 0-5 pg/l (Zima, 2002;
Klener, 2002).
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Karcinoembryonalni antigen byl poprvé identifikovan u nemocnych s kolorektalnim
karcinomem (Klener, 2002). Maligni buiiky u rakoviny tlustého stfeva nemaji bazalni
laminu a mnozi se v tkani. Kromé toho nadorové bunky ztratily svou polaritu a CEA je
distribuovan po celém povrchu bunck. Je znamo, Ze komponenty z plazmatické
membrany jsou pribézné odstépovany z povrchu plazmatické membrany jako vacky
apfes lymfu se dostavaji do krve. Jak nador roste, CEA se akumuluje v Krvi
(Hammarstrém, 1999). Pavodni ptfedpoklad, ze bude dobrym indikdtorem tumort
tlustého stieva, se zcela nepotvrdil. Neni totiz dostatecné citlivy (pii 90 % specifi€nosti
je jeho citlivost pro pritkaz recidivy kolorektalniho karcinomu jen 61 %) ani specificky

(Nekulova, 2006).

Stanoveni CEA je uzite¢né u diagnostiky karcinomu prsu zejména pro véasné odhaleni
relapsu onemocnéni, nebot’ zvySeni jeho koncentrace ptfedchdzi o nékolik mésict
klinické zndmky relapsu (Klener, 2002). Stanoveni CEA je také vhodné pro potvrzeni
stadia choroby, rozhodnuti o prib&hu terapie. Hodnoty vyssi nez 10 pg/l znamenaji
obvykle progresi maligniho procesu. Pfedoperaéni hodnoty CEA >40 pg/l jsou
charakteristické pro kratsi interval bezptiznakového pieziti nemocnych s karcinomem
mlécné zlazy. Koncentrace vyssi nez 50 pg/l svédéi s vysokou pravdépodobnosti
0 jaternich nebo kostnich metastazach. Pokles hodnot CEA asi ve 4. tydnu
po chirurgickém zékroku mize poskytnout udaj o GspéSnosti terapie, podobné Ize
hodnotit efekt chemo- ¢i radioterapie, pokud byly hodnoty pied terapii zvySené
(Internet 5).

CEA se zvySuje téZ u jinych karcinomil (Zaludku, jater, pankreatu, plic). Vyssi
hodnoty mohou byt u jaterni cirhézy, u zanétlivych stievnich onemocnéni
a u pankreatitidy (Klener, 2002). Vyssi hodnoty jsou nékdy pozorovany i u kufak;
zvyseni rizika rozvoje karcinomu plic u téchto osob ve srovnani s kufdky majicimi

nizkou hodnotu CEA nebylo dosud prokézano (Nekulova, 2006).

Stanoveni karcinoembryonalniho antigenu ma vyznam i mimo krevni sérum
a to hlavné v moci, pleuralnim punktétu, ascitu i dalSich télnich tekutinach u vybranych
typt nadort (Internet 5). Metoda pouzivana pro stanoveni tohoto antigenu je nepiima
chemiluminiscen¢ni imunoanalyza (CLIA) (Internet 8). Z velkého mnozstvi protilatek
vytvoienych proti CEA se vétSina vaze do péti nepirekryvajicich se epitopovych skupin

(Internet 14).
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CEA patii mezi nejvic pouzivané klinické nadorové markery. Hlavni divod, proc¢ je
CEA uzite¢ny jako sérovy nadorovy marker u rakovin, je pravdépodobné ten, ze CEA je
stabilni molekula. Antigen ma pomérné omezeny vyskyt v normdalni dospélé tkani

a U pozitivnich nadoru se vyskytuje na vysoké tirovni (Hammarstrém, 1999).

4.5.2 Nadorovy antigen CA 15-3

CA 15-3 se strukturou fadi mezi komplexni glykokonjugaty spolu s CA 125 a MCA.
Komplexni glykonjugaty jsou glykoproteiny, eventuelné glykolipidy, které jsou
produkovany ur¢itymi bunkami plodu; byvaji tedy obvykle fazeny k onkofetalnim
antigenim. Pfi jejich odhaleni se vychazelo z piredpokladu, Ze nddorové bunky uvoliuji
do krevniho ob&hu urcité antigenni struktury, které lze v krvi prokdzat. Homogenaty
zhoubnych nédor byla imunizovéana laboratorni zvifata a po izolaci vhodnych linii
imunokompetentnich bun€k byly hybridomovou technikou ptipraveny bunééné linie
produkujici monoklonélni protilatky proti glykoproteinovym strukturdm na povrchu
nadorovych bunék. Tyto protilatky byly pak uZity k detekci tumorovych antigenti v séru
pacientil. VétSina téchto antigenil je znac¢ena pismeny CA (carbohydrate antigen) a Cisly
podle oznaCeni bunééné linie, jez produkuje prislusnou protilatku. I kdyz uvedena
stanoveni postradaji potiebnou specificnost a citlivost a hodi se opét spiSe pro kontrolu
pribéhu onemocnéni po 1écbé, existuje mnozstvi firemné vyrabénych souprav.
Soupravy jednotlivych firem uzivaji odlisné monoklonalni protilatky, zamétené proti
riznym epitopiim, a proto poskytuji u téhoz pacienta mnohdy vyrazné odlisné vysledky.

Pfi sledovani priibéhu onemocnéni tedy nelze ménit druh soupravy (Nekulova, 2006).

CA 15-3 je definovan dvéma monoklonalnimi protilatkami DF3 a 115DS. Protilatka
115D8 byla piipravena proti tukovym membranovym globulim matefského mléka,
zatimco DF3 protildtka byla navdzdna proti membranové bohaté frakci lidského
karcinomu prsu. Molekula CA 15-3 je mucin, jedna se o produkt mucinového genu
1 (MUC1). Jiné nazvy pro tento mucin jsou polymorfni epitelidlni mucin (PEM),
epitelidlni membranovy antigen (EMA), nebo episalin. Antigen MUC 1 je
transmembranovy glykoprotein obsahujici velké extracelularni domény. Antigen
obsahuje také hydrofobni membranovou oblast 0 31 aminokyselinach a cytoplazmatické
domény slozené z 69 aminokyselin (Duffy, 1999). Relativni molekulova hmotnost
CA 15-3 je okolo 300 kDa (Zima, 2002). Biologicky polocas je 7 dni. Marker nekolisa

béhem ovula¢niho cyklu (Internet 6).
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Varianta detekovana monoklonalni protilatkou DF3 je vhodnd pro monitorovani
pacientek s metastazujicim nadorem prsu (Zima, 2002). Stanoveni CA 15-3 se uziva
Kk posouzeni uspéchu 1é¢by a vEasné piedpovédi recidivy u nemocnych s karcinomem
prsu (Nekulova, 2006). Senzitivita uneléenych nemocnych dosahuje pti 90 %
specificité¢ hodnot pouze 20 - 40 %, u metastazujicich nadort az 80 %. Metodicka
“robustnost” CA 15-3 umoznuje sledovat a matematicky hodnotit dynamiku zmén jeho
koncentraci pro odhad vyvoje onemocnéni, které cCasto piedchdzi diagnostické
zobrazovaci metody. Jeho koncentrace obvykle koreluje s hmotou nadoru. Umoziuje

predpovédét navrat onemocnéni s predstihem nékolika mésicu (Internet 6).

