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Tumor markery na OKB Nemocnice PelhFimov — metody stanoveni, klinicky

vyznam
Abstrakt

Nadorova onemocnéni jsou po nemocech srdce a cév nejéastéjsi pri¢innou amrti v Ceské
republice. Kazdy rok je diagnostikovana a piijata k 1écbé fada novych pacient
s nddorovym onemocnénim. Stanoveni hladiny naddorovych markert je nedilnou soucasti
vySetiovacich metod pro v€asné zachyceni nemoci, stanoveni diagnézy a kontroly
pribéhu 1écby. V soucasnosti zatim neni k dispozici univerzalni marker, proto se pii

analyzach stanovuje vice rakovinnych markert, jejichz vzdjemna specifita a senzitivita
se prekryva.

V teoretické Casti se prace zabyva obecnym popisem nadorovych onemocnéni. Dalsi ¢ast
je vénovana narodovym markeriim, vlastnostem, hodnoceni vysledkl vySetfeni a jejich
rozdéleni. Nasledné jsou charakterizovany jednotlivé naddorové markery vysetfované na

Oddéleni klinické biochemie Nemocnice Pelhfimov, p. o.

Prakticka ¢ast je vénovana metodam stanoveni naddorovych markert na Odd¢leni klinické
biochemie Nemocnice Pelhiimov, p. o. Nasleduje popis principu stanoveni tumor

markeru na analyzatoru Cobas e601.

Experimentalni ¢ast je vénovana statistice vysetfeni nadorovych markerti za jednotlivé
roky (2015-2017) ziskana na Odd¢leni klinické biochemie Nemocnice Pelhiimov, p. o.

V experimentalni ¢asti se dale zabyvam pacienty a hodnocenim jejich vysledkd.

nadorovych markert, stru¢na charakteristika a popis vyznamu pro klinickou praxi. Prace
dale uvadi laboratorni metody jejich stanoveni vcetné analytickych parametrt,
preanalytickych pozadavkid a hodnoceni vysledkd vySetfeni tumor marker. V zavéru
prace jsou uvedena statistickd data ziskand na pracovisti OKB a RTO Nemocnice

Pelhfimov, p. o.
Klicova slova:

Tumor marker, OKB Nemocnice Pelhtfimov, p. 0.,CEA, CA15-3, CA125, CA19-9, hCG,
ICTP, PSA



Tumour marker at the Department of Clinical Biochemistry of Pelhfimov Hospital

- methods of tumour marker determination, clinical significance
Abstract

Tumour diseases are the most common cause of death in the Czech Republic after heart
and vessel diseases. Each year a number of new cancer patients are diagnosed and
accepted for treatment. Determining the level of tumour markers is an integral part of
screening methods for early detection of the disease, diagnosis and control of the course
of treatment. Currently, no universal marker is available, so more markers of cancer,

whose specificity and sensitivity are overlapping, are determined in the analysis.

In the theoretical part, the thesis deals with a general description of tumour diseases.
Another part is devoted to tumour markers, characteristics, evaluation of the results of the
examination and their division. Subsequently individual tumour markers investigated at
the Department of Clinical Biochemistry of Pelhiimov Hospital, semi-budgetary

organization, are described.

The practical part is devoted to the methods of tumour marker determination at the
Department of Clinical Biochemistry ofPelhfimov Hospital, semi-budgetary
organization. It is followed by the description of the principle of tumour marker

determination on the Cobas e601 analyser.

The experimental part is devoted to the statistics of tumour markers for individual years
(2015-2017) obtained from the Department of Clinical Biochemistry of Pelhifimov
Hospital, semi-budgetary organization. Furthermore, in the experimental part I deal with

patients and their evaluation of the results.

The aim of the bachelor thesis is to prepare a summary of the most important and most
used tumour markers, a brief characterization and a description of the importance for
clinical practice. The thesis also presents laboratory methods of their determination
including analytical parameters, preanalytical requirements and the evaluation of tumour
marker results. At the end of the thesis statistical data obtained at the workplace of OKB
(the Department of Clinical Biochemistry) and RTO (the Department of Radiology) of

Pelhfimov Hospital, semi-budgetary organization, are presented.
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UvVOoD

Nadorova onemocnéni se miizou objevit u kohokoliv: mladych — starych, bohatych —
chudych, muzl, zen i déti. V poslednich letech dochazi k vyraznému zvySeni vyskytu
onkologickych onemocnéni, ktera jsou po kardiovaskularnich onemocnénich nejcastéjsi
pfi¢inou umrti lidi v CR. Mnoha témto umrtim se da v dnesni dobé jiz predejit. Na riizna
nadorova onemocnéni se prichdzi v raném stadiu nemoci, kdy se daji 1éCit a odstranit.

V pozdnim stadiu rakoviny se da utrpeni pacientl alesponi zmirnit dobrou tisici 1écbou.

vvvvvv



1 TEORETICKA CAST

1.1 Nadorova onemocnéni

Nédorové onemocnéni znamena vznik tkang, ve které se rist bunck vymkl kontrolnim
mechanismim bunécné proliferace. Vzhledem k aktivité proliferace rozliSujeme nadory

benigni (nezhoubné), intermediarni naddory a nddory maligni (zhoubné).

Benigni nadory rostou pomalu, jsou ohrani¢ené, opouzdiené a netvoii metastazy.

Po chirurgickém zakroku je ve vétSin€ pripadl pacient vylécen.

Intermediarni nadory tvofi rozhrani mezi benignimi a malignimi nadory. Maji lepsi
prognézu nez maligni nadory. Na rozdil od benignich nadort recidivuji, v nékterych

ptipadech mohou metastazovat do regionalnich lymfatickych uzlin nebo vzdalenych mist.

Maligni nadory rostou invazivng, rychle a jsou neohranicené. Pronikaji do okolnich tkani
a poskozuji strukturu a funkci organu. Tyto nddory jsou schopné metastazovat do jinych
casti t€la. Chirurgické odstranéni je obtizné vzhledem k neohrani¢enému nadoru. Maligni
nadory spotifebovavaji mnoho energie, proto pacienti s touto nemoci trpi Gnavou a

vyraznym ubytkem na vaze. (Macak et al., 2012)

Zhoubné nddory lze charakterizovat jako nekontrolovatelny rast bunécné populace
na ukor okolni tkan¢. Jakmile se riist a vyvoj normalni buiiky vymkne biologickym
mechanizmiim, objevi se nadorové bunky. Vznik a vyvoj nddoru se oznacuje jako
kancerogenni proces. Kancerogeneze je vicestupniovy proces pfemény normalnich bunék
v buniky nadorové. Podstatou kancerogeneze je postupné hromadéni genetickych zmén,
epigenetickych a biochemickych, které poskytuji nddorovym buiikdm rtistovou vyhodu a
vysledkem téchto zmén je invazivni rist nebo metastazovani nddorové tkané. (Adam et

al., 2011)
Pribéh kancerogeneze byva ¢lenén do tii stadii:

1. Iniciaéni stadium: piedstavuje prvotni mutaci urcitého kritického genu. Jde
o obdobi casové kratké, ale nevratné. Touto mutaci bunika ziskdva potencial

pro maligni transformaci, v tomto stadiu Ize proces jesté zastavit.

2. Promo¢ni stadium: postizené builky jsou stimulovany k intenzivngj$imu

mnozeni. Toto stddium trva 1éta az desetileti. Promoc¢ni faktory samy o sobé
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nejsou schopny vyvolat nadorovou transformaci, jen ji podpofit. Proces

kancerogeneze 1ze zpomalit nebo i zastavit odstranénim promoc¢nich faktora.

3. Progrese: stadium progrese je charakterizovdno dalSim postupnym
nahromadénim genetickych mutaci. Vznikly nddor mize zlstavat v misté vzniku
nebo se sifit do nejblizsiho okoli (invaze) a do vzdalenych mist cestou krevniho
obehu (metastdze). Velmi dilezitou podminkou pro rist naddoru je dostateCny
pfisun zivin a kysliku, ktery musi byt zajiStén vytvofenim cévniho zasobeni.

(Atwood et al., 2006)

1.2 Maligni transformace bunék

Maligni transformace tkanovych buné€k je proces, pfi kterém normalni tkadnové buiky
ztraceji vlastnosti diferencovanych bunék. Nejcastejsi pti¢inou je akumulace genetickych
poruch, které aktivuji bunécné protoonkogeny a inaktivuji antionkogeny. Protoonkogeny
jsou oznaCovany geny, které koduji bilkoviny podilejici se na pienosu ristovych a
diferenciacnich signalii do nitra buiiky. Urcuji progresi bunééného cyklu a bunécnou
diferenciaci. Antionkogeny se podileji na kontrole bunécného riistu a diferenciaci buiiky,
jejich inaktivace nebo dysfunkce vede k bunécné transformaci a nekontrolovanému
bunéénému déleni. MnoZeni bun€k v organismu je velmi peclivé fizeno v zavislosti na
stadiu Zivota jedince. V casnych fazich Zivota jedince mnoZeni bunck pievazuje nad
zanikanim, v dospélosti je v rovnovaze a v pokro€ilém veku Zivota zacina prevazovat
involuce. Problém nastane tehdy, pokud se buiiky vymknou kontrole replikace a zméni
se v nadorové bunky. Pfeména buniky v buitku nddorovou je vyvolana mutacemi, které se
tykaji regulace bunééného déleni, realizace oprav DNA a bunécéné smrti (apoptdzy).
Bunky, které si zachovaly svij vzhled i funkci a zlstavaji na misté, kde vznikly se
nazyvaji benigni buiiky. Pokud bunky ztratily vétSinu svych piivodnich vlastnosti (ztrata
diferenciace), maji snahu dale pronikat do svého okoli (invazivita) i na vzdalend mista

(metastazovani) nazyvaji se buitkami malignimi. (Svobodova et al., 2012)
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2 NADOROVE MARKERY

Nadorové markery umoznuji v soucasné dobé zcela nové ptistupy v 1€cbé onkologicky
nemocnych pacienti. Mohou pfispét k rozliSeni mezi benignim a malignim nadorem,
k urceni stadia onemocnéni, a piedevSim jsou vhodné pro vcasny zachyt recidivy
onemocnéni. Proto indikované pouziti vhodného markeru mtize rozhodujicim zptisobem
ptispét k vysledku 1écby, a tim zlepSit dobu pfeziti nemocného. Nadorové markery
ptredstavuji Siroké spektrum molekul velmi rozdilnych vlastnosti, které jsou produkovany
nebo vyvolany nadorovou builkkou. Lze je definovat jako molekuly pfevazné
proteinového charakteru, které jsou pfitomny v organismu v disledku vzniku a vyvoje
maligniho procesu. O vybéru nddorovych markeri pted terapii a v pribéhu 1écby se
rozhoduje na zadklad¢ klinického a histologického néalezu. Od latek produkovanych
normalnimi bunikami se lisi bud’ kvalitativné (nddorove specifické, normalni bunky je
neprodukuji) ¢i kvantitativné (nadory asociované, pfitomné i u normalnich bunék). Miize
se jednat o antigeny lokalizované na povrchu membran, enzymy metabolickych drah,
imunoglobuliny a jejich fragmenty, hormony, fragmenty komplexnich glykoproteinti a

cytokeratinti, molekuly receptorové povahy a dalSich. (Atwood et al., 2006)
U jednotlivych malignit rozliSujeme markery hlavni, vedlejsi a doplitkové.

Hlavni marker: marker prvni volby s vysokou senzitivitou a specifitou pro dany druh

nadoru.

Vedlejsi marker: marker druhé volby, ktery se stanovuje zpravidla paraleln¢ s markerem
prvni volby. Mé mensi senzitivitu a specifitu pro dany nador, ale v kombinaci s hlavnim

markerem zvysi zachyt pfislusSného tumoru.

Doplitkovy marker: ma vétSinou pomérné nizkou senzitivitu a specifitu pro detekci
maligniho onemocnéni, ale byva specificky pro konkrétni orgén (tedy mize mit vysokou
organovou specifitu). Kromé toho jeho pozitivita byva signdlem generalizace tumoru.

(NADOROVE MARKERY A JEJICH STANOVENI, 1998)

2.1 Vlastnosti nadorovych markeri

Nadorové markery mohou pftispét k rozliSeni onemocnéni mezi benignim a malignim,
k ur€eni primarni diagnostiky, k odhaleni progndzy (prognostické markery), odpovédi na

1é¢bu (prediktivni markery). Pfedevsim jsou vhodné ke sledovani pribéhu (monitorovani)
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choroby, ucinnosti terapie a k v€asnému zachytu progrese a recidivy nadoru. Proto
indikované pouziti vhodného markeru mtize prispét k vysledku 1écbu, a tim zlepsit dobu

preziti nemocného. (Svobodova et al., 2012)

2.2 Hodnoceni vysledkii vySetieni tumor markeri

Pii hodnoceni laboratornich metod je nutno znat parametry analytické, ale i parametry
klinické, které jsou zavislé na diagndze pacienta. Na zaklade€ téchto parametrti se mohou
mezi sebou porovnavat Ucinnost biochemickych metod z hlediska schopnosti metody
rozliSovat zdravé a nemocné. Diagnostickd hodnota urcitého nddorového markeru zavisi
na prevalenci onemocnéni, na specificité a senzitivité¢ stanoveni daného nadorového
markeru. Vztah mezi senzitivitou a specificitou vyjadiuje ROC kiivka. Pro hodnoceni
nadorovych marker se vyuziva oznaceni referencni hladiny Cut-off, kterou si kazda
laboratot sama urcuje. Je definovana jako koncentrace, pod kterou se nachdzi vétSina
sérovych hodnot zdravych lidi i nemocnych s benignim onemocnénim. Pokud se jedna
o sledovani efektu 1é€by, pod hladinu cut-off by se mélo nachéazet 95% hodnot pacientt

v remisi. (Svobodova et al., 2012)

Podle vysledki laboratornich metod miizeme osoby rozdélit do 4 skupin.
e Nemocné s pozitivnim vysledkem testu (Spravné pozitivni — SP)
e Nemocné s negativnim vysledkem testu (Falesn¢ negativni — FN)
e Zdravé s pozitivnim vysledkem testu (Falesné pozitivni — FP)
e Zdravé s negativnim vysledkem testu (Spravné negativni — SN)

2.2.1 Diagnosticka senzitivita — (sprdvnd pozitivita)

Slouzi k diagnostice nemoci. Hodnoti laboratorni metodu podle toho, jak je schopna zjistit
ptitomnost nemoci. Mize nabyvat hodnot 0-1 (0-100%). Cim vys§i senzitivita, tim 1épe

test diagnostikuje pfitomnost nemoci. (Racek et al., 2006)

pocet spravné pozitivnich vysledkii _  SP

Diagnosticka senzitivita = — -
celkovy pocet nemocnych SP+FN
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2.2.2 Diagnosticka specificnost — (sprdavna negativita)

Urcuje se ve skupiné zdravych lidi. Vyjadiuje pravdépodobnost negativniho vysledku
u zdravé osoby. Pouziva se k vylouceni nemoci u skupin zdravych osob. Pohybuje se
v rozmezi 0-1 (0-100%). Je vhodné, aby laboratorni metoda méla pokud mozno co
nejvétsi hodnotu diagnostické specifi¢nosti. Cim je specifiénost vyssi, tim 1épe dokaze

vytiidit zdravé osoby ze sledovaného souboru. (Racek et al., 2006)

pocet spravné negativnich vysledki SN

Diagnosticka specifi¢nost = —— -
celkovy pocet zdravych SN+FP

Obrazek 1Diagnosticka specificnost

Nemocni jedinci Cut-off

Negativni
test

Pozitivni
test

- nemocni s pozitivnim testem
- zdravi s pozitivnim testem
- nemocni s negativnim testem
- zdravi s negativnim testem

aooco

Zdravi jedinci

Zdroj: KARLIKOVA, Marie a TOPOLCAN, Ondtej, 2013. Principy imunoanalytickych metod pro mediky

2.2.3 Diagnosticka efektivita (iéinnost)

Vyjadiuje schopnost metody spravné zaradit zdravé i nemocné jedince. Metoda bude
poskytovat pozitivni vysledky u nemocnych a zaroven negativni vysledky u zdravych.
(Racek et al., 2006)

vsichni spravné zarazeni __ SP+SN
vSechny vysSetiované osoby SN+SP+FN+FP

Diagnosticka efektivita =

2.2.4 Cut-off

Hodnota vysledku laboratorni zkousky, podle které se v praxi rozlisi osoby s pfitomnosti
nemoci od zdravych osob. Pfi jejim piekroCeni se ptistoupi k ¢innosti (uréi se diagndza,
dojde k zahajeni 1éCby, ...). Je nastavovana tak, aby pro dany tcel byl optimalni pomér

mezi senzitivitou a specifi¢nosti (napf. u screeningu co nejvyssi senzitivita, pti prevenci
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rizikového terapeutického zasahu u zdravé osoby naopak vysoka specifiénost). (Svangera

a Sigutova, 2014)

2.2.5 ROC k¥ivka (Receiver Operating Characteristics)

Vyjadiuje vztah senzitivity a specificity v zavislosti na rizné zvolenych hodnotach cut-
off. Velké zakfiveni kiivky zaruCuje vhodnost daného markeru pro vybranou skupinu
onemocnéni. Ddle je nutné zjistit, s jakou pravdépodobnosti je vySetfovand osoba
nemocnd pii pozitivnim vysledku testu a s jakou pravdépodobnosti je osoba skute¢né

zdrava pfi negativnim vysledku testu. (Nekulova et al., 2006)

Obrazek 2ROC krivka

1001 .
©
-
= 5
= —
N Zvysujici se
c klinicka vyuzitelnost
@ 7
)] -
7
7
Test bez
klinické vyuzitelnosti
7
0 t

0 Specifita 100

Zdroj: KARLIKOVA, Marie a TOPOLCAN, Ondtej, 2013. Principy imunoanalytickych metod pro mediky

Idealni nddorovy marker by mél mit co nejvetsi senzitivitu pii vysoké specificité. Obé
tyto hodnoty by se mé€ly blizit k 100 %. Idedlni nddorovy marker by m¢l spliovat urcita

kritéria:

1. Vysoka specificnost — nddorovy marker je produkovan pouze u malignich

onemocnéni

2. Vysoka senzitivita — prikaz vSech malignich nadorti jiz ve velmi ¢asném stadiu

onemocnéni
3. Vysoka organova specificnost
4. Vyskytuje se ve vysokych koncentracich v biologickych tekutinach

5. Koncentrace koreluje s velikosti nddoru, se stadiem onemocnéni a s prognoézou
15



6. Koncentrace koreluje s efektem 1éCby

7. Po 1é€bé umozituje prukaz zbytkové nadorové tkané (nejcastéji po chirurgické

operaci) (Hopley a Schalkwyk, 2001)

V klinické praxi neexistuje v soucasné dob¢ zadny nddorovy marker, ktery by spliioval
tato kritéria. Vzhledem k pomérné nizké diagnostické senzitivité a nizké specificité neni
vétSina nddorovych markerit vhodnd ke screeningu. Podminkou pro screening je
senzitivita 97 % pii 95% specificité. Nadorové markery nejsou vhodné pro prvotni

diagnostiku onemocnéni vzhledem k malé orgadnové specificité.

Hlavni vyznam stanoveni nadorovych markeri spoc¢iva ve sledovani pribéhu choroby
(recidiva, progrese) a efektu terapie. Déle jsou nadorové markery vyuzivany pro cileny
screening, tj. vySetfovani rizikovych skupin jedincti ohrozenych konkrétnim typem
nadorového onemocnéni. Néadorové markery je nezbytné vySetfit pfed zahdjenim
jakékoliv 1écby, napt. pted chirurgicky zakrokem, pfed nasazenim cytostatik nebo
radioterapie. Vybér nadorového markeru vychdzi z predpokladané lokalizace nadoru,
stadia onemocnéni, histologické struktury a bunééné diferenciace nddorovych bunék.
Pokud je nadorové bujeni v pokrocilejSim stadiu, roste také pravdépodobnost zvySeni

koncentrace nddorovych markert.

Po nasazeni 1é¢by se v prvnich dvou letech doporucuje stanovovat nadorové markery
kazdy meésic. Pokud léCba byla uspésnd, intervaly se prodluzuji. Nadile je treba
pravidelné sledovani alespon v roc¢nim intervalu. Spravné indikované vySetfeni
nadorovych markerti mize ptispét pfedevsim k v€asnému zachytu recidivy ¢i prognoze
onemocnéni, a tim i k rychlej§imu terapeutickému zékroku, ktery by mohl prodlouzit

zivot nemocného. (Cermakova et al., 2005)

2.3 ROZDELENI NADOROVYCH MARKERU

Nédorové markery se vSeobecné déli na tii skupiny. Onkofetalni, tkdfiové a organovée

specifické a organové nespecifické antigeny.
Onkofetalni antigeny

Latky vyskytujici se v pomérné vysokych koncentracich u plodu, hraji vyznamnou roli
ve vyvoji plodu. Po narozeni se tvofi jen v souvislosti s néjakym onemocnénim, zpravidla

nadorovym. U zdravych dospélych jedincti je jejich hladina velice nizkd, ptesna
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biologick4 funkce neni zndma. U vétSiny naddorovych onemocnénich se jejich aktivita
vyrazné zvysuje. Mezi tyto latky patii napt.: AFP, lidsky choriovy gonadotropin (hCQG),
karcinoembryondlni antigen (CEA), placentarni alkalicka fosfataza (PLAP). Vyskytuji se

u diferencovanych nadora. Patii sem vétSina nadorovych markert.
Tkanové ¢i organové specifické antigeny

Latky, které se nachézeji ve zdravé tkéni, organu a mimo n¢ pronikaji jen v minimalnim
mnozstvi. Pfi nadorovém onemocnéni, zanétech, traumatizaci dochédzi k jejich
uvoliiovani. Napf. prostaticky specificky antigen (PSA), dnes jiz mélo pouzivany
pfi pfedoperacnich vysetfeni velmi vyznamna prostatické kyselé fosfatdza (PAP), neuron-
specifickd enolaza (NSE), mozkovy S-100b protein, rozpustné fragmenty cytokeratint

(TPA,TPS, CYFRA21-1). (Lothar, 1998)
Nespecifické antigeny, Enzymy, Hormony

Jsou produkovany nadory =z organt, které je normalné neprodukuji. Napf.

Thymidinkindza (TK). (Exkschlager a Priisa, 2002; Svobodova et al., 2012)

2.4 CHARAKTERISTIKA JEDNOTLIVYCH NADOROVYCH MARKERU

Vzhledem k velkému poctu nadorovych markeri budou popsany pouze klinicky

vyznamné nadorové markery pouzivané na pracovisti OKB Nemocnice Pelhfimov, p. o.

2.4.1 CEA (KARCINOEMBRYONALNI ANTIGEN)

Vlastnosti: Tento onkofetalni protein patii k nejdéle vySetfovanym markeriim (objeven
v roce 1965). Patii do skupiny molekul, které ovliviiuji bunéénou adhezi a téz do skupiny
karcinofetalnich antigeni, které jsou vytvareny béhem embryonalniho a fetdlniho obdobi.
Skupina genti pro CEA je zastoupen 17 aktivnimi geny ve dvou podskupinach. Prvni
skupina zahrnuje CEA a NCA (nespecifické reaktivni antigeny). Druha skupina zahrnuje

specifické t¢hotenské glykoproteiny (PSG).
Biologicky polocas: 14 dnt

Funkce: CEA patii do imunoglobulinové supergenové skupiny podilejici se

pravdépodobné na procesu adheze a metastazovani bunck.
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Vyskyt: CEA je onkofetalni bilkovinou, kterou lze prokazat v epitelovych buikach
pfedevS§im traviciho Ustroji a bronchli. V prvnim trimestru je obsazen v bunécéné
cytoplazmé. V pozdéjsich fazich vyvoje plodu je soucasti povrchu bunéénych membran.
V dospélosti je omezené syntetizovan epitelovymi buitkami stfevni sliznice,zaludku,

slinivky a bronchi.

Klinické vyuziti: Pro screening ani diagnostiku nelze CEA vyuzit. Pouziva se

pro monitorovani pribéhu onemocnéni a odpovédi na 1écbu.

Maligni onemocnéni: Produkci CEA vykazuji karcinomy traviciho Gstroji, plic, mlé¢né
zlazy, nadory Zenskych pohlavnich organii (vajecniki), §titné Z1azy, mocového méchyte,
délohy, prostaty. Nejvyssi senzitivita markeru CEA kolem 60 % je pfi navratu

onemocnéni pro kolorektalni karcinom a pro nadory zaludku 50 %.

Benigni onemocnéni: Jsou napt.: jaterni cirh6za, Crohnova choroba, stfevni polypy,
onemocnéni plic, ledvin, zlu¢niku, pankreatitida, benigni onemocnéni prsu, kuractvi a

alkoholismus. (Simi¢kové a Nekulova, 2004)

2.4.2 AFP (ALFA-1-FETOPROTEIN)

Vlastnosti: AFP je glykoprotein o molekulové hmotnosti piiblizn¢ 67-72 kDa.
Na jednoduchy polypeptidovy fetézec (590 aminokyselin) je navazano 3-5 % sacharidd.
Svoji strukturou je AFP podobny albuminu, v molekule AFP jsou vyraznéji obsazeny

aminokyseliny, glycin, serin a isoleucin.
Biologicky polocas: 5 dni

Fyziologicka funkce: Vyznamna je ptedev§im jeho role transportni (vazba steroidd,
nékterych tézkych kovi, bilirubinu, mastnych kyselin, retinoidii, drog a antibiotik apod.)
a funkce v imunitnich a metabolickych procesech. AFP téz spojen s regulaci rlstu a

antioxida¢nimi procesy. U plodu zprvu nahrazuje albumin a jeho transportni funkce.

Vyskyt: AFP je onkofetalni protein vytvaien ve vysoké koncentraci v embryonalnim
zloutkovém vaku (od 10. dne po oplodnéni do 10. tydne gravidity) a ve fetalnich jatrech
(od 10. tydne gravidity). U dospélého zdravého jedince je syntéza AFP redukovéna
na minimum. V séru matky, kam pfechazi pies placentu, je dilezitym ukazatelem

téhotenstvi. Zvysend koncentrace AFP v séru matky nebo plodové vodé béhem
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téhotenstvi miize indikovat anencefalii, spina bifida, atresii jicnu nebo vicecetné

téhotenstvi.

Klinické vyuziti: Stanoveni AFP se nedoporucuje pro screening karcinomi. Stanoveni

AFP je piinosné pfi odhadovani rizika trisomie 21(Downtv syndrom) u plodu.