Fyziologické hodnoty se pohybuji v rozmezi 0-31 kU/I (Zima, 2002; Klener, 2002).
U nemocnych s karcinomem mlécné Zzldzy s parcidlni remisi je moZno pozorovat

i pretrvavajici vyssi hodnoty (Internet 6).

V mens$i mife se vyskytuji zvySené hodnoty u karcinomu ovaria, d¢lozniho cipku,
prostaty, plic a kolorekta (Klener, 2002). Mirné zvySeni se nékdy pozoruje i u benignich

onemocnéni (hepatopatie, endometridza, mastopatie) (Nekulova, 2006).

Mezi hlavni metodu stanoveni patfi nepiima chemiluminiscencni imunoanalyza

(CLIA) (Internet 8).

CA 15-3 je jednim z prvnich cirkulujicich prognostickych faktorti u karcinomu prsu.
Predoperaéni koncentrace mohou byt kombinovany se stavajicimi prognostickymi
faktory pro odhad vysledku u pacienti s nové diagnostikovanou rakovinou prsu.
U pacienti s pokrocilou rakovinou prsu, kterou neni mozné posoudit stavajicimi

klinickymi nebo radiologickymi postupy (Duffy, 2006).

4.5.3 Nadorovy antigen CA 549

Molekula CA 549 je glykoprotein o molekulové hmotnosti asi 400 kDa. Antigen byl
definovan na podkladé€ dvou monoklonalnich protilatek:
1) proti membranové frakci bunééné linie karcinomu prsu (BC 4E),
2) proti HMFGP (lidsky protein tukovych globuli mléka; BC 4N 154) (Internet 15).
CA 549 patii do rodiny membranovych antigeni mléénych tukovych globuli
(jako CA 15-3) (Zima, 2002). Je piitomny na membranach normalnich epitelialnich
bunék (Internet 15). Jeho distribuce v nadorové tkani je pon¢kud odlisna od CA 15-3.
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Ne&kteti autofi udavaji, Zze lépe signalizuje postiZzeni axilarnich uzlin metastatickym
procesem. Klinickd senzitivita byva uddvana mezi 30-50 % pfi specifité 75-90 %
(Zima, 2002). Cut off hodnota je 12 U/ml (Klener, 2002). Antigen muze byt zvySeny

i U jinych typu nadort, nejéastéji u ovarialnich, jaternich a plicnich (Zima, 2002).

4.5.4 Antigen mucinoznich karcinomia (MCA)

MCA mize byt také tazen mezi markery onkofetalni povahy (Nekulova, 2006).
MCA byl objeven pomoci techniky monoklonalnich protilatek po imunizaci bunkami
nadorové linie karcinomu prsu. Jednd se o vysokomolekularni (asi 350 kDa), silné
glykosylovany glykoprotein. Podobny antigen byl nalezen i v matefském mléce
(Zima, 2002).

ZvySeny vyskyt se prokazuje u vSech typll nadorti prsu. Klinicka senzitivita se
pohybuje mezi 40-80 %, specifita mezi 80-98 %. Marker dobie prokazuje metastazy,
progresi i regresi nadoru (Zima, 2002). Cut off hodnota je 1,5 ug/l (Klener, 2002).

Tento antigen byva Casto zvySeny i u jinych typt nadord, hlavné u renalniho
karcinomu (65 %), urologickych karcinoml =z ptechodnych bunck (70 %),
gynekologickych nadorti (50 %), gastrointestinalnich a plicnich nadord (30-40 %)
au20 % karcinoml prostaty (Zima, 2002). Jeho vzestup pii progresi onemocnéni

nastava diive nez vzestup CA 15-3 (Klener, 2002).

4.5.5 Nadorovy antigen CA 125

CA 125 je vysokomolekularni glykoprotein o relativni molekulové hmotnosti okolo
200 kDa, byl poprvé prokazan na povrchu bunék ovaridlniho karcinomu
(Nekulova, 2006). V dospélém véku mize byt omezené syntetizovan v epitelu normalni
tkané vejcovodl, broncht, endometria, cervixu, ale i v mezotelu pleury, perikardu
a peritonea. Neni prokazatelny v epitelu normalnich ovarii. Chirurgicky zasah v biisni
dutiné muze vyprovokovat zvyseny pohyb CA 125 do cirkulace z mezotelu. Biologicky
polocas se udava asi 4 dny. Ca 125 je degradovan prostiednictvim jater a vyluovan

ledvinami (Internet 7).

Koncentrace se zvySuje u karcinomu prsu, ale mnohem vétsi vyznam ma pro stanoveni
karcinomu ovaria, kde se vyskytuje asi u 80 % nemocnych (Klener, 2002). Vyznam
zvySeni hodnot CA 125 u karcinomu prsu je nejisty, piestoze tvorba CA 125 byla

prokazana v normalnim prsu. ZvySeni CA 125 u rakoviny prsu souvisi Casto Se
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zapojenim prsu do metastatického procesu pleury. Neustale jsSou pozadovany informace

o roli CA 125 v rakoving prsu (Leonard et al., 2004).

Vysetieni CA 125 byva nejcastéji uzito k monitorovani pribéhu onemocnéni (detekce
relapsu €i rozsevu onemocnéni a odpovédi na 1écbu). Serdzni typ karcinomu ovarii,
kde je CA 125 markerem prvni volby, vykazuje senzitivitu az 90 %. Nartst koncentrace
markeru mize predchéazet klinickou diagnézu o 1 — 8 mésict. Pti dokonalém odstranéni
priméarniho tumoru klesd koncentrace CA 125 o 75 — 90 % béhem prvniho tydne (Casto
exponencialng), do 2 — 3 tydnt se hodnoty normalizuji. CA 125 je vhodny pro potvrzeni
stadia choroby. Vysoké hodnoty, které se po primarni terapii nesnizi, jsou indikaci
k ”’second look” operaci. Senzitivita a specificita stanoveni kolisa podle typu
sledovaného nadoru a stadia onemocnéni. Vzhledem k nizké senzitivité¢ (obzvlasté
stadium | — pouze asi 50 %) a nizké specificité neni vhodné provadét screening
U nesymptomatické populace. V pfipadé genetické zatéze (alespoil jeden piibuzny) se
syndromem ovarialniho karcinomu, je doporuceno stanovovat CA 125 (spolu
s vaginalnim ultrazvukovym vySetfenim) kazdoroéné. (Internet 7). Fyziologické

hodnoty jsou 0-35 kU/I (Zima, 2002; Klener, 2002).