Maligni onemocnéni: Stanoveni AFP v séru je vhodné pouze u symptomatickych
nemocnych s jaterni cirhdzou a u nemocnych s podezienim na germinativni nadory varlat
(nesestouplé varle, nadory testes u sourozence — dvojcete). Monitorovani pribéhu
onemocnéni patii k zakladnim vyuzitim AFP. Pro hepatocelularni (jaterni) karcinom je
AFP markerem prvni volby (senzitivita u neléceného onemocnéni je az 80 %).
Pro embryondlni karcinomy a nadory Zloutkového vaku dosahuje az 80 % senzitivity.
Zvysené koncentrace se vyskytuji u karcinomi Zzaludku, zlu€ovych cest, pancreatu,

vajecnikd, stiev.

Benigni onemocnéni: ZvySené hladiny koncentrace AFP zptsobujici faleSnou pozitivitu
mohou zpiisobit tato benigni onemocnéni: akutni virova i chronicka hepatitida, cirhdza i

nekrodza jater, fyziologické a patologické té¢hotenstvi. (Schneiderka et al., 2000)

243 CA15-3

Vlastnosti: Patii mezi markery diferencia¢niho typu. Je to onkofetdlni mucinovy
glykoprotein bez organové specifity. CA 15-3 byva produkovan piedev§im nadory
zlazového epitelu a epitelu mlécné zlazy. Jde o antigen polymorfniho epitelidlniho
mucinu PEM nazyvany rovnéz MUC 1. Molekulova hmotnost proteinu je 300-450 kDa

— tvofena 0-glykosylovanymi opakovanymi sekvencemi 20 aminokyselin. (Duffy, 1999)
Biologicky polocas: 7 dni

Fyziologicka funkce: Funkce antigenu CA 15-3 neni pfesn¢ zndma. Pravdépodobné se
ucastni vazby na adhezivni molekuly typu ICAM-1 (interceluldrni adhezivni molekula
- 1). Tato vazba muize byt zodpovédnd za usnadnéni metastazovani nadoru nebo

za potlaeni protinddorové odpovédi aktivovanych lymfocytt.

Vyskyt: Vyskytuje se u plodu v epitelovych buiikach bronchtl a jater. U dospélych je to

povrchovy antigen.
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Klinické vyuziti: Stanoveni nelze pouzit pro screening nemocnych s karcinomem prsu a
téZ pro stanoveni této diagnozy. Hlavni vyuziti CA-15-3 v séru patii k zdkladni technice
pro monitorovani nemocnych s karcinomem prsu. Je nejvhodngj$im markerem pro
sledovani nemocnych s karcinomem prsu vzhledem k mozné dalsi progresi i hodnoceni
terapeutickych efektii. Byva dopliiovéan sledovanim CEA a proliferacniho markeru TPA,

nebo ICTP, zejména pro rozpoznani kostnich metastaz.

Maligni onemocnéni: Patologické zvySeni v séru je typické pro karcinom prsu,

karcinomu ovaria, délozniho ¢ipku, plic, prostaty.

Benigni onemocnéni: CA-15-3 v séru benigni onemocnéni prsu, benigni onemocnéni
traviciho Ustroji, jaterni cirhdza, akutni a chronickd hepatitida, chronickd bronchitida,

pneumonie. (Valik, 2014)

244 CA125

Vlastnosti: CA-125 je heterogenni glykoprotein s vysokym obsahem sacharidi.
Molekulovd hmotnost 200 kDa. CA-125 mda proteinovou strukturu spojenou
s uhlovodikovymi bo¢nimi fetézci. V soucasné dob¢ je tento marker nejcastéji vyuzivan

k diagnostice karcinomu ovaria. Radi se mezi nejspolehlivéjsi markery pro toto

onemocnénti.
Biologicky polocas: 4 dny
Fyziologicka funkce: Nejasna

Vyskyt: CA-125 je produkovan fetadlnimi epitelovymi tkdnémi coelomového piivodu. U
dospélych miize byt omezené syntetizovan v epitelu zdravé tkan€ vejcovodi, bronch,
endometria, cervixu, ale i v mezotelu pleury, perikardu a peritonea. Neni prokazatelny

v epitelu zdravych ovarii.

Klinické vyuziti: Screening CA-125 v séru nemocnych s karcinomem ovarii je provadén

pouze v piipadé genetické zatéze. Je vhodny pro potvrzeni stadia choroby.

Maligni onemocnéni: ZvysSena koncentrace CA-125 byla kromé karcinomu ovarii
prokézana u hepatocelularniho karcinomu. Nartist koncentrace markeru mize pfedchazet
klinickou diagnézou o 1-8 mésici. Po odstranéni primarniho nadoru klesa koncentrace

CA-125 0 75-90% béhem prvniho tydne. Do 2-3 tydntli se hodnoty normalizuji.
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Benigni onemocnéni: Zvysené hladiny CA-125 Ize nalézt u benignich gynekologickych
onemocnéni (cysty, metaplasie vajecnikll, endometria, u leiomyomu nebo selhani ledvin).
Se slabym zvySenim hladiny CA-125 je nutné pocitat u t€hotnych Zen a v matetském

mléce, pii menstruaci, zapalu plic, cirhdze. (Dastych et al., 2011)

245 CA19-9

Vlastnosti: CA 19-9 se vyskytuje jako glykolipid ve tkdni nebo mucin v séru.
Molekulovda hmotnost 36 kDa (lipid) ev. vyrazné vys$$i (mucin). Marker CA 19-9
nezpusobuje rakovinu, spiSe je to protein, ktery je vylucovan nadorovymi bunikami.

Vyuziva se pro sledovani pribéhu onemocnéni.
Biologicky polocas: 5 dni
Fyziologicka funkce: Neni znama

Vyskyt: CA 19-9 tzce souvisi s Lewisdeterminantou krevni skupinou. U vzacné se
vyskytujici Lewis (a-/b-) skupiny tento naddorovy marker neni produkovan. U plodu se
vyskytuje v epitelovych buikéach (traviciho traktu, pancreatu, jater). U dospélych je
produkovdan v omezené¢ mife epitelidlnimi buiitkami broncht a traviciho Ustroji.
V' minimélnich koncentracich se vyskytuje v krvi, pleurdlnim vypotku, ascitu a

mozkomi$nim moku. CA 19-9 se vyhradné eliminuje Zlu¢i.

Klinické vyuziti: CA 19-9 neni vhodny pro screening a stanoveni primarni diagnozy.
Vyuzivan pii sledovani 1é€by a monitorovani pacienta pifi karcinomu pankreatu,
diagnostice a monitorovani 1é¢by karcinomu zluc¢niku a zZlu€ovych cest, jater (doplikovy

marker k AFP), monitorovani kolorektalniho karcinomu (v kombinaci s CEA).

Maligni onemocnéni: Vysokou senzitivitu dosahuje podle zavaznosti onemocnéni
u karcinomu kolorekta, cholangioceluldrnich karcinomt, u nadort Zlucovych cest a

zaludku. Koncentrace CA19-9 dobie koreluji s ti¢innosti terapie.

Benigni onemocnéni: U benigniho onemocnéni muze zpisobit vyrazné zvySeni
koncentrace CA 19-9 v séru i mirna cholestdza, zvySené koncentrace se vyskytuji

u benignich a zanétlivych onemocnéni zaludku, stieva, pankreatu a jater. (Valik, 2014)
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2.4.6 CA72-4

Vlastnosti: Nadorovy antigen CA 72-4 je definovan na podkladé¢ dvou monoklonalnich
protilatek B 72-3 a CC-49. Monoklonalni protildtka B 72-3 reaguje s membranovym

antigenem ziskanym z karcinomu prsu.
Biologicky polocas: 3-7 dni
Fyziologicka funkce: Dosud neznama

Vyskyt: CA 72-4 patii do skupiny onkofetalnich antigeni. Je to glykoprotein (mucinovy
komplex) produkovany v embryondlnim obdobi epitelidlnimi buiikami Zzaludku a

pancreatu.

Klinické vyuziti: Marker CA 72-4 neni vhodny pro screening a stanoveni diagnozy.
Uplatni se k monitorovani priibéhu onemocnéni u karcinomu zaludku a pancreatu,

pti nddorech stteva, mlécné zlazy a urcitych typl nddorh vajecniku.

Maligni onemocnéni: CA 72-4 tento marker méd vysokou specificitu u malignich
onemocnéni, ale pomérné nizkou senzitivitu. Proto se Casto pouziva pii sledovani
onemocnéni v kombinaci s dalSimi markery. Déle je vhodny ke sledovani nemocnych
s karcinomem zaludku, dolni tfetiny jicnu, tlustého stfeva a pancreatu. Téz vhodny

marker, ktery dopliiuje sledovani u nemocnych s nadory kolorekta neprodukujicich CEA
nebo CA 19-9.

Benigni onemocnéni: CA 72-4 v séru muze byt zvySen u jaterni cirhozy, akutni
pankreatitidy, chronické bronchitidy, viedové choroby zaludku a zanétlivych

onemocnéni GIT. (Exkschlager a Prusa, 2002)

2.4.7 CYFRA 21-1 (Fragment cytokeratinu 19)

Vlastnosti: Cyfra 21-1 patii do skupiny cytokeratinovych markerti. Je to polypeptid
o molekulové hmotnosti 40 kDa. Tento marker je blizce piibuzny tkénovému
polypeptidovému antigenu (TPA). Jedna se o rozpustny fragment cytokeratinu 19
identifikovany monoklonalni protildtkou BM 21-1. Cytokeratin 19 je kysely protein.
Vyskytuje se v epitelovych bunikdch skvamozniho typu, a proto ma vyssi orgdnovou

specifi¢nost.

Fyziologicka funkce: Cyfra 21-1 patii mezi cytoskeletalni proteiny.
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Vyskyt: Tento polypeptid je omezen¢ produkovéan ve tkani plic, délohy a traviciho

ustroji.

Klinické vyuziti: Nelze vyuzit pro screening a stanoveni diagnozy. Koncentrace CYFRA
21-1 obvykle koreluje se stadiem onemocnéni. Hlavni oblasti vyuZiti tohoto markeru je
monitorovani pribéhu karcinomu plic, pfedev§im monitorovani uspéSnosti terapie.
Vyznam ma rovnéz pro sledovani nemocnych s karcinomem mocového meéchyrte,

s nadory v oblasti hlavy a krku, s epidermoidnimi nadory cervixu (spolu s SCCA).

Maligni onemocnéni: CYFRA 21-1 v séru nemocnych s malignim onemocnénim ma
vyznam predevSim pro sledovani pribéhu onemocnéni a efektu terapie
u nemalobunééného karcinomu plic, pro nékteré gynekologické nadory, nadory ORL

oblasti a mo¢ového méchyte.

Benigni onemocnéni: CYFRA 21-1 v séru — faleSné pozitivni hodnoty markeru
u nemocnych s jaterni cirhdzou, s chronickym onemocnénim ledvin a astmatem.

(Simickova a Nekulova, 2004)

2.4.8 hCG (LIDSKY CHORIOGONADOTROPIN)

Vlastnosti: hCG je glykoproteinovy hormon pfitomny v krvi a v moc¢i béhem téhotenstvi.
Molekula hCG je tvofena dvéma podjednotkami alfa a beta, které¢ jsou bud’ navzijem
kovalentné vazané, nebo jsou i volné. Alfa podjednotka je identicka s alfa-podjednotkami
hormonu stimulujiciho folikuly (FSH) a luteinizacniho hormonu (LH). Strukturdlni
odlisnosti beta-podjednotek jsou specifické pro jednotlivé hormony a slouzi
k receptorovému rozpoznani jednotlivych hormont v cilovych tkénich. V krvi a v moci
se vyskytuje intaktni molekula, alfa a beta podjednotky, St€épné produkty beta-
podjednotky (free-beta a beta-core).

Biologicky polocas: Aktivni hormon ma polocas 40 hodin, volnd alfa-podjednotka 1,5

hodiny, volna beta-podjednotka 1 hodinu, beta-core fragment do 10 minut.

Vyskyt: Fyziologicky je lidsky choriovy gonadotropin syntetizovan placentou ihned
po poceti. Koncentrace v matetské krvi nartstaji. Mezi 14-18 tydnem se jeho koncentrace

ustaluji a po porodu klesaji na normu.
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Fyziologicka funkce: Fyziologicky je produkovén trofoblastem a placentou s maximem
v 10. — 12.tydnu t€hotenstvi. Jeho funkeci je udrzovat zluté télisko, stimulovat tvorbu

progesteronu, inhibi¢nim efektem na T-lymfocyty podporovat imunotoleranci plodu.

Klinické vyuziti: Stanoveni hCG se vyuziva k potvrzeni t€hotenstvi, je soucasti
screeningu vrozenych vyvojovych vad. Screening hCG v séru je vhodny

pro monitorovani symptomatickych osob (pfi podezieni na germinativni nadory varlat).

Maligni onemocnéni: ZvySené hladiny u nemocnych s malignim nadorovym
onemocnénim se vyskytuji u nadorti trofoblastického nebo germindlniho pivodu, Ca

ovarii, Ca délohy, vajecnikd, prsu, jater, tenkého a tlustého stieva.

Benigni onemocnéni: ZvySeni je pozorovano fyziologicky v tchotenstvi, u Zen

Vv menopauze a s myomem nebo ovaridlnimi cystami. (Valik, 2014)

2.4.9 ICTP (C terminalni peptid kolagenu I)

Vlastnosti: ICTP je karboxytermindlni telopeptidovy tsek kolagenu I provédzany
prostiednictvim pyridinolinovych vazebnych spojek a uvoliiovany bé¢hem degradace
kolagenu typu I. Specificky marker patologické kostni degradace. U patologickych stavii
spojenych s lokélni kostni degradaci se na resorpci kolagenu podili jako mediator zejména
enzym matrix metaloproteinasa 9 (MMP9). Produktem této resorpce jsou vétsi peptidické

fragmenty, jako je ICTP (malé peptid. fragmenty vznikaji pfi norméalnim kostnim obratu).