Z nadorovych onemocnéni se antigen zvySuje také u karcinomu pankreatu, plic,
zlu¢ovych cest. CA 125 ziejmé reflektuje predevSim postizeni pleury a peritonea
Z diivodu infiltrace nadorovymi strukturami. Byla prokdzana rovnéZz zvySend hladina
CA 125 u nemocnych s hepatocelularnim karcinomem. V procesu chronického
onemocnéni jater nebo peritonitidy mize hladina CA 125 dosahnout hodnot i vyssich
nez 65 kU/L. V pfitomnosti maligniho procesu koreluje obvykle s nadorovou hmotou
(Internet 7). Mirné zvySeni lze nalézt také u endometriozy a u jaterni cirhozy

(Klener, 2002).

Mezi pouzivané metody stanoveni tohoto antigenu patii nepfima chemiluminiscenéni

imunoanalyza (CLIA) (Internet 8).

V klinické praxi ma CA 125 nékolik dulezitych roli. Zvysené CA-125
u postmenopauzalnich pacientek s podezielou panevni hmotnosti zvySuje moznost
ovarialniho karcinomu, tedy sméfovani pacienta smérem ke gynekologickému
onkologovi k dalsimu feseni. Klesajici uroven CA-125 béhem chemoterapie ujisti 1¢kare
I pacienta, ze nador reaguje. Rostouci hladina CA-125 béhem chemoterapie ukazuje

na vyvoj rezistence. To vede k pteruSeni neefektivni terapie (Rustin et al., 2004).
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4.5.6 Cytokeratiny

Mezi tii cytoskeletdlni systémy nalézané v eukaryotickych buinikach patii
i intermedialni filamenta (IF). V =zavislosti na jejich polymera¢nich vlastnostech
a tkanové specificité jsou rozdéleny do Sesti podtypi. Intermedialni filamenta typu |
a typu 1l jsou cytokeratiny (CK). CK tvofi nejvétsi podskupinu intermedialnich filament
a predstavuji nejhojnéjsich bilkoviny v epitelidlnich bunkach. V zavislosti na jejich
tkanové expresi, jsou cytokeratiny fazeny do jednoduchych epitelidlnich cytokeratint
(CK 7, 8, 18, 19, 20) a stratifikovanych epitelialnich cytokeratinti (CK 4, 5, 12, 14 atd.).

v

Nejhojn¢jsi epitelové cytokeratiny jsou CK 8, 18 a 19 (Sawant et al., 2007).

1.) Cytokeratinovy fragment 21-1 (CYFRA 21-1)

Mezi cytokeratiny patii pravé CYFRA 21-1. CK 19 je typ-I CK, které se uvolni v séru
jako rozpustné fragmenty. CK 19 je protein o molekulové hmotnosti 40 kDa, ktery
muze byt proteolyticky St€pen kaspazou-3 (Sawant et al., 2007). Dosud bylo vyvinuto
a testovano né¢kolik protilatek proti tomuto markeru, z nichz KS 9-11 a BM 19-21 se
staly podkladem rtznych komerénich imunochemickych souprav. Jsou definovany
epitopy rozpoznavané témito protilatkami. Fyziologicky je cytokeratinovy fragment
21-1 prokazatelny ve tkani plic, délohy a traviciho ustroji. Degradace CYFRA 21-1

probiha jatry, a vylucovan je ledvinami (Internet 9).

Tento tumorovy marker se osvédcil jako marker u nemalobunééného karcinomu plic
(pozitivni u 40-50 % nemocnych), u karcinoml ovaria (vfetné mucindznich),
u karcinomu prsu, délohy a zaludku (Klener, 2002). Rozmezi fyziologickych hodnot je
0,0-3,3 pg/l (Zima, 2002; Klener, 2002). Nespecifické zvyseni CYFRA 21-1 je mozno
pozorovat pii nekterych onemocnénich jater (cirhoza, hepatitida), rovnéz i U infekénich
onemocnéni. Falesné pozitivni hodnoty nalézame u astmatu (Internet 9). Mezi metodu,
ktera stanovuje CYFRA 21-1, patii elektro-chemiluminiscen¢ni imunoanalyza (ECLIA)
(Internet 8).

2.) Tkanovy polypeptidovy antigen (TPA)

TPA je jeden z nejstarSich pouzivanych nadorovych markert. Bylo prokazano, ze
TPA imunologicky souvisi se smési non-epidermalniho CK, jako CK 8, 18 a 19
(Sawant et al., 2007) o relativni molekulové hmotnosti okolo 22 000 Da (Zima, 2002).
TPA je tvofen v S a G2 fazi bunétného cyklu. TPA je vylu€ovan do obéhu v pribéhu

a bezprostfedné po mitoze. Koncentrace antigenu je vys$si u nddorovych tkani a v sérech
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pacientl s rakovinou ve srovnani s normalni tkani nebo normalnimi séry. V poslednich
letech neni TPA casto pouzivan diky své Siroké specificit¢ (Sawant et al., 2007).
TPA mtize byt prokézan prakticky ve vSech bunkéch epitelového pavodu (Nekulova,
2006). TPA je prokazovan méné specifickymi polyklonalnimi protilatkami; tento
zastaraly test je nahrazovan testem oznaCovanym jako TPAcw, ktery pouZiva

monoklonalni protilatky proti cytokeratinu 8 a 18 (Internet 11).

TPA neni specifickym indikdtorem urc¢itého nadoru, ale spiSe ukazatelem bunécné
proliferace. Pfevazuje tedy u néj citlivost nad specificnosti. Z tohoto diivodu je zvySeny
utady rychle rostoucich zhoubnych nadorti (karcinomu prsu, bronchidlniho,
kolorektalniho, mocového méchyie, ovaria, délozniho ¢ipku). Zvyseni TPA se nachazi
I U proliferace nenadorového ptvodu, napf. u zanétlivych chorob plic, jater
a urogenitalniho ustroji. V pfipad€ ucinné terapie a zastaveni bunétné proliferace
koncentrace TPA rychle klesa, mnohem zieteln&ji nez v ptipad€ ostatnich markerti

(Nekulova, 2006).

Fyziologické meze jsou 0,0-1,0 pg/l (Zima, 2002) a metoda, kterou se da tento antigen

stanovit je imunoradiometricka analyza (IRMA) (Internet 8).

Jiné fragmenty keratinu piedstavuji tzv. specificky TPA (TPS) (Nekulova, 2006).
Tkéanovy polypeptidovy specificky antigen (TPS) byl identifikovan uz davno z lidskych
karcinomii a bunénych linii pomoci protilatek sméfujicich K nerozpustnému
nadorovému materidlu. Tyto protilatky byly zobrazeny barvenim cytoskeletalnich
intermedialnich filament v Hela buiikach (Sawant et al, 2007). Na rozdil od TPA je
stanovovan monoklonalni protilditkou (M3) proti jednomu epitopu - CK 18
(Internet 11). TPS se jevi vice specificky pro karcinom prsu a ovaria (Zima, 2002).
Jeho koncentrace muze vrist i u dalSich karcinomi jako je karcinom priadusek, tlustého
stfeva, mocového méchyie, varlat, prostaty a pankreatu. Zvyseni TPS bylo nalezeno
téz u malignich solidnich tumorta détského véku (tedy 1 nonepitelovych). Je otazka,
zdatoto zvySeni neni spiSe projevem né&jaké komplikace (sepse, téz§i infekce)

(Internet 11).

Klinické uziti cytokeratinovych nadorovych markerti je dobie zavedeno pro sledovani
pacientl s epitelidlnimi bunéénymi karcinomy. Cytokeratiny odrézi aktivitu nadorovych
bunék. Opakovanymi testy na cytokeratiny u pacienti v kombinaci s markery, které

odrazi nadorové zatizeni, miize onkolog ziskat dllezité informace o aktivit¢ nddorového
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rastu. To se vztahuje zejména na piipady, kdy nador je jiz klinicky potvrzen. Schopnost
cytokeratinovych markerti predpovédét stav onemocnéni diiv nez konvenéni metody,
nabizi spolehlivy nastroj pro efektivnéjsi 1é¢bu. Cytokeratinové markery nejsou
organove specifické, coz omezuje jejich diagnostické uziti. Nicméné, jejich pouziti je
dobie zavedeno v monitorovani symptomatickych pacientii béhem 1é¢by (radioterapie,

endokrinni terapie, chemoterapii) (Barak et al., 2004).

4.5.7 Beta2 - mikroglobulin

Beta2 — mikroglobulin spolu s feritinem patii mezi sérové proteiny. Nékteré sérové
proteiny jsou produkovany nadorovymi buiikami, jindy piitomnost nadoru a jeho rust
vyvolé reakci organismu, projevujici se zménou koncentrace sérovych bilkovin. Tyto
zmeény jsou jen velmi malo specifické pro zhoubné novotvary a ani citlivost neni pfilis
vysoka. Reaktivni zmény pii jejich nalezu mohou upozornit na piitomnost zhoubného
novotvaru (Nekulova, 2006).

Beta2 — mikroglobulin je polypeptid, ktery je soucasti povrchové membrany vSech
bun¢k (Klener, 2002). Jeho relativni molekulova hmotnost je 11 800 Da, polypeptidovy
fetézec ma 100 aminokyselin a vytvaii disulfidicky mustek mezi 25. a 81.
aminokyselinou. Jeho syntéza je nejvyssi v bunikach B lymfocytarni fady, nachazi se
vSak ve vétsiné bunck, snad s vyjimkou erytrocytlh a bunck trofoblastu (Zima, 2002).
Ptirozpadu bunek se uvoliiuje do plazmy, vyluCuje se glomerularni filtraci
a po reabsorpci je degradovan tubularnimi bunikami (Klener, 2002). Biologicky polocas
je 20 minut az 2 hodiny (Internet 8).

Pfi poruse ledvin je nutno opatrné interpretovat zmény obsahu .M Vv Krvi i v moci.
Ptfi poruse glomerularni filtrace se jeho obsah v séru mulZe vyrazné zvySovat,
pfi tubularni poruse vazne jeho reabsorpce v ledvinach, coZ miiZze mit za nasledek nizky
obsah vkrvi a zvySeny v moci. Tohoto jevu se uziva v diferencialni diagnostice
ledvinovych onemocnéni (Zima, 2002). Koncentrace M se u karcinomu prsu zvySuje

v mensi mife (Klener, 2002).

Fyziologické hodnoty B,M jsou 1,0-2,4 mg/l (Zima, 2002). Cut off hodnota je 2 mg/l.
Koncentrace oM se zvySuje také u lymfoproliferatnich onemocnéni (lymfomy,
myelom) a v mensi mife u nadord GITu a plic (Klener, 2002). ZvySeni ;M je mozno
pozorovat i u pacientti s chronickymi zanétlivymi a autoimunitnimi onemocnénimi,

vcetné kolagenoz a revmatoidni artritidy, u syndromu ziskaného selhani imunity (AIDS)
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a po transplantacich organt. I zde je moznost vyuziti pro monitorovani stavu pacienta

(Zima, 2002).

Mezi hlavni metodu, kterou se oM stanovuje, patii MEIA (enzymova imunoanalyza

na mikrocasticich) (Internet 8).

4.5.8 Feritin
Feritin je vysokomolekuldrni bilkovina, slouzici jako zasobarna Zeleza ve stievni
sliznici a kostni dfeni. ZvySeni syntézy je indukovano nedostatkem Zeleza v organismu.

Biologicky polocas neni zndm (Internet 8).

Feritin byva v porovnani s ostatnimi markery karcinomu prsu zvySen mén¢ Casto.
(Nekulova, 2006). Fyziologické hodnoty jsou odlisné u muzu a zen. U muza 21,8-275,0
pg/l, u zen 4,6-204,0 pg/l (Zima, 2002). Cut off hodnota je pro muze 300 pg/l
a pro zeny 200 ug/1 (Klener, 2002).

Feritin se pouziva také jako néddorovy marker u primdrnich a sekundarnich nadora
jater a u pankreatu. ZvySen byva téZ u leukémii, Hodgkinovy choroby
a u neuroblastomu (Klener, 2002).

Mezi metody, kterymi se feritin stanovuje, patfi imunoturbidimetrie (IT) a nepfima

chemiluminiscenéni imunoanalyza (CLIA) (Internet 8).