Fyziologicka funkce: Hodnota ICTP neni ovlivaéna hormondlnimi zménami
v menopauze ¢i chemoterapii. Hladina se zvySuje u vznikajicich metastaz i tehdy, kdyz

se jeste zobrazovacimi metodami nedaji prokazat.

Klinické vyuziti: Je citlivym markerem pro monitorovani G¢innosti terapie. U kompletni

remise zustava hodnota ICTP v normé.

Maligni onemocnéni: Zvysené¢ koncentrace ICTP v séru se vyskytuje pfi stavech
spojenych se zvySenou osteolyzou. (napf.: u mnohocetného myelomu, kostnich
metastaz). Hladiny ICTP se zvySuji s progresi kostnich metastaz (karcinom prsu, plic,

prostaty).

Benigni onemocnéni: Revmatoidni artritida, dlouhodobé znehybnéni.
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2.4.10 PSA (PROSTATICKY SPECIFICKY ANTIGEN)

Vlastnosti: Prostaticky specificky antigen je jednofetézovy glykoprotein (obsahuje
90 % proteinu a 10 % sacharidu) s molekulovou hmotnosti 30-34 kDa. ktery vykazuje
enzymatickou aktivitu. Pisobi jako serinova protedza slozend z 240 aminokyselin
v jednoduchém polypeptidovém fetézci. Tvoii se v epitelu prostaty u zdravych osob,

ve zvySené mife u nemocnych s hyperplazii a s karcinomem prostaty.
Biologicky polocas: 2-3 dny

Vyskyt: Vyskytuje se ve volné forme¢ (volné PSA, FPSA) a ve form¢ komplexti (alfa-2-
makroglobulinem PSA-AMG a s alfa-1-antichymotrypsinem PSA-ACT). Fyziologicky

je produkovan v epitelovych bunkach zlazovych vyvoda.

Fyziologicka funkce: Hlavni funkci PSA je proteolytické $t€peni proteinti tvoticich gel

ve spermatu, ¢imzZ zpusobuje jeho ztekuceni.

Klinické vyuziti: Hlavni vyuziti ma PSA pfi monitorovani pacientll s karcinomem
prostaty. Stanoveni PSA se uplatiiuje jako pomocny faktor i pii stagingu karcinomu
prostaty. Vyznam screeningu karcinomu prostaty pomoci sérového PSA
u asymptomatickych muzi neni dosud potvrzen, lze jej provadét u starSich muzi
s pfiznaky poruch mocovych cest, ev. s rodinnou zatézi. Pro odliSeni benigni hyperplazie
od karcinomu se stanovuje pomér volného a celkového PSA (u hyperplasie ma vyssi
hodnotu o 15 %). U karcinomu prostaty je pomér vyrazné niz§i. PSA je marker prvni
volby pro sledovani pribéhu a G¢inku terapie maligniho karcinomu prostaty. Po radikalni
prostatektomii zvySené hodnoty PSA zna¢i moznost zbytkové nemoci v 70 % nebo navrat
nemoci v 30 %. Hodnota PSA koreluje s ucinnosti 1é¢ebné terapie napt.: radioterapie.
Pokles PSA dobie koreluje s délkou preziti pacienta. Hodnotu PSA lze téz vyuzit pro
potvrzeni stddia onemocnéni u 95 % metastatickych nadori. PSA se ucastni vazby
steroidnich hormontli (zejména progesteronu, estrogeny nevaze), a proto se ziejmée

nachdzi PSA i v cytosolu nddoru a v krevnim séru nekterych zen s nddorem prsu.

Maligni onemocnéni: ZvySené hladiny u nemocnych s malignim nadorovym
onemocnénim se vyskytuji u karcinomu prostaty, plic, prsu, nadledvin a kolorektalniho

karcinomu.
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Benigni onemocnéni: Zvyseni je pozorovano u benigni hyperplazie prostaty nebo
prostatitidy, po mechanickém drazdéni prostaty (jizda na kole, koni, vySetfeni per

rectum). (Cermakova et al., 2005)

2.4.11 NSE (NEURONSPECIFICKA ENOLAZA)

Vlastnosti: NSE je cytoplazmaticky, glykolyticky izoenzym enoldzy (2—fosfo-D-
glycerathydrolydza, EC 4.2.1.11), ktery katalyzuje pfeménu 2-fosfoglyceratu

na fosfoenolpyruvat). Vyskytuje se jako dimer tvofeny ze dvou podjednotek (ay a yy).
Biologicky polo¢as: 1 den
Fyziologicka funkce: NSE je glykolicky enzym podilejici se na metabolismu sacharidi.

Vyskyt: Fyziologicky je produkovéan v nervové a plicni tkdni vyvijejiciho se plodu a
v dospélosti u zdravych osob v rtiznych strukturdch neuroendokrinniho ptivodu. NSE je
pfitomna v erytrocytech a krevnich destickach a miiZe se z nich uvoliiovat. Proto je nutné
krev po odbéru co nejrychleji zpracovat a separovat z ni sérum nebo plazmu, aby nedoslo

k hemolyze a rozpadu krevnich desticek.

Klinické vyuziti: Neuronspecifickd enoldza je uZzitecna pro monitorovani pacientl
s neuroendokrinnimi nddory, obzvlast¢ s malobunéénym plicnim karcinomem a

s neuroblastomem. Pro screening a stanoveni diagnézy je NSE nevhodna.

Maligni onemocnéni: Zvysené hodnoty nalézdme u nadorti mozku (neuroblastomy) a
neuroendokrinniho piivodu (feochromocyt), plicniho karcinomu. U nadort CNS se

doporucuje stanovovat NSE v mozkomi$nim moku.

Benigni onemocnéni: Lze nalézt u nemalignich plicnich onemocnéni, jaternich chorob a

zranéni mozku. (Valik, 2014)

2.4.12 ProGRP (ProGastrin-Releasing Peptide)

Vlastnosti: Peptid uvolnujici gastrin (GRP) je hormonem produkovanym ve stievé,
distribuovanym v celé nervové soustavé savci, v gastrointestinalnim a dychacim traktu.
Degraduje se ptes Pro-gastrid relasing peptid na GRP. Vzhledem ke kratkému
biologickému polocasu, bylo vyvinuto stanoveni pro-GRP (31-98), ktery slouzi jako
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spolehlivy marker u pacientli s malobunéénym karcinomem plic. Pro praktické pouziti

k detekci SCLC se hodi jeho prekurzor — ProGRP.

Klinické vyuziti: Peptid ProGRP mé vyznam v diferencialni diagnostice malobuné¢nych
a nemalobunéénych karcinomil plic. Stanoveni tohoto markeru mé vyznam pro ¢asnou
detekci tumoru u rizikovych pacientti. Dalsi vyuziti ProGRP je ve sledovani prabéhu

onemocnéni, i¢innosti terapie a odhaleni recidivy. (Schneiderka et al., 2000)

2.4.13 S-100 (Protein)

Vlastnosti: Protein S-100 je kalcium vazici protein izolovany z bunék
neuroektodermdlniho ptvodu. Termolabilni kysely protein o molekulové hmotnosti
21kDa. S-100 Al(alfa) a S100B (beta) byly prvnimi popsanymi zéastupci ptvodné
izolovanymi jako nerozdélend smés Moorem z hovéziho mozku a pojmenovana S-100
podle jejich rozpustnosti v 100% roztoku sulfatu amonného. Je tvotfen 21 typy monomeri
se specifickym vyskytem v riznych tkénich. Vyskytuje se jako homodimer nebo

heterodimer tvofeny z podjednotek alfa a beta.
Biologicky polo¢as: Neni znam

Fyziologicka funkce: Vzhledem ke schopnosti vazat kalcium se predpokladd jeho

spoluti¢ast na tvorbé struktur mikrotubula.

Vyskyt: S-100 protein byl poprvé popsan v centrdlnim nervovém systému. V nervové
tkani (v gliovych a Schwannovych buiikach) se predevsim nachazi S-100 B (dimer beta-

beta). Slozeni alfa-alfa maji napf.: pfi€n€ pruhované svaly.

Klinické vyuziti: Charakteristickym obsahem beta podjednotky tohoto proteinu jsou
melanomy. Pfitomnost S-100 v séru svéd¢i pro vyraznou invazivitu melanomu.
Pro screening a diagnostiku neni vhodny, vyuZzivd se pro monitorovani nemocnych

s melanomem.

Maligni onemocnéni: Senzitivita pfi metastatickém procesu je vysoka az 80 %. Pozitivni

hodnoty 1ze nalézt i u mozkovych malignich nadori ektodermalniho ptivodu.

Benigni onemocnéni: FaleSna pozitivita S-100 v séru se nachdzi u akutniho poskozeni

mozku, zanétlivych a infekénich onemocnéni. (Dastych et al., 2011)
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Tumorové markery

Tabulka ¢. 1 Tumorové markery

Stanoveni .
koncentrace Stabilita
Marker Indikace k vySetfeni
tumor
2-8°C | -20°C | 15-25°C
markeru
AFP Sérum 7 dni 3 mésice K monitorovani hepatocelularniho karcinomu.
K monitorovani karcinomu ovarii a gynekolog.
CA 125 Sérum/plazma 5 dni 3 mésice nadort, screening v piipadé rodinné
predispozice.
, K monitorovani karcinomu prsu.
CA15-3 | Sérum/plazma | Sdni | 3 mésice , , Pt
Neni vhodné pro screening ani uréeni diagnozy.
K monitorovani karcinomu jater, zZluéniku,
CA 199 Sérum/plazma 30dni | 3 mésice traviciho Ustroji.
Neni vhodné pro screening ani uréeni diagnozy.
K monitorovani karcinomu zaludku.
CA 72-4 Sérum/ plazma 30dni | 3 mésice , , . e, ,
Neni vhodné pro screening ani uréeni diagnozy.
K monitorovani kolorektalniho karcinomu,
dopliikkovy marker pro vét$inu dal§ich
CEA Sérum/ plazma p . Y . p L
onkologickych onemocnéni.
Neni vhodné pro screening ani uréeni diagnozy
CYFRA i i . K monitorovani karcinomu plic.
Sérum/ plazma 7 dni 6 mésicu , , . e . ,
21-1 Neni vhodné pro screening ani uréeni diagnozy.
K monitorovani karcinomu plic.
NSE Sérum 24hod | 3mésice | 6 hod onoroy oapre
Neni vhodné pro screening ani uréeni diagnozy.
, K monitorovani maligniho melanomu.
$100 Sérum 2dny | 3mesice | 8 hod , , SN0 MEnomt.
Neni vhodné pro screening ani uréeni diagnozy.
K monitorovani mnoho¢etného myelomu,
ICTP Sérum 5 dni kostnich metastaz, revmatoidni artritidé a
pti dlouhodobém znehybnéni.
proGRP | Sérum/plazma 3dny | 12 tydna K monitorovani karcinomu plic.
K monitorovani karcinomu prostaty.
PSA Sérum/plazma 5dni | 6 mésich Pro screening karcinomu prostaty, ktery ovsem
musi byt potvrzen biopsii.
12 K monitorovani symptomatickych osob, tj.
hCG | Sérum/plazma | 3dny o - montioTovan Symplomaticy !
mésict pii podezieni na germinativni nadory varlat.

Zdroj: vlastni zpracovani
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3 CIL PRACE A HYPOTEZY
Cil

1. Popsat pouzivané tumorové markery na OKB Nemocnice Pelhfimov, p. o.,

metody jejich stanoveni véetné analytickych parametrt, preanalytické pozadavky.
2. Hodnoceni vysledkl vySetfeni tumor markerti.
Hypotéza

1. Predpoklada se, Zze pocet vysetfeni na OKB Nemocnice Pelhfimov, p. o. bude

stoupat.

2. Lze ptedpoklédat, Ze jednotlivé tumor markery spravné zobrazuji stav pacienta.
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4 METODIKA A PRISTROJOVE VYBAVENI ODDELENI
KLINICKE BIOCHEMIE NEMOCNICE PELHRIMOV, p. o.

4.1 Metody stanoveni nadorovych markeru

Pro stanoveni koncentrace nddorovych markerii jsou pouzivany metody imunochemické
analyzy. Principem téchto reakci je vazba mezi antigenem (nddorovym markerem) a
specifickou protildtkou. Reakce probihd v tekutém prostiedi nebo v prostiedi gelu.
Antigeny byvaji navazany na nejriznéjsi nosice (sklenéné, latexové, stény zkumavek
nebo stény jamek polystyrenovych  mikrotitracnich  desti¢ek). Piednosti
imunoanalytickych metod je jejich vysoka citlivost a pfesnost. Ke stanoveni nddorovych
markert se ve vétsing€ pripadl odebira srazliva krev. Vlastni analyza se provadi ze séra,
které je mozné skladovat 24 hodin v lednici pfi teploté 2-8 °C. Pro delsi dobu skladovani

je nutné sérum zmrazit na -20 °C. (Slavétinska, 2017)

4.2 Antigeny

Antigeny jsou makromolekularni latky pfirozené¢ho nebo syntetického plivodu, které
imunitni systém rozeznavaji jako cizi a reaguji na n¢. Z chemického hlediska mohou byt
antigeny vSechny biopolymery slozené z proteinti, polysacharidl, glykoproteint,
lipoproteint, nukleoproteinti a hormont. Jejich pfitomnost v organismu stimuluje tvorbu
protilatek a navozuje imunitni odpovéd. Vzhledem ke své funkci mize byt antigen
kompletni nebo nekompletni. Kompletni antigen nazyvan téZ imunogen je
makromolekularni latka schopna navodit nejen specifickou imunitni odpovéd —
imunogenicitu, kterd zahrnuje tvorbu protilatek a schopnost s protilatkami a lymfocyty
reagovat — specifi¢nost. Imunogen reaguje jen s témi latkami, jejichZ tvorbu vyvolal, coz
je dano specifitou této reakce. Nekompletni antigen zvany hapten, mad tak malou
molekulu, Ze je schopen specifické reakce na protilatky, ale nedokéze imunitni odpovéd’
vyvolat. Typickymi hapteny jsou ncktera 1éCiva, resp. jejich metabolity, které vznikaji
pfi odbouravani pavodni latky. Kazdy imunogen se skladd z makromolekularniho nosice
a nizkomolekularnich determinatnich skupin, které se nazyvaji epitopy. Epitopy
ptredstavuji specifickou oblast antigenu, na kterou se vazi protilatky. Pfedstavuje urcitou
skupinu atomil na povrchu antigenu a charakterizuje jeho specificitu a schopnost reagovat
s vazebnym mistem protilatky. Vzhledem ke svému pivodu mizeme antigeny rozdélit
na piirozené a syntetické. Pfirozené antigeny jsou cizorodé latky z vnéjsiho prostredi, tzv.
exoantigeny, které tvoii pfedev§im mikroorganismy. Tyto makromolekulérni slou¢eniny
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jsou obsazeny v bakterialni stén¢. Antigeny vlastniho organismu tvoii tzv. endoantigeny,
které organismus toleruje. Za urcitych podminek se mohou stat imunogennimi, a tak

vyvolat imunitni reakci namifenou proti vlastnim strukturdm. (Bartinkova et al., 2011)

Obrazek 3 Schéma hlavnich komponent imunoanalyzy

\\ . '/
&= ¥
Protilatka Antigen Signal

Zdroj: KARLIKOVA, Marie a TOPOLCAN Ondtej, 2013. Principy imunoanalytickych metod pro mediky

4.3  Protilitky

Protilatky jsou latky bilkovinného charakteru zvané imunoglobuliny. V prib¢hu
specifické imunitni odpovédi jsou produkovany plazmatickymi bunkami. Tyto
plazmatické buniky vznikaji z B-lymfocyt. Kazd4d molekula imunoglobulinu obsahuje
nejméné jednu zakladni jednotku tzv. monomer. Monomer se sklada ze dvou identickych
lehkych (L) a dvou identickych tézkych (H) fetézcti spojenych disulfidickymi mustky.
Retézce jsou prostorové uspoiadany do tzv. domén. Prvni doména t&zkého a lehkého
fetézce je variabilni (V) slouzici jako vazebné misto pro antigen. Zbyvajici ¢ast molekuly
je pro vSechny imunoglobuliny relativné konstantni (C). ,,Nozi¢ku* imunoglobulinu tvoii
2 té€zké fetézce oznacované jako Fc fragment. Kazdé ze dvou ,ramének™ je tvoieno
lehkym a téZkym fetézcem. Tyto ¢asti imunoglobulinu se nazyvaji ,,antigen vazajici
fragmenty“ — Fab fragment. Molekula imunoglobulinu ma tvar pismene V. Lehké a t&zké
fetézce se 1isi poctem aminokyselin i molekulovou hmotnosti. Existuji dva typy lehkych
fetézcl kappa a lambda. Na zéklad¢ struktury tézkych fetézcti se imunoglobuliny déli do
5 trid — IgG, IgA, IgD, IgE, IgM. Vyznam imunoglobulinli spoc¢iva v jejich protilatkové
a biologické aktivité, kterd umoziluje obranu organismu pied cizorodymi latkami.

(Karlikovéa a Topol¢an, 2013; Barttinkova et al., 2011)
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Obrazek 4 Schéma protilatky s navazanym antigenem
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Zdroj: KARLIKOVA, Marie a TOPOLCAN, Ondrtej, 2013. Principy imunoanalytickych metod pro mediky

Protilatky se déli na polyklonalni a monoklonalni.

4.3.1 Polyklonalni protilatky

Polyklonalni protilatky lze charakterizovat jako nehomogenni smés protilatek rizné
afinity a specifiky vytvofené v organismu po vpraveni cizorodého imunogenu. Pfipravuji
se pomérné¢ jednoduchou procedurou imunizaci zvifat, obvykle opakovanym
intravendznim podévanim antigenu (nejcastéji lidské sérum). Potom se provede odbér
krve a ziska se sérum bohaté na protilatky, nazyvané antisérum. Jsou vzdy smési riznych
protilatek proti jednotlivym vazebnym mistim nebo epitopim antigenu. Kompletni
antigeny obsahuji vice epitopli a v organismu aktivuji n€kolik klontt B — lymfocytt.
Béhem imunizace v krevnim séru zvitete vznika smeés protilatek proti riiznym epitoptiim
pouzitého antigenu nazyvajici se polyspecifické protilatky. Pokud je pouzit k imunizaci
jeden antigen, vytvarené protilatky se nazyvaji monospecifické. Pfednosti polyklonalnich
protilatek je jejich vysokd citlivost a vysSSi vazebnd energie mezi celou molekulou
antigenu a protilatky. Nevyhodou jsou velké rozdily v kvalité¢ protilatek vlivem

individudlni imunologické odpovédi.

4.3.2 Monoklonalni protilatky

Monoklonélni protilatky jsou produkci jednoho klonu B-lymfocytl, resp. z uméle
pfipravenych bun€k vzniklym spojenim piislusnym lymfocytii s nddorovou burikou, ktera
jim poskytuje nesmrtelnost. Vyuzivaji se v diagnostice a 1écb¢ rakoviny. U pacientli
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mohou v8ak vyvolat imunitni odpovéd’ — produkei anti-mySich neboli protiladtek HAMA
(Human — Anti — Mouse — Antibodies), ktera vede k faleSné pozitivnim, piipadn¢ faleSné
negativnim vysledkiim u imunoanalytickych stanoveni. Protilatky jsou homogenni s jasné
definovanou specificitou. Tyto protilatky nejsou produkovany piimo organismem, ale
bunécnou kulturou. Vyrabéji se z tzv. hybridomu, podstatou je bunéc¢nd fuze nadorovych
buné¢k s lymfocyty sleziny imunizovanych mysi. Nadorovy plazmocyt dod4 hybridomu
nesmrtelnost a schopnost produkce protilatky jednoho izotopu. Lymfocyt dodé specifitu
vici ur€itému antigenu. Takto ziskané protilatky se pouzivaji pii urovani rtznych

soucasti séra. Pouzivaji se v diagnostice nadort a pii typizaci leukémii.
Obrazek 5 Priprava monoklonalnich protilatek
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Zdroj: KARLIKOVA, Marie a TOPOLCAN, Ondrtej, 2013. Principy imunoanalytickych metod pro mediky

4.4 Interakceantigen-protildtka

Podstata vSech imunochemickych reakci je zaloZzena na vztahu antigen-protilatka.
Pii reakci antigen — protilatka vznikd imunokomplex. Na tvorb&é imunokomplexu se

podileji 3 zékladni faktory: antigen, protilatka a prosttedi.
Antigen (Ag) + protilatka (Ab) > imunokomplex (Ab-Ag)

Mezi protilatkou a antigenem vznikaji nekovalentni vazby. Pfi vzniku vazeb se uplatiiuje
nékolik druhti slabych sil, iontové a vodikové vazby, hydrofobni interakce, disperzni (van
der Waalsovy) sily a prostorové odpudivé sily. Intenzitu interakce mezi vazebnym

mistem protilatky (paratopem) a antigenni determinantou vyjadiuje afinita. Afinita
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vyjadiuje energii vazby mezi jednim vazebnym mistem na protilatce a pfisluSnym
epitopem na antigenu. Avidita vyjadiuje celkovou energii vazby mezi protilatkou a
antigenem. Je ddna souctem vazebnych afinit vSech jednotlivych vazebnych mist na
protilatce se vSemi odpovidajicimi epitopy na antigen. Vysledna avidita je mnohem vys§si
nez pouhy soucet afinit jednotlivych protilatek. Pfi tvorbé imunokomplexti reakci
antigenu a protilatky se mohou vyskytovat sekundarni jevy, jako jsou zkiiZzené reakce
(reakce protilatky), jejiz tvorbu vyvolal ur€ity antigen s jinym antigenem, ktery ma stejné
nebo podobné antigenové determinanty jako antigen pivodni. Zkiizené reakce se
vyskytuji mezi sacharidovymi antigeny, maji podobnou chemickou strukturu. Mezi
zakladni imunochemické reakce patii reakce precipitacni a aglutinacni. Precipitace je
reakce rozpustného antigenu s rozpustnou protilatkou za vzniku precipitatu (srazeniny).
Aglutinace je reakce protilatky s nerozpustnym antigenem, vedouci ke vzniku viditelnych

shlukl antigenu.

4.5 Imunoanalytické metody

Nédorové markery se stanovuji imunoanalytickymi metodami, jako je radioimunologicka
analyza (RIA), imunoradiometrickd analyza (IRMA), enzymova imunoanalyza (ELISA).
Dale se pouzivaji automatizované imunoanalytické systémy, které vyuzivaji uvedené
metody znaceni, nebo fluorescencni ¢i chemiluminiscencni znacky. Antigen nebo
protilatka mohou byt znaceny radioizotopem (radioimunoanalyza), enzymem (enzymova
imunoanalyza), fluorescenéni nebo chemiluminiscenéni latkou (fluorescencni nebo

chemiluminiscen¢ni imunoanalyza).

Imunoanalytické metody miZeme rozdélit podle uspofaddani reakce na kompetitivni
(soutéziva) imunoanalyza a nekompetitivni (nesoutézivé, sendviCovd) imunoanalyza,

podle prostiedi na heterogenni a homogenni metody.

4.5.1 Kompetitivni (soutéZivé) metody

U kompetitivnich (soutézivych) metod jsou v reakci pritomny:
- stanovovany antigen
- stejny antigen, znaceny markerem

- specificka protilatka proti stanovovanému antigenu v limitovaném mnoZzstvi
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U kompetitivnich metod je specifickd protilatka (Ab) proti stanovovanému antigenu
v reakci pfitomna v limitovaném mnoZzstvi. O vazebna mista na specifické protilatce mezi
sebou soutézi znaceny a neznaceny antigen. Oba antigeny maji stejnou schopnost se
navazat na protilatku. Ob& formy antigent se na protilatku navdzou v poméru svych
koncentraci. Vzniknou imunokomplexy obsahujici znacku a imunokomplexy bez znacky.
V reakéni smési ziistane uréity podil volnych antigenii znadenych i neznaGenych. Cim je
koncentrace stanovovaného antigenu vys$si, tim vice vznikne imunokomplexy bez
znaCky. Po skonceni reakce méfime podle typu znackovaciho markeru, znaceného
imunokomplexu nebo znaceného volného antigenu. Kompetitivni metody jsou
jednoduché, rychlé. Nevyhodou je nizsi citlivost i specificita. Analyzy se provadéji u

mensich molekul.

Obrazek 6 Princip kompetitivni imunoanalyzy
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Zdroj: KARLIKOVA, Marie a TOPOLCAN, Ondrtej, 2013. Principy imunoanalytickych metod pro mediky
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4.5.2 Nekompetitivni (nesoutézivé) metody — sendvicovd technika

U nekompetitivni metody jsou v reakci pfitomny:
- stanovovany antigen
- protilatka navazand v ptebytku na pevnou fazi — tzv. prvni protilatka
- druhd protilatka proti stanovovanému antigenu znacend markerem

Stanovovany antigen ze vzorku reaguje se dvéma protilatkami, které jsou v reak¢éni smési
v prebytku. Jedna protilatka byvéa znacena, druha protilatka je navdzana na pevnou fazi
umoziuje separaci vznikajictho imunokoplexu. Pevnou fazi je obvykle vnitini sténa

polystyrenové zkumavky nebo mikrotitracni desticky. Potom se prida v nadbytku druha,
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znaena protilatka, kterd se navaze na jiné vazebné misto antigenu v imunokomplexy.
Naésleduje inkubace a promyti, odstrani se nezreagovana znacena protilatka. Podle typu
znackovaciho markeru se pfimo méfti radioaktivita nebo enzymova aktivita znaceného
imunokomplexu, je pfimo imérna koncentraci stanovovaného antigenu. Nekompetitivni
metody jsou nékladnéjsi, vyzaduji dvé protilatky v prebytku. Metoda se pouziva pro vétsi

molekuly (napf. feritin, PSA, S100).

Obrazek 7 Nekompetitivni ,,two site* neboli ,, sandwichovad* imunoanalyza
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Zdroj: KARLIKOVA, Marie a TOPOLCAN, Ondfej, 2013. Principy imunoanalytickjch metod
pro mediky

4.5.3 Heterogenni metody

Vyzaduji separaci volné a vazané frakce indikatoru. Vyuzivané separacni techniky by

meély splitovat n¢kolik zakladnich pozadavka:
- kvantitativni oddéleni obou frakei tak, aby jedna (ptipadné ob€) mohly byt méteny
- stejna ucinnost pro kalibratory 1 analyzované vzorky

- dobra opakovatelnost (tj. pfesnost v jednom stanoveni) i reprodukovantelnost

(mezi jednotlivymi analyzami), rychlost, jednoduchost, automatizovatelnost.