4.5.9 Hormonalni receptory

Hormonalni receptory fadime mezi bunééné tumorové markery. Bunétné tumorové
markery jsou komponenty bunééné membrany ¢i jinych organel, typické pro nadorovou
buitku nebo majici vyznam pro diagnostiku a lé€bu nadorového onemocnéni.
Neuvolnuji se do krevniho ob&éhu a musi se prokazovat v bunéénych homogenatech

nebo in situ (Nekulova, 2006).

Patfi sem napf. hormondlni receptory u karcinomu mlécné Z7lazy. Prokazuji se
vV homogenatu nadorové tkané nebo Iépe imunohistochemicky. Nélez receptorti
estrogentl a progesteronu je znamkou vétsi diferenciace nadorovych bunék a vypovida

0 jejich senzitivité k hormonalni 1é¢bé (Nekulova, 2006).

V onkologické praxi se nejCastéji stanovuji steroidni receptory v cytoplazmé nebo

Vv jaderné frakci. Stanoveni jadernych receptorii je vSak technicky obtizné, proto se dava
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pfednost stanoveni cytoplazmatickych receptorii. Existuji tfi zékladni zpisoby jejich
stanoveni:

Biochemické metody: Tyto metody jsou nejbéznéjsi. Receptory se stanovi pomoci
znacenych ligandii. Vzorky primarniho karcinomu nebo metastazy odebrané pii operaci
jsou zbaveny tukové a normalni tkané. Pak jsou vzorky zmrazeny tekutym dusikem
nateploty kolem -75 'C. Ve zmrazeném stavu je tkan pulverizovéna,
pak homogenizovana ve vhodnych naraznikovych roztocich a homogenat je odstfedén.
Receptory se urcuji v cytosolové frakci, ktera je obsazena v supernatantu. Frakce se
inkubuje p¥i nizké teplot (0-4 "C) s hormonem znatenym P nebo y zafiGem. Vhodnou
fyzikdlni metodou napf. aktivnim uhlim s dextranem se oddéli znaceny steroid vazany
na bilkovinu a zméfi se jeho aktivita. Vysledek se vyjadfuje ve fentomolech
(10" molu) znaGeného steroidu na 1 mg homogenizované tkand nebo na 1 mg

cytosolové bilkoviny (Klener, 2002).

Histologické metody: Zilezi na znazornéni receptori v tkanovém tezu. Toho lze
dosahnout n€kolika zptisoby:
e pii autoradiografii se sleduje dislokace znaceného steroidu v preparatu,
e fluorescenéni metody vyuzivaji ke zndzornéni receptorti fluorescencni latky
navdzané na oznaCeny steroid nebo Castéji  konjugat  steroidu
s makromolekularnim nosic¢em,
e enzymové metody vyuZzivaji vazby enzymu (nejCastéji kienové peroxidazy)
na steroidy nebo jejich konjugaty. Po pfidani substratu se ptfitomnost enzymu

V preparatu projevi barevnou reakci (Klener, 2002).

Enzymoimunohistochemické metody: princip je stejny jako u enzymovych metod,
ale enzym je navazan na protilatky proti konjugatim steroidti s makromolekuldarnimi

nosici (Klener, 2002).

Stanoveni estrogennich receptori (ER) u karcinomu mammy patii po mnoho let
k zékladnim indikatorim pravdépodobné vyhody hormonalni terapie pro individualniho
pacienta. Podle hladiny ER je rovnéz urCovana obecna progndza vyvoje onemocnéni
(Internet 12). Pozitivita receptort je indikaci k terapii antiestrogeny. Vypovida o vétsi
diferenciaci nadorovych bun€k, mensi invazivit¢ a lepSi progndéze onemocnéni

(Internet 13). Fyziologické hodnoty (ER) a (PR) jsou 6-10 nmol/l (Zima, 2002).
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Estrogenové receptory patii do superrodiny nuklearnich receptori. Je-1i na ER navdzan
ligand, translokuje se z cytoplasmy do jadra a reaguje s koaktivatory nebo korepresory

transkripce s efektem vysledného ovlivnéni cilovych geni (Internet 12).

V lidském organismu se vyskytuji dvé izoformy ER (ER-o a ER-B), které jsou
kodovany nezavislymi geny. Ob¢ izoformy ER maji rizné role v oblasti regulace
genové exprese. V soucasné dobé se zjistuje, zda nékteré mutace nebo modifikace
receptoru ER-B hraji né&jakou roli v rozvoji rakoviny prsu (v progndze) a Vv reakci
na endokrinni terapii. Uloha ER-B v prsu neni dosud objasnéna, ale piitomnost ER-o

v dob¢ diagnodzy je indikace pro endokrinni terapii (Giacinti et al., 2005).

Gen ER-a je lokalizovan na kratkém raménku chromozomu 6, je tvoifen 8 exony.
Koduje protein o molekulové hmotnosti asi 65 kDa (595 aminokyselin), ktery se vaze
k estradiolu s vysokou afinitou. Gen pro ER-B je umistén na chromozomu 14, kéduje

protein sestavajici z 530 aminokyselin (Internet 12).

Sedesat procent piipadti primarni rakoviny prsu jsou ER-pozitivni a dvé tietiny
pokrocilé ER-pozitivni rakoviny prsu reaguji na terapii antiestrogeny, jako je tamoxifen.
Nicméné u vice nez jedné tfetiny piipadd je v dobé diagnézy nedostatek ER-a a dalsi,
puvodné¢ ER-a pozitivni ztrati schopnost exprimovat tyto receptory béhem progrese
tumoru. Tyto pfipady neumoziuji endokrinni terapii a zvysuji $patné klinické vysledky.
Neschopnost bun€k exprimovat ER-a je u fady karcinomi prsu zpisobeno neobvyklou
metylaci regulacnich oblasti genu pro ER-a, pfedevSim usekt bohatych na cytosin

a guanin (Giacinti et al., 2005).

Piestoze poznani ER funkce, heterogenity molekuly, ani metodicky pfistup neni
zdaleka dokoncen, jejich vySetfeni v primarnim nddoru maé nezastupitelnou ulohu

pii ur€eni typu terapie (Internet 12).

Progesteronové receptory (PR) patii k dopliujicim parametrim pro vySetieni
hormonalniho stavu nemocné s karcinomem prsu. Vzhledem k tomu, ze PR patii
k bilkovinam indukovanym pusobenim ER, je dosud sporny vyznam skupiny

ER negativni a zaroven PR pozitivni (Internet 12).
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4.6 Nejnovéjsi tumorové markery objevené pro diagnostiku rakoviny

prsu
Mezi nejnovejsi tumorové markery vyuzivané pro laboratorni diagnostiku karcinomu
prsu patii receptor pro epidermalni rustovy faktor HER-2/neu, urokinaza (u-PA)

a inhibitor aktivatori plazminogenu 1 (PAI-1).