4.5.4 Homogenni metody

U homogennich metod produkuje detekovatelny signal samotna imunochemicka reakce,
neni zde potieba separace volné a vazané frakce indikatoru. Vyhodou oproti

heterogennim reakcim jsou kratsi ¢asy inkubace a jednodussi protokoly.
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4.5.5 Radioimunoanalyza (RIA)

Zakladem je imunochemickéd reakce antigenu se specifickou protilatkou, provadéna
in vitro v pfitomnosti vhodného radionuklidu. Ke znaceni se pouziva stalejsi radionuklid
121 s polo¢asem rozpadu 60 dni a gama zatenim s velmi nizkou energii fotontl. Pi detekci
se meéii radioaktivita detektorem zafeni podle typu znackovaciho radionuklidu.
Kompetitivni heterogenni radioimunoanalyza mize kompletné probihat v kapalné fazi,
nebo s pouzitim pevné faze. Znaceny antigen soupeii o vazebna mista na protilatce, ktera
se v reak¢éni smési nachazi v omezeném mnoZzstvi, s neznacenym antigenem. Po dosazeni
rovnovahy se pomoci vhodné separacni metody oddéli volny antigen od antigenu
vazaného protilatkou a urci se aktivita jedné nebo obou frakci. Pfednosti RIA je vysoka

citlivost, specificita, mald spotieba protilatky a moznost automatizace. Nevyhodou je

prace s radioaktivnim zéafenim, nutnost separacniho mezistupné.

4.5.6 Imunoradiometrickad analyza (IRMA)

Je nekompetitivni heterogenni imunoanalytickd metoda. Stanoveni nddorovych markert
probiha pomoci dvou protilatek, z nichZ jedna je znacena radioizotopem. Imunochemicka
reakce probihd mezi stanovovanym antigenem a dvéma protilatkami v nadbytku. Jde o
metodu, kdy se na kotvici protilatku (na pevné fazi) navaze stanovovany antigen, pfidava

1

se druha protilatka (znatena '*’I) v nadbytku. Tento typ metod je oznadovan jako

sendvicovy.

4.5.7 ELISA (Enzyme — Linked ImmunoSorbent Assay)

Jedna z nejpouzivangjSich bioanalytickych metod, vzhledem k jeji specificité,
jednoduchosti a snadné automatizovatelnosti. Metoda ELISA je zaloZena na specifické
interakci antigenu s ptisluSnou protilatkou. Vyuzivd enzymu ke znaceni antigenu nebo
protilatky. Jako enzymova znacka slouzi peroxidasa nebo alkalickd fosfatasa. Elisa
metody 1ze rozdélit na heterogenni (vyzadujici separaci volné a vazané frakce analytu) a
homogenni, které nevyZzaduji separaci. Heterogenni enzymova imunoanalyza je metoda,
kdy stanovujeme mnoZzstvi antigenu nebo protilatky. Antigen nebo protilatka jsou pevné
zakotveny na pevné fazi, kterou mize byt bud’ povrch mikrotitra¢nich jamek, zkumavky
a magnetické ¢astice. Uspotradani miize byt kompetitivni i nekompetitivni. Kompetitivni

uspofadani (se znaCenou protilatkou, nebo znacenym antigenem), nebo nekompetitivni
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(se znacenou protilatkou). Homogenni metody jsou velice jednoduché, maji mensi

citlivost nez heterogenni metody.

4.5.8 Elektrochemiluminiscenéni metoda

Chemiluminiscen¢ni reakce je vyvolana elektricky, vlozenim napéti na imunologické
komplexy. Metodika vyuziva protilaitky znacené ruthenium-tris bipyridylovym
komplexem, resp. jeho ester [Ru(bpy) 3>'] N-hydroxysukcinimid, ktery se snadno vaze
na aminoskupiny bilkovin, haptenti a nukleovych kyselin. Druha elektrochemicky aktivni
slozka je tripropylamin (TPA). Reakce rutheniového komplexu a TPA probihd na
povrchu platinové elektrody. Zde je TPA oxidovan, uvoliuje elektron a ptechazi
na nestabilni kation radikdlu TPA, odstépenim protonu (H") se méni na radikal TPA.
Rutheinovy kationt prochazi reakci cyklicky, nespotfebovava se, chova se jako enzym.
TPA se rozpad4 na dipropylamin, v reakci je spotfebovavan a slouzi jako substrat.
Antigen, protilatka se vazbou streptavidin-biotin pevné navdZou na magnetické
polystyrenové mikroc¢astice. Pouzitim mikrocastic je dosaZeno velké reakéni plochy
pro imobilizaci imunologickych reaktantii. Mikroc¢éstice jsou rozptyleny v roztoku.
Po skonceni inkubace se reakéni smés nasaje do pritokové kyvety, kde je umistén
elektromagnet. VSechny magnetické mikrocastice s navdzanymi imunoreaktanty jsou
magnetem pfitazeny (vSechny nenavadzané Castice projdou, neni tieba proplachovat
béhem inkubace. Po proplichnuti kyvety se nasaje substrdt TPA. Vlastni
chemiluminiscence je zahdjena pfivedenim elektrického napéti do roztoku vzorku, coz
umoziuje jednoznacné fizenou a velmi dobfe reprodukovatelnou reakci. Jednotlivé
reakce mohou probihat v kompetetivnim nebo nekompetetivnim uspofadani. Pfistroj
vyuziva kazetové reagencie, identifikace pacientil a detektor srazeniny (reagencii pomoci
carovych kodu). Vyhodou ECLIA je vysoka citlivost, rychla doba analyzy a malé

mnozstvi vzorku potfebného k analyze.

4.6 MoZnosti vyuZiti tumor markeru v klinické praxi

Nédorové markery se v klinické praxi vyuzivaji v nasledujicich ptipadech.

Screening — K pomérné nizké senzitivité a specificité neni vétSina nadorovych markeri
vhodnd pro screening. Aby byl marker vhodny pro screening musel by mit 95%

specificitu a alespoit 90% senzitivitu. Témto kritériim vétSina markerti nevyhovuje.
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Pfi¢inou je pomalé pronikdni nddorovych markerti do télesnych tekutin, které snizuje

senzitivitu testli. (Valik, 2014)

Primarni diagnostika — Nadorové markery pro primarni diagnostiku nejsou optimalni
podobné jako pro screening, vzhledem k nizké senzitivité a specificité. Jsou zvySeny jak

u benignich nadorti dané lokalizace, tak i pfi generalizaci. (Exkschlager a Prasa, 2002)

Rozsah onemocnéni — Vysok4 hodnota nddorového markeru v séru mize upozornit
na nespravné ur¢ené nizsi stadium choroby (napf. susp. generalizace u hodnot PSA

>100pg/1. (Valik, 2014)
Monitorovani pribéhu terapie

Markery se vyborn¢ uplatiiuji pfi sledovani pribéhu onemocnéni s cilem diagnostikovat
recidivu nebo progresi onemocnéni. Hlavni vyznam je ptedevS§im ve sledovani
nadorovych markerd tam, kde ¢asnd diagnostika recidivy umozni optimalizaci 1é¢by,
nebo zménu kvality zivota nemocného. Naopak u nadord s nepfiznivou progndzou, je
sledovani markert po provedeném chirurgickém zakroku bezcenné. Sledovani
nadorovych markerti nemé smysl, pokud jsou vy€erpany vSechny lé¢ebné moznosti a
k dispozici je pouze symptomaticka lécba. Je nutné dodrzovat zdsadu stanoveni
optimalniho markeru, nebo optimalni kombinace markert v korelaci s diagnézou. Rada
markerd se v pribéhu onemocnéni méni, jejich zmény jsou pro diagnostické pouziti

bezvyznamné. (Kausitz a et at, 2014)

Sledovani efektu terapie

Sledovani efektu terapie pomoci nadorovych markert se stale vice stava neocenitelnym
pomocnikem Iékafe. Vzhledem k riznym biologickym polocasim jednotlivych
nadorovych markerti je nutno spravné volit intervaly odbérti krve k vySetieni tak, aby se
zachytil efekt terapie, a ne lysis fenomén, tj. kratkodoby prudky nérast hladiny markeru
jako odpovéd’ na terapii. Pro sledovani u¢innosti 1éby je dilezité stanovit hodnoty
nadorového markeru pted zahajenim 1éCby. Pro posouzeni uspésnosti terapie vysetiujeme
nadorové markery nejdiive koncem tretiho tydne, Iépe ve 4. tydnu od aplikace terapie.
Cilem co nejptesnéjsiho sledovani G¢innosti ordinované 1é¢by je ur€ovat hladiny alespon
dvou néadorovych markerti, které ukazuji na dynamiku riznych biologickych procest

v nddoru. Nejvhodnéjsi je kombinace markert, z nichz jeden koreluje s velikosti tumoru

a druhy ukazuje na zmény ristové aktivity naddoru. Spravné zvolena efektivni 1écba je
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takova, kdy po 2. mésicich jeji aplikace poklesnou hladiny markeru pod 50 % hodnoty

namétené pred zahdjenim 1écby. (Cibula et al., 2009)
Frekvence vySetieni

Pro frekvenci vysetfovani plati kritéria doporu¢ena WHO. Podle zkuSenosti klinikd i
statistikii hodnoticich dynamiku zmén nadorovych markeri ve vztahu ke klinickému
prabéhu choroby je tfeba dodrzovat doporucenou frekvenci vySetteni. Je vhodné vysetiit
hladinu nddorovych markert pfed chirurgickym vykonem, k posouzeni radikalitu vykonu

pfi méteni hladin markeru po vykonu. (Valik, 2014)

Frekvence vySetfovani nadorovych markeri

Tabulka 1 Frekvence vysetrovani nadorovych markeri

Pted terapii - chirurgicky vykon, Vyber 1-2 NM

chemoterapie, radioterapie

Po terapii Dle biologického poloc¢asu 1-5 tydnii
Do 6 mésict po terapii Ix mésicné

6-12 mésict po terapii 1x za 2 mésice

12-18 mésict po terapii Ix za 3 mésice

Po 18 mésicich 1x za 6 mésic

Pii nejasném pribéhu nemoci
Mimotéadné vysetieni NM Pii néalezu 2. stoupajici hladiny opakovani

vySetfeni do 1mésice

Zdroj: VALIK, D., 2014. Doporuceni k vyuziti nadorovych markerii v klinické praxi [online]. 2014.

4.7  Charakteristika pracovisté OKB Nemocnice Pelhiimov

Oddéleni klinické biochemie je souc€ésti laboratorniho komplementu zdravotnického
zafizeni Nemocnice Pelhiimov. Ukolem oddéleni je provadéni biochemickych
vySetfovani riznych biologickych materiald. Jednd se o zakladni a specializovana
biochemicka vySetieni, statimova i rutinni pro Nemocnici Pelhfimov, ordinace odbornych
1¢kaiti a soukromé ordinace praktickych 1ékaiti ve spadové oblasti. Vzhledem k tomu, Ze
nemocnice poskytuje ambulantni i ldzkovou péci, zajistuje OKB nepietrzity provoz.
Laboratof klinické biochemie se priib&Zn& pfipravuje na akreditaci dle normy CSN EN
ISO 15189. OKB ziskalo v listopadu 2017 akreditaci MZCR pro vzdélavani v oboru
klinick4 biochemie. Kvalita prace v laboratofi je zajiStovana systémem interni a externi

kontroly kvality a dal$im vzdélavanim vSech pracovnikl laboratofe.
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4.7.1 Podminky méieni nadorovych markerit

Preanalytické a analytick¢é podminky stanoveni nadorovych marekrii jsou v rutinni
klinické praxi dilezité. Nadorové markery by mély byt stanoveny jednou metodikou,
v jedné laboratofi za optimalnich podminek a podle standardnich postupt. M¢ly by byt
stanoveny v akreditovanych laboratofich, které spliiuji podminky interni a externi
kontroly. Diagnostické kity od rtiznych vyrobcii mohou u stejného vzorku vykazovat
rozlisné hodnoty stejného nddorového markeru. Pokud je nutné zménit metodiku, delsi
dobu se provadi stard a novd metodika souCasné. Ob&é metodiky je nutné peclivé
pozorovat a korelovat vysledky za i¢elem minimalizace Spatné interpretace vysledki.
RovnéZ je nezbytna multioborova spoluprace mezi laboratornimi pracovniky a kliniky.

Jeding tak 1ze optimaln¢ vyuZzit nddorovych markera pro rutinni klinickou praxi.

4.7.1.1 Preanalytické poZadavky

Preanalyticky proces miZeme rozd€lit na mimolaboratorni a laboratorni.
Mimolaboratorni preanalytickd faze zahrnuje ptipravu pacienta k odbéru biologického
materidlu, vlastni odbér, identifikaci biologického materidlu a jeho transport

do laboratofe.

Preanalyticky proces v laboratofi tvoii piijem a identifikace biologického vzorku pfi jeho
ptichodu do laboratotfe, datum, misto a ¢as odbéru, Ciselny kod pracovisté, diagnozy a
pojistovny pacienta. VloZeni identifika¢nich 0idaji pacienta do LIS. Centrifugace —
pfiprava analytického vzorku, pro biochemickou analyzu se pouziva krevni sérum nebo
krevni plazma. Oznaceni analytického vzorku ¢arovym kodem a vytvoteni alikvotl a
jejich oznaceni Stitky s ¢arovym kdédem. Roztiidéni primarnich a sekundarnich vzorki.
Vzorky krve pro stanoveni hladin nddorovych markert se centrifuguji pfi 3500 otackach

po dobu 5 minut. Pokud se analyt nestanovi ihned, vytvofii se alikvoty, které se namrazi.

U vzork se sleduji tzv. sérové indexy, které hodnoti stav hemolyzy, chylozity a iktericity
séra. Siln¢ hemolytické a chyldzni vzorky se nevySetfuji. Jedinou vyjimkou je stanoveni

NSE, kde i slaba hemolyza falesn€ zvysuje vysledek vysetieni.

4.7.1.2 Analytické poZadavky

Spocivaji ve vhodném vybéru metody pro stanoveni nadorovych markerii. Mezi zakladni

analytické vlastnosti patii preciznost, pravdivost, pfesnost.
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Preciznost — vyjadiuje vyhodnoceni dopadu existence ndhodnych chyb pii méteni, které
nelze nikdy eliminovat. Tyto chyby zplsobuji ndhodné vlivy (nestabilita pfistroji,
kolisani okolnich podminek méteni — teploty, vykyvy v ¢innosti operatora. Vysledkem

jejich pasobent je vznik rozdilti mezi vysledky opakovanych méteni.

Pravdivost — vyjadiuje tésnost shody mezi primérnou hodnotou ziskanou z velkého

poctu vysledkii méfeni a skute¢nou hodnotou.

Presnost — jednd se o tésnost shody mezi zméfenou a pravou hodnotou méfené veliciny.
Tato vlastnost se dotyké jednoho vysledku méteni a je aktudlnim projevem kombinace

preciznosti a pravdivosti metody. (Kusnierova et al., 2014)

4.7.1.3 Postanalytické poZadavky

Postanalytickym procesem se rozumi validace analytickych vysledkd, elektronicky
pfenos do laboratorniho informaéniho systému a archivace primarnich piipadné
alikvotnich vzorkt. Biologické vzorky je nutné skladovat pfi teploté¢ 4-8°C. Dobu,

po kterou je potieba vzorky skladovat si kazdé pracovisté voli samo.

4.8 Principy stanoveni tumor markeru na analyzdatoru Cobas e 601

4.8.1 Analyzdator Cobas e 601

Laboratof OKB v pelhfimovské nemocnici pouziva k vySetfeni tumor markerti analyzator
Cobas e601 od firmy Roche. Tento pln¢ automatizovany analyzator pro heterogenni
imunoanalyzu pracuje na zaklad€ elektrochemiluminiscen¢ni reakce, tzv. sendvicovym
principem zaloZzenym na reakci antigenu a protilatky. Elektrochemiluminiscence je velmi
citliva detek¢ni technika dosahujici Sirokého méficiho rozsahu a kratké inkubacéni doby.
Analyzéator Cobas e 601se skladé z tzv. ovladaci konzole, Core jednotky — obsluzného
modulu a modulu pro heterogenni imunoanalyzu e 601. Nedilnou soucasti systému je

Cobas link — dalsi pocitac, ktery obsahuje tzv. e — library.

4.8.2 Pristrojové vybaveni analyzdatoru Cobas e 601

Analyzator Cobas e 601 je pln¢ automaticky, softwarové fizeny systém pracujici
pro pacienty. Ovladaci konzole se skladd z pocitace, dotykové obrazovky, klavesnice,
mysSi a tiskarny. Software pracuje pod Windows XP a je prakticky stejny pfi rizném

poctu i typu modult. Pro vkladani aplikaci, kalibratord, kontrol slouzi Cobas link, z néhoz
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se potfebné informace pietahuji do systému. Diky tomu, Ze Cobas link je prostiednictvim
web tunelu stale propojen se siti Roche, jsou k dispozici vzdy aktudlni verze dat. Zmény
na aktudlni databazi Cobas link se provadéji po dvoustupniovém schvaleni. 1. na trovni
zemé, 2. na urovni laboratofe. Znamena to, Ze o kazdé zméné se jak zastoupeni firmy
v dané zemi, tak odpoveédny pracovnik dané laboratofe nejen dozvi, ale jeji aplikaci musi
schvalit. Pfitomnost novych informaci ¢i modifikace pfedchozich je mozné najit
v poloZce nové zdznamy. Tato skutecnost je také signalizovana piimo v softwaru Cobas

6000 a obsluha ma tak moznost provést aktualizaci pfimo v analyzatoru.

Core jednotka, kterd je zakladem kazdého Cobas 6000, pracuje s 5-ti pozi¢nimi stojanky.
Do vstupu je mozné vlozit dva nosic¢e — kazdy az s 15 stojanky — tedy az 150 vzorkt
soucasné. Statimovy vstup slouzi pro vkladani stojankti s urgentnimi vzorky, nebo pfi
napojeni na perianalyticky systém Cobas connection modules — CCM pro on-line vstup
vzorkl. V tom piipad¢ se potom priorita obou vstupii prohodi. Na vstupu je identifikacni
jednotka a za ni manipulaéni kruh pro 20 stojanka. Urcity pocet pozic lze vyc€lenit pro
statimy, resp. pro kontrolni vzorky. Diky tomu je zpracovani statimovych vzorka
skutecné urgentni a stdld dosaZitelnost kontrolnich vzorkli umoziiuje automatické

zpracovani QC.

Modul pro heterogenni imunoanalyzu e 601 obsahuje dvé méfici komory a méa az
dvojnésobny vykon tedy 170 testli/hod. Pro jeden test je mozno pouzit jen jednu nebo obé
méfici komory podle frekvence pozadavki na pfislusny test, ¢imz je mozno snizit naklady
na kalibraci a QC. Dalsi dtlezitou ptfednosti tohoto zdvojeni cel je moznost okamzité
zalohy. Soucasti pfistroje je reagencni kruh 25 pozic. Prakticky je tedy mozno provadét
18-25 ruznych metod soucasné. Dale je soucasti pfistroje inkubdtor reakcénich kyvet
(v reakénim disku je 54 pozic pro kyvety, teplota 37 °C pomoci vzduchové lazn¢),
pipetovaci a myci systém, zasobni stanice pro magaziny a prostor pro pevny odpad. Pro
pipetovani vzorki se pouziva Spicka na jedno pouziti, aby nedochazelo ke kontaminaci
pfedchozim vzorkem. Spitka je vybavena detekci sraZeniny, pény a hladinovym
senzorem. Modul e 601 ma navic tzv. pfedmyci stanici (PreWash), v které se izoluji
paramagnetické ¢astice s navdzanymi imunokomplexy, odstrani se reakéni smés a Castice

se pred méfenim znovu resuspenduji. Tim se odstrani matrix efekt.

Nédobky, v nichz probiha reakce, jsou téZ na jedno pouziti. Dopravnikovy systém

vyuziva 5-ti mistné stojanky. Identifikace vzorki a reagencii probihd nactenim ¢arovych
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kéda. Pipetovaci Spicky, reagenéni nadobky jsou automaticky dopliovany ze zasobnikt

pomoci robotizovaného ramena. (Roche Diagnostics, 2016)

Obrdazek 8 Cobas e601

cobas’ 6000

Zdroj: Roche diagnostic dostupné z http://www.roche-diagnostics.cz/home/produkty/cobas_6000.html

4.8.3 Princip a postup metody

Stanovovany marker ve vzorku reaguje se dvéma monoklonalnimi protilatkami. Jedna
protilatka je znacena biotinem a druhd rutheniovym komplexem, tvoii se sendviCovy
imunokomplex. Ve druhé fazi se do reakéni smési ptidaji mikrocéstice potazené
streptavidinem a dochdzi k vazb€ mezi streptavidinem a biotinem. Reak¢ni smés je naséta
do méfici cely, kde je imunokomplex zachycen pomoci magnetu na povrchu elektrody.
Nenavazané protilatky jsou odstranény a promyty roztokem ProCell. Jako luminogen je
pouzit komplex ruthenium-bis(bipyridyl) a tripropylamin (TPA). Na povrch platinové
elektrody je pfivedeno napéti. TPA se oxiduje, uvoliiuje elektron. Rutheniovy komplex
se oxiduje z Ru(bpy);*na Ru(bpy)s’", za piisobeni oxidovaného TPA se méni zpét
Ru(bpy)s>" pii sou¢asném uvolnéni fotonu. Svételny tok se promé&fuje fotonasobiem a

jeho intenzita je pfimo umérna mnozstvi ve vzorku.
Ptikladem lze uvést stanoveni antigenu CA 19-9.

CA 19-9 je nekompetitivni (sendvi¢ova) imunoanalyza. Ke vzorku se piida biotinylovana
monoklonalni protilatka proti CA 19-9 a monoklonalni protilatka specificka protilatka
proti CA 19-9 znacena rutheniovym komplexem — probihd prvni inkubace za tvorby
sendvi¢ového komplexu. Nésleduje druha inkubace — po pfidani mikrocastic potazenych
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streptavidinem se komplex vaze na pevnou fazi prostiednictvim interakce mezi biotinem
a streptavidinem. Reakcni smés je nasata do méfici cely, kde jsou mikroc¢éstice zachyceny
magnetickym polem na povrchu elektrody. Nenavazané slozky jsou odstranény roztokem
ProCell. Pfivedené napéti na elektrod€ vyvola chemiluminiscen¢ni emisi fotontl, ktera je
zméfena fotonasobicem. Vysledky jsou hodnoceny z kalibra¢ni kiivky. Na sendvicovém

principu probiha méfeni i ostatnich nadorovych markeri na Cobas e601.

4.8.3.1 Odbér materialu

Odbér krve se provadi standartnim zplsobem. Stanoveni se provadi ze séra, nebo
z plazmy — heparin, EDTA. Je mozno pouzivat zkumavky se separatnim gelem. Vzorek
musi byt dorucen do laboratote fadné vyplnénou zadankou.

4.8.3.2 Reagencie

Souprava obsahuje:

- M — mikrocastice potazené streptavidinem (pruhledné vicko)

- R1 — biotinylovana monoklonalni protilatka daného markeru (Sedé¢ vicko)

- R2 — monoklonalni protilatka daného markeru znac¢ena rutheniovym komplexem (Cerné
vicko)
4.8.3.3 Strucny popis postupu

Do reakéni kyvety se napipetuje ur¢ité mnozstvi vzorku, biotinylované monoklondlni
protilatky daného markeru a monoklonédlni protilatky daného markeru znacené
rutheniovym komplexem. Reakéni smés se inkubuje a vytvaii se sendvicovy komplex.
Dale se ptida reagencie mikroc¢astice potazené streptavidinem a probihd druha inkubace.
Reakéni smés se proméfuje v méfici cele. Intenzita svételného toku je piimo timérna
koncentraci daného markeru ve vzorku. Vypocet koncentrace se provadi podle kalibra¢ni

kiivky. Vypocet provadi software pfistroje. (Slavétinska, 2017)

4.9 Metoda UniQ ICTP RIA

4.9.1 Princip testu

Test je zaloZen na technice kompetitivni radioimunoanalyzy. Znamé mnozstvi znac¢eného
ICTP a nezndmé mnozstvi neznaceného antigenu soutézi o omezeny pocet vysoce

afinitnich vazebnych mist protilatky. Po separaci volného antigenu je mnozstvi
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znacené¢ho ICTP ve zkumavce nepiimo umérné mnozstvi ICTP ve vzorku. Koncentrace

v neznamych vzorcich se odectou z kalibracni kiivky.

4.9.2 Pracovni postup

Reagencie a vzorky se temperuji na laboratorni teplotu (18 —25°C) alespoii 30 minut pred
pouzitim. Oznaci se sada zkumavek v duplikidtech pro nespecifickou vazbu (NSB),
kalibratory, kontroly, vzorky sér pacientli a pro celkovou aktivitu. Do odpovidajicich
zkumavek se napipetuje po 100 pl kalibratorti, kontrolnich vzorkl a vzorki sér pacienti.
Do zkumavek pro stanoveni nespecifické vazby (NSB) lze pipetovat sérum kteréhokoliv
pacienta. Do vSech zkumavek se ptida 200 pl radioindikatoru. Do vSech zkumavek,
kromé& NSB a celkové aktivity, se napipetuje 200 pl roztoku protilatky. Do zkumavek
uréenych pro stanoveni NSB se pfida 200 pl destilované vody. Obsah zkumavek se
diikladn¢ promicha na vibra¢nim michadle, zkumavky se prekryji folii a inkubuji se 2
hodiny pii teploté 37 °C. Separa¢ni Cinidlo se nejprve dikladné¢ promichd Setrnym
pfevracenim lahvicky dnem vzhlru, pfidd se do vSech zkumavek 500 pl, kromé
zkumavek s celkovou aktivitou. Obsah zkumavek se dikladné promich4 na vibracnim
michadle a inkubuje se 30 minut pii pokojové teploté. Zkumavky se centrifuguji 30 minut
pfi nejméné 2000 g pii teploté¢ v rozmezi 4 — 20 °C. Obsahy vsech zkumavek vyjma
zkumavek pro stanoveni celkové radioaktivity se dekantuji. Jemné se klepne zkumavkami
do bunicité vaty a ponechaji se nékolik vtefin odkapat, aby se odstranil i posledni zbytek
kapaliny. Méli bychom dat pozor, aby nedochéazelo k dekantaci srazeniny. Zkumavky
jednou otocené nazpét se jiz znovu dnem vzhlru neotdceji. Pokud ve zkumavkach
zustanou zbytky kapaliny, zplsobi to rozptyl v hodnotéach replikati a chybné hodnoty.
Zméti se radioaktivita vSech zkumavek pomoci gama-c¢itace po dobu alespont 1 minuty

nebo po akumulaci 10 000 impulsii/zkumavku.