4.6.1 Receptor pro epidermalni rastovy faktor (HER-2/neu)

HER-2/neu je glykoprotein o molekulové hmotnosti 185 kDa, normaln¢ je produkovan
epiteliemi mnoha organi, jako jsou plice, mocovy meéchyt, slinivka bfisni, prsa
a prostata. Produkce HER-2/neu z epitelialnich nadort vede k silnému naristu hustoty
HER-2/neu v bunéénych membraniach. HER-2/neu je ¢len rodiny receptord
epidermalnich rastovych faktort (EGFR). Proteinovy receptor HER-2/neu ma tii
domény. Prvni doména je intracelularni tyrosin-kindzova, dal$i je hydrofobni trans-
membranova doména a posledni je extracelularni doména, na kterou se vaze ligand-

epidermalni rustovy faktor (Liiftner et al., 2003).

Genova amplifikace HER-2/neu, anebo produkce proteinu jsou zjistény piiblizné
u25az 30 % primarnich rakovin prsu. Nadory s pozitivitou HER-2/neu mivaji
v n¢kterych piipadech negativni steroidni hormonalni receptory. Tyto nadory jsou
spojené s vyskytem pozitivnich lymfatickych uzlin a s vysokym skoére frakei S-faze.
ZvySena agresivita, metastaticky potencial a terapeuticka odolnost HER-2/neu

pozitivnich nadord mtze rovné€Zz zaleZet na uvoliiovacim procesu (Liiftner et al., 2003).

HER-2/neu genova amplifikace a proteinovd produkce miiZze byt hodnocena
Vv naddorové tkani. Mezi metody stanoveni proteinového HER-2/neu patii
imunohistochemie (IHC), ktera byla povazovana za referen¢ni metodu, neboli za zlaty
standard v testovani HER-2/neu. THC zjist'uje stupenn HER-2/neu proteinové produkce
ze vzorkil tkdn€ pomoci mono- nebo polyklonalnich protilatek, které se vazi na HER-
2/neu vytvorené na bunécnych membranach. Vysledny komplex antigen-protilatka je
vizualizovan peroxidazou nebo jinou chromogenni substanci. Fluorescen¢ni in situ
hybridizace (FISH) méfi pocet genovych kopii v jadru. U metody FISH se pouzivaji
specifické DNA sondy, skladajici se z oligonukleotidu, ktery je oznaceny
fluoresceinem. Pomoci FISH metody se zjisti pfesny pocet hybridizacnich signala

Vv jadru. Protoze DNA je méné nachylnd k poSkozeni béhem stanoveni neZ epitelové
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bilkoviny, byva metoda FISH casto povazovana za objektivnéjsi metodu nez IHC
(Liiftner et al., 2003).

Sérova hladina HER-2/neu muze odrazet stav aktivace spojeny s uvolfovacim
procesem. Mg¢ieni sérovych hodnot HER-2/neu poskytuje klinikovi prognostické
a prediktivni informace a muze byt pouzito pro monitorovani pacientd s metastatickou
rakovinou prsu. Testovani sérového HER-2/neu poskytuje doplitujici informace k urc¢eni
tkanové hladiny HER-2/neu, ktera by se mohla ¢asem zménit, coz by vedlo

k pfehodnoceni vybéru pacienta pro specificky zamétenou terapii (Liiftner et al., 2003).

Sérové hladiny HER-2/neu Ize zjistit metedou ELISA. Testovani sérového HER-2/neu
uzivd manudlni nebo automatickou ELISA metodu, kterd je technicky robustni,
nevyzaduje archivni materidly a je nezavisla na subjektivni interpretaci. Klinicky
vyznam sledovani sérovych hodnot HER-2/neu se zarucené zvysi zavedenim novych
inovacnich anti-HER-2/neu cilenych terapii jako jsou napf. nizkomolekularni inhibitory

tyrosinkinaz (Liftner et al., 2003).

Specifické klinické vyhody sérového HER-2/neu testovani jsou objasnény cetnym
vySetfovanim probihajicim po celém svété. Nékteré studie naznacuji roli HER-2/neu
pro prognozu choroby a celkové preziti neboli predpovéd’. Ostatni zkousky zvlast
u populace s metastatickym karcinomem prsu, v porovnani S podskupinami pacientl
s vy$si vychozi trovni sérového HER-2/neu a v porovnani s podskupinou s normalni
vychozi koncentraci sérového HER-2/neu ukazuji pouziti markeru pro ptedpovéd

odpoveédi na 1é¢bu (prediktivni role) (Liiftner et al., 2003).

Hlavni ulohy HER-2/neu jsou pro prognézu onemocnéni, monitorovani opakovani

nemoci a sledovani pokrocilého onemocnéni (Liiftner et al., 2003).

HER-2/neu produkce neni omezena pouze na rakovinu prsu. Je zaznamenana rovnéz
ujinych epidemiologicky dilezitych solidnich nadort, mezi které patii nador
bronchidlni, prostaty a vaje¢nikl. Proto je pravdépodobné, Ze se klinicka tloha sérového
HER-2/neu v blizké budoucnosti bude dale vyvijet stejné¢ jako u rakoviny prsu
(Liftner et al., 2003).
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4.6.2 Urokinaza (u-PA) a inhibitor aktivatoru plazminogenu (PAI-1)

Urokinaza patii mezi tkanové aktivatory plazminogenu. Prourokinaza (Scu-PA) je
jednotetézcova glykosylovand proteaza serinového typu, kterd se nachazi hlavné
V ledvinéch. Je uvoliiovédna z endotelidlnich bunék v pfitomnosti endotoxinu nebo tumor
nekrotizujiciho faktoru (TNF). Prourokinidza se nachazi v nizké koncentraci v plazmé.
Vlivem kontaktniho systému (kalikrein, vysokomolekularni kininogen (HMWK), faktor
12a (F Xlla)) a plazminu piechazi jednofetézcova (LMW: 31kDa) forma prourokinazy
na aktivni dvoufetézcovou (HMW: 55kDa) formu urokinazy (u-PA). Urokinaza je
uvoliovana v ramci fibrinolyzy a je rychle vyvazovand hlavnim moduladtorem
fibrinolyzy PAI-1. V plazmé¢ cirkuluje urokindza samostatné a poprvé byla izolovana

z moci. Biologicky polocas se pohybuje okolo 6 min. Koncentrace v plazmé je 2-8 pg/l
(Pecka, 2004).

PAI-1 patii mezi pfirozené inhibitory tkanovych aktivatora plazminogenu. PAI-1 je
syntetizovan endotelidlnimi buiikami cév, megakaryocyty a hepatocyty (po stimulaci
cytokiny). Inhibitor je jednofetézcovy glykoprotein, ktery je z pfevazné Casti pritomen
VvV a-granulich krevnich desti¢ek, v mensi mife vendotelu a plazmé. Syntéza je
regulovadna trombinem i nékterymi hormony napft. glukokortikoidy, ¢i inzulinem. PAI-1
existuje ve dvou formach, glykosylované a neglykosylované. Molekulovd hmotnost
glykosylové formy je 52 kDa a neglykosylované formy je 43 kDa. Koncetrace v plazmé
je 20-100 pg/1 (Pecka, 2004).

Urokinaza a inhibitor aktivatoru plazminogenu jako ukazatele karcinomu prsu:

U-PA a PAI-1 jsou soucasti fibrinolytického systému, ktery obsahuje receptor pro
u-PA a dalsi inhibitory (PAI-2 a PAI-3). Tento systém Se podili na invazi nadorq,
angiogenezi a tvorb¢é metastaz (Harris et al., 2007).

Mezi metody pouzivané pro hodnoceni téchto markerti patfi kvantitativni PCR
Vv realném case provadéné pomoci reverzni transkriptazy (RT)-PCR a s enzym-spojené
immunosorbentové testy (ELISA). K méfeni metodou ELISA je potieba minimalné
300 mg cerstvé nebo mrazené prsni tkdn€ nebo se pouziva cytosolickd frakce zbyvajici
po biochemickém hormonéln€ receptorovém méfeni. Metoda miize byt pouzita
pro stanoveni progndézy u pacientd snové diagnostikovanou rakovinou prsu
S negativnimi uzlinami (Harris et al., 2007). Koncentrace u-PA a PAI-1 koreluje

pozitivné se Spatnou prognoézou i U pacientek v rané fazi rakoviny prsu s nepostizenymi
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lokalnimi miznimi uzlinami a naopak nizka koncentrace ukazuje u této formy na dobrou
prognoézu s dlouhodobym piezivanim. U téchto pacientek neni nutnd adjuvantni
chemoterapie (Masopust, 2004). Studie ukazuji, ze tyto dva kombinované markery jsou
spojeny s 2- az 8- nasobné vyssim rizikem recidivy rakoviny a smrti. U pacientek
Snegativnimi uzlinami, které nejsou léCeny adjuvantni systémovou terapii, byla
prognosticka hodnota obou markeri nezavisla na mnozstvi, stupni a urovni

hormonalnich receptort (Harris et al., 2007).

V budoucnosti se ocekava, ze stanoveni té€chto markerli umozni monitorovani
uspésnosti 1écby novymi farmaky, které budou specificky zasahovat do nadorového

procesu tim, ze ovlivni G¢inky u-PA a/nebo PAI-1 (Harris et al., 2007).

Pravdépodobné podobny vyznam bude mit stanoveni u-PA a PAI-1 u karcinomu
zaludku, ezofagu, tlustého stfeva, mocového meéchytfe, ovaria nebo endometria

(Masopust, 2004).
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5 Zavér

Hlavnim cilem bakaldifské prace bylo podani ptehledu tumorovych markert
pro diagnostiku karcinomu prsu. V praci bylo piedstaveno 9 humoralnich markert,
1typ celularnich a 3 nejnovéjsi markery. VSechny zminéné markery se v praxi
dohromady nikdy nepouzivaji kvtli ekonomické narocnosti, a proto se vzdy hledaji
ty nejlepsi kombinace jednotlivych markeri. Kombinace markeri vedou k lepsi
diagnostické senzitivit¢ a specifité. Jako nejcastéjsi kombinace se pouziva CA 15-3,
CEA a TPA. CA 15-3 s CEA jsou markery nejvhodnéjsi pro diagnostiku karcinomu
prsu, proto se pouzivaji jako markery hlavni. Stale vSak nespliuji vSechny pozadavky
na idedlni tumorovy marker. CA 15-3 je v diagnostice nejcastéji uzivan pro posouzeni
uspéchu 1écby a vcasné predpovédi recidivy. CEA je povazovan za marker
pro stanoveni prognozy a stddia onemocnéni. TPA je velice dobrym markerem
prolifera¢ni aktivity a pfevazuje u ngj senzitivita nad specifi¢nosti. TPA byva také
v n¢kterych laboratofich nahrazeno markerem CA 125. CA 125 se spi§ vyuziva
pro diagnostiku karcinomu ovarii a v diagnostice rakoviny prsu ma hlavni ulohu

pro potvrzeni stadia onemocnéni.

Mezi méné vyuzivané markery patii CYFRA 21-1, vyjadiujici aktivitu nadorovych
bunék. Dalsimi markery, které se v biochemickych laboratotich prakticky nestanovuji,
jsou CA 549 a MCA. Hlavni uloha téchto markerti spo¢iva ve schopnosti prokazat
metastaticky proces. Beta2 — mikroglobulin a feritin se v praxi také pfili§ nepouzivaji,
ale jsou jednim z moznych ukazatel nadoru prsu. Jejich zvySeni miZe upozornit
na mozné riziko nadorového bujeni. VEtsi prognosticky vyznam maji tyto markery

vV nadorovém bujeni krevnich bunék.

Hormonalni receptory koreluji s onemocnénim a jsou Vv laboratotich hojné pouzivany,
kvuli jejich ¢astému vyskytu u karcinomu prsu. Jejich hlavni vyznam spo¢iva v uréeni
typu lékové terapie a urceni progndézy onemocnéni. HER-2/neu se vyuziva pro urceni
progndzy, monitorovani opakovani nemoci a také pro urceni 1ékové terapie. U- PA

a PAI-1 se zjist'uji pro ur€eni prognodzy a recidivy onemocnéni.

Tumorové markery jsou v dneSni dob& hojné pouzivanym diagnostickym prvkem
a Casto jsou aplikovany V situacich, kde nemaji Zadny uZite¢ny vyznam a jsou spi$ jen
zbyteCnym plytvanim financi. Je nutné, aby I€kafi a laboratorni pracovnici uméli

interpretovat vysledky markert a rozuméli jim. Tito odbornici by méli védét,
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ze ne vzdy, kdyz je marker pozitivni, musi mit ¢lovék dané nddorové onemocnéni
a zarovenn akceptovali, Zze negativni hodnoty nador nevylu€uji. Znali, jak mize byt

stanoveni markert ovlivnéno, a tyto chyby se snazili eliminovat.