4.9.3 Specifikace p¥istroje

Cita¢ IMMUNOTECH po¢ita s vysokou reprodukovatelnosti fotony zafeni gama
emitovaného zéficem vlozenym do prostoru detektoru. Soucasti detektoru je studiiovity
krystal jodidu sodného aktivovany thaliem, v némz je foton gama konvertovan
na svételny impuls, jehoz intenzita je timérnd velikosti kvanta fotonu gama. Tento impuls

je ve fotonasobic¢i pfeménén na impuls elektricky, jehoz velikost je opét umérné energii
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gama kvanta. Na zavér jsou vysledky odecitdiny manudlné€ z kalibracni kiivky vynesené

v semilogaritmickych soufadnicich. (UniQ, 2013)
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5 Experimentalni ¢ast

Statistika vySetfeni markert za jednotlivé roky v OKB Nemocnici Pelhiimov, p. o.

Tabulka ¢. 2 Pocet vySetieni markerii v Nemocnici Pelhrimov, p. o.

Marker 2015 2016 2017 Primér
CEA 1421 2 445 3007 2291
PSA 1234 1 696 2558 1 829
CA 19-9 871 1291 1458 1207
CA 15-3 409 966 1429 935
hCG 260 390 490 380
CA 125 316 296 316 309
ICTP 213 250 392 285
CYFRA 21-1 210 222 252 228
S 100 193 217 250 220
Free PSA 0 261 397 219
CA 72-4 205 201 241 216
NSE 163 209 260 211
proGRP 85 82 124 97
AFP 0 64 149 71
Primérny pocet 399 614 809 607

Pozn.: Nékteré markery (CEA, CA19-9, Ca 15-3, PSA, FPSA, FPSA, AFP) byly
vySetiovany do 3/2016 téZ na RTO Nemocnice Pelhfimov, p. 0., od 4/2016 pouze OKB.

Zdroj: Oddéleni klinické biochemie Nemocnice Pelhiimov, p. o.
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Graf 1 Primérny pocet vySetieni u 6 nejcastéji vySetrovanych markeri
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Graf 2 Vyvoj jednotlivych markerii ve 3 letech
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Referencni hodnoty tumorovych markeri OKB Nemocnice Pelhtfimov, p. o.

Tabulka ¢. 3 Referencni hodnoty tumorovych markeriit OKB Nemocnice Pelhiimov, p. o.

Markery (jednotky) Referenéni rozmezi
AFP kU/1 Do 5,8
CA 125 kU/1 Do 35,0
CA 15-3 kU/1 Do 25,0
CA 19-9 kU/ Do 27,0
CA 72-4 kU/I Do 6,90
CEA pg/l Do 4,7
CYFRA 21-1 pg/l Do 3,3
fPSA/tPSA 0Od 25 do 100
hCG U/l Muzi do 2 Zeny do 7 (netéhotné)
ICTP pg/l Muzi 2,1 - 5,0 Zeny 2,1 5,6
NSE pg/l Do 16,3
proGRP ng/l 0d 2,0 —do 50,0
S100 pg/l Do 0,105
Do40let— 1,4
Do 50 let—2
PSA pg/l Do 60 let — 3,1
Do 70 let — 4,1

Nad 70 let — 4,4

Zdroj: Laboratorni ptirucka OKB Nemocnice Pelhfimov, p.o.
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PACIENT ¢. 1

Rok narozeni 1961, Muz, Dg. C20

v listopadu 2014 pacientovi zjistén karcinom kone¢niku
- v prosinci byla zahajena chemoterapie a ozafeni

- v kvétnu 2015 hodnoty hrani¢ni, pacient odeslan na CT, kde byly zjistény

metastdze do jater, pacient ndsledn¢ odeslan na chirurgické fesent
- koncem fijna 2015 ukoncena chemoterapie
- po odstranéni se markery normalizovaly

CEA - referen¢ni rozmezi do 4,7 pg/l, u kurdki az do 10pg/1

CA19-9 —referen¢ni rozmezi 27 kU/1

Tabulka ¢. 4 VySetreni pacienta ¢. 1

ROK MESiC MARKER LECBA-ZAKROK
CEA 19-9
2014 Prosinec 5.2 11,09 chemoterapie / ozareni
2015 Leden 3,6 7,29
Kvéten 5,1 14,28 chirurgicky zakrok
Cerven 4,1 12,04
Cervenec 4 12,34
Srpen 3,7 11
Zari 4,3 10,04
f{ij en 4,1 10,62 ukoncéena chemoterapie
Prosinec 2,3 11,4
2016 Bfezen 2,3 7,5
Cerven 33 7,19
Zari 3,4 6,32
Prosinec 3 6,21
2017 Kvéten 3,5 5,85
Zari 3,4 4,3
2018 9. bfezna 4,1 5,6
27. biezna 4 5,73
cerven 2,3 5,6

Zdroj: Oddeéleni klinické biochemie Nemocnice Pelhiimov, p. o.
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Graf 3 Vysetreni pacienta ¢. 1
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Zdroj: Vlastni zpracovani

Marker CEA u pacienta odpovidal vyvoji nemoci, z toho vyplyva, Ze byl vhodné zvolen
pro diagnostiku. Po odstranéni metastaz v jatrech hodnoty v normé.

Marker CA19-9 koreloval s vyvojem markeru CEA, ovSem jeho hodnoty nepiekrocily
referencni rozmezi a nezobrazily by vyvoj onemocnéni spravng.
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PACIENT ¢. 2

Rok narozeni 1943, Muz, Dg. C61
- pacient sledovan pro nador prostaty
- nasledné byla zahajena hormonalni terapie

- od roku 2016 dochézi k progresi onemocnéni, objeveno v kostech, zahdjena 1écba

Radium®®, bez odpovédi

- v fijnu 2017 1é¢ba zmeénéna na X-tandi, nasledné¢ dochazi k poklesu markert a

1écba stale probiha
horni mez PSA 4,4 ng/l

Tabulka ¢. 5 VySetreni pacienta ¢. 2

ROK MESiC MARKER LECBA-ZAKROK
PSA
2016 Listopad 9,6 1é¢ba Radium™*°
2017 Cerven 234,7
Cervenec 2183
Srpen 220,1
Rijen 53 l1é¢ba X-tandi
Listopad 1,3
Prosinec 0,9
2018 Leden 0,7
Unor 0,8
Brezen 0,8
Duben 1,1
Kvéten 1,5

Zdroj: Oddeéleni klinické biochemie Nemocnice Pelhiimov, p. o.
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Graf 4 VySetreni pacienta ¢. 2
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Zdroj: Vlastni zpracovani

Marker PSA poslouzil jako vhodny ukazatel pribéhu nemoci. Pocate¢ni 1écba
bez odpovédi, ovsem po zavedeni 1écby X-tandi se hodnoty markeru vratily do normalu.

Po celém obdobi marker vhodn¢ zobrazoval pribéh nemoci.
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PACIENT ¢. 3
Rok narozeni 1998, Muz, Dg. C44.7.
- pacient sledovan pro maligni melanom
- melanom objeven v dubnu roku 2016, nasledujici mésic byl odstranén

- v Cervnu 2016 pacient na zéklad¢ vySetieni bez recidivy, pii dal§im kontrolnim

odbéru jsou markery v normé

Referen¢ni rozmezi — do 0,105ug/1

Tabulka ¢. 6 VySetreni pacienta ¢. 3

ROK MISiC MARKER LECBA/ZAKROK
S100
2016 Kvéten 0,555 Melanom odstranén
Cerven 0,078
Listopad 0,039
Prosinec 0,06
2017 Duben 0,042
Cerven 0,08
Zari 0,21
Prosinec 0,066
2018 Cerven 0,09

Zdroj: Oddéleni klinické biochemie Nemocnice Pelhiimov, p. o.
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Graf'5 Vysetreni pacienta ¢. 3
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Zdroj: Vlastni zpracovani

Marker S100 pii objeveni melanomu spravné zobrazoval zvysené hodnoty. Po odstranéni

dochézi ke stabilizaci hodnot u markeru a zaroven pacient byl v potadku.
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PACIENT ¢. 4

Rok narozeni 1963, Zena, Dg. C20
- vprosinci 2015 pacientce zjistén karcinom konecniku
- dale bylo provedeno ozafeni a chemoterapie
- lécba ukoncena v zati roku 2016

- v bfeznu 2017 se markery opé€t zvysuji, pacientka opét vySetfena, ndlez metastiz

do jater
- provedeno odstranéni metastaz na jatrech
- dochézi k poklesu hodnot markeri

- v srpnu 2017 se zacinaji opét zvySovat hodnoty, pacientce se provadi dalsi

vySetieni, dochazi k progresi onemocnéni
- pacientka je znovu lécena chemoterapii

- od ledna roku 2018 — zahajena biologicka 1écba, dochazi k poklesu hladin

markert, 1éc¢ba pacientky probiha nadéle
CEA - referen¢ni rozmezi do 4,7 pg/l, u kurdki az do 10pg/1
CA19-9 — referen¢ni rozmezi do 27kU/1

CA125 — referenéni rozmezi do 25 kU/1

Tabulka ¢. 7 VySetieni pacienta ¢. 4

v . MARKER ZAKROK/
ROK MESIC CEA | CA19-9 | CA125 LECBA
2016 Biezen 3.4 7,11 Ozdreni/
Chemoterapie
Kvéten 2 4,85
Cerven 2,3 5,62
Cervenec 2,9 3,98
1. srpna 3 3,52
22. srpna 3,2 4,05
Zari 3,5 4,49 Ukoncena 1écba
Listopad 3,2 4,05
2017 1.biezna 11,1 106,3
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10. biezna 11,6 145,9 Odstranéni metastaz
31. biezna 12,7 148,6
Cervenec 2,8 40,76
15. srpna 7,9 216,8 Progrese onemocnéni
31. srpna 5,9 216,1
Zari 14,9 326,1
7. prosince 40,1 870,2 99,83
21.prosince 44,9 1555
2018 Leden 31,3 1849 29,88 Biologicka 1écba
Unor 21,9 1292 29,57
9. brezna 9,3 1569 71,97
27. bfezna 7,2 1447 77,83
Duben 6,7 1627 66,78
Kvéten 5,1 1232 139,3

Zdroj: Oddeéleni klinické biochemie Nemocnice Pelhiimov, p. o.
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Zdroj: Vlastni zpracovani

Marker CEA 1 CA19-9 v letech 2016 a 2017 odpovidaji vyvoji onemocnéni.
V roce 2018 marker CEA na rozdil od CA19-9 odpovida na biologickou 1écbu.

Marker CA125 byl sledovan pii progresi onemocnéni, ukazoval vysoké hodnoty a
po nasazeni biologické 1écby rovnéz neodpovida.
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PACIENT ¢. 5

Rok narozeni 1933, Zena, Dg. C50.9

od prosince 2007 pacientka 1é€ena pro nador prsu

- pacientce bylo provedeno ozéafeni a amputace prsu, dale probihala hormonalni
lécba

- v listopadu 2015 dochazi k vyrazné recidivé onemocnéni

- zahgjena terapie Tamoxifenem

- markery progreguji

- od bfezna 2018 — 1écba zménéna na Letrozole (inhibitor aromatéz), [éCba stéle

probiha
CEA - referen¢ni rozmezi do 4,7 pg/l, u kurdki az do 10pg/1
CA15-3 — referen¢ni rozmezi do 25 kU/I

ICTP — horni mez u zen 5,6 pg/l

Tabulka ¢. 8 VySetreni pacienta ¢. 5

ROK MISiC MARKER ZAIF?OK/
CEA Cal5s-3 ICTP LECBA
2014 Listopad 2,1 54,7
2015 Listopad 2,1 122,8
Listopad 2 446 Tamoxifen
2016 Leden 2,7 320
Biezen 2,5 240 6,8
Cerven 2,6 292,1 23,2
Zari 2,6 293,7 15
Prosinec 3,6 399.5 8,1
2017 Biezen 3,8 531,7
Duben 3,7 550,8
Cerven 4,6 567,2 9,1
Srpen 4,4 404,32
Listopad 4.6 2154
2018 Unor 3 3,3 Letrozole
Cerven 14,4 152,7

Zdroj: Oddeéleni klinické biochemie Nemocnice Pelhiimov, p. o.
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Graf'7 VySetreni pacienta ¢. 5
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Zdroj: Vlastni zpracovani

Marker CEA — v normé, i ptes vystiel recidivy onemocnéni.

Marker Cal5-3 vhodn¢ zachycuje reakci na 1é€bu onemocnéni.
Marker ICTP — nalezeny kostni 1éze, z toho diivodu je trvale zvySena.

PACIENT €. 6

Rok narozeni 1953, Muz, Dg. C34.1 horni lalok priiduska, plice

od roku 2017 sledovany hladiny nadorovych markera
- v Cervnu roku 2017 u pacienta provedena chemoterapie a radioterapie
- dochdzi k snizovani hladin markeri

- v lednu 2018 nastava recidiva onemocnéni — pacientovi nasazena lécba pomoci

chemoterapie, 1écba probihéd nadale
referencni hodnoty CYFRA-21- do3,3pg/l

referencni hodnoty NSE-do 16,3ug/l
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Tabulka ¢. 9 VySetieni pacienta ¢. 6

. MARKER . , v
ROK MESIC NSE CYFRAD1 ZAKROK/LECBA

2017 unor 23,1 3,6
duben 24.5 4,7

cerven 28,3 8,1 Zahdjena chemoterapie
cervenec 17,6 3,5
srpen 14,7 3,1
listopad 13,5 2.9

2018 leden 25,9 6,2 Nasazena chemoterapie
brezen 18,1 4.7
kvéten 13,7 3,1

Zdroj: Oddeéleni klinické biochemie Nemocnice Pelhiimov, p. o.
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Zdroj: Vlastni zpracovani

Marker NSE i CYFRA-21 vzajemné koreluji a vhodné zobrazuji stav onemocnéni a jeho

1é¢bu i po recidivé onemocnéni, po nasazeni chemoterapie