Nejvétsim pozitivem tumorovych markerd je jejich schopnost monitorovat prubéh
onemocnéni a v€as predpovédet jeho navrat. Tato kapitola klinické biochemie patii

mezi obsahlejsi, neustale je v ni co objevovat, poznavat a hlavné zdokonalovat.

Pro ptehlednost jsem vytvofila tabulku shrnujici zminéné markery. V tabulce jsem
rozdélila jednotlivé markery podle zafazeni do jednotlivych skupin, fyziologickych
hodnot, vyskytu markeri u dal§ich nddorovych onemocnéni kromé rakoviny prsu
a benignich onemocnéni, u kterych se markery mohou zvySovat. V neposledni tadé¢
podle vyznamu jejich pouziti v diagnostice karcinomu prsu. V tabulce se neobjevuji

nové markery, protoze jsem o nich neziskala vSechny potfebné informace.
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Tabulka €. 1. Pfehled tumorovych markeri sledovanych u karcinomu prsu

Pouziti v dia-

Zatazeni do | Fyziologické | Nadorova Benigni gnostice
Marker . . i :
skupiny hodnoty onemocnéni onemocnéni | karcinomu
prsu
Onkofetaln K’olorek’talm, K.ure’wl, Prf) gnoza,
CEA . 0-5 pg/l jatra, plice, cirhoza, stadia
antigeny . oy <
zaludek zanéty stiev | onemocnéni
. . Uspéch
Onkofetalni Ovaria Hepatopatie
CALS3 anlii Oer? | ostiku rostata, plice man)to ztie | 1éeby,
geny P P P recidiva
CA 549 Onkofetalni | Cut off 12 Ovaria, plice, Metastaticky
antigeny U/ml jatra proces
. Progrese,
Onkofetalni | Cutoff1,5 | Ledviny, plice, g
MCA antigen /1 GIT, prostata | regrese
geny HE P nadoru
CA 125 Onkofetalm 0-35 KU/I Ovaria, Clrﬁoze_t,_ Stadia .
antigeny pankreas peritonitida | onemocnéni
CYFRA | Antigenni Plice, ovaria, | Cirhoza, Aktivita
markery- 0,0-3,3 pg/l y . . . y
21-1 . d¢loha infek¢ni on. | nador. bun¢k
cytokeratiny
Antigenni Bronchialni, Zanst pli Bunééna
c .
TPA markery- 0,0-1,0 pg/l kolorektalni, ater é)IT,U proliferace,
cytokeratiny ovaria Jater, senzitivita
Sérové Lymfom, ; AIDS, trans- | Reaktivni
B;M . 1,0-2,4 mg/l myelom, plice, y
proteiny plantace zmény
GIT
M 21,8-27
.. Sérové ’v8 >0 Leukémie, Reaktivni
Feritin rotein ne/l; 2.4,6- neuroblastom | zmén
proteiny 204,0 ug/l y
Prognoéza
H Alni ’
ER, PR OO - TN 117 A S P — uréeni  typu
receptory i
terapie
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6 Seznam zkratek

AFP

BRCA-1

BRCA-2

CA 125

CA 15-3

CA 549

CEA

CK

CLIA

CRACTES

CYFRA 21-1

DCIS

ECLIA

EGFR

EGTM

ELISA

EMA

ER

F Xlla

alfa-fetoprotein (alpha-fetoprotein)

gen rakoviny prsu, véasného nastupu 1 (breast cancer 1, early onset)
gen rakoviny prsu, véasného nastupu 2 (breast cancer 2, early onset)
nadorovy antigen 125 (carbohydrate antigen 125)

nadorovy antigen 15-3 (carbohydrate antigen 15-3)

nadorovy antigen 549 (carbohydrate antigen 549)
karcinoembryondlni antigen (carcinoembryonic antigen)

cytokeratin

nepfima chemiluminiscenéni imunoanalyza (chemiluminescence

immuno assay)

opakovand analyza rakovin, korelace, testovani, statistiky (cancer

recurrence analysis, correlation, testing and statistics)
cytokeratinovy fragment 21-1 (cytokeratin fragment 21-1)
duktalni karcinom in situ

elektro-chemiluminiscenéni imunoanalyza (electro-chemiluminescence

immuno assay)
epidermalni riistovy faktor receptoru (epidermal growth factor receptor)

evropskd skupina tumorovych markert (european group of tumour

markers)

enzymova imunoanalyza (enzyme linked immunosorbent assay)
epitelidlni membranovy antigen (epithelial membrané antigen)
estrogenovy receptor (estrogen receptor)

faktor 12
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FISH

FITC

GIT

hCG

HER-2/neu

HMW

HMWK

IHC

IRMA

LCIS

LMW

MCA

MEIA

MUC1

NSE

PAI-1

PCR

PEM

PR

PSA

fluorescenc¢ni in situ hybridizace (fluorescence-in situ hybridization)
fluoresceinizotiokyanat

gastrointestinalni stroji

choriongonadotropin (human chorionic gonadotropin)

lidsky recptor epidermalniho rastového faktory (human epidermal

growth factor receptor-2)

vysoka molekulova hmotnost (high molecular weight)
vysokomolekularni kininogen (high molecular weight kininogen)
intermedialni filamenta

imunohistochemie (immunohistochemistry)

imunoradiometricka analyza (immunoradiometric assay)
imunoturbidimetrie

lobularni karcinom in situ

nizka molekulova hmotnost (low molecular weight)

antigen mucindznich karcinomt (mucin like cancer associated antigen)

enzymova imunoanalyza na mikrocasticich (microparticle enzyme

immuno assay)

mucin 1

enolaza specificka pro neurony (neuron-specific enolase)
inhibitor aktivatori plazminogenu

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
polymorfni epitelidlni mucin (polymorphic epithelial mucin)
progesteronovy receptor (progesterone receptor)

prostaticky specificky antigen (prostatic specific antigen)
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RIA radioimunologicka analyza, radioimunoanalyza (radioimmuno-assay)

RT reverzni transkriptdza

scu-PA prourokinaza

TGF-p transformacni ristovy faktor beta (transforming growth factor-beta)

TNF tumor nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor)

TPA tkanovy polypetpidovy antigen (tissue polypeptide antigen)

TPS tkanovy polypeptidovy specificky antigen (tissue polypeptide specific
antigen)

u-PA urokinaza

ZN zhoubny nador

B.M beta2-mikroglobulin
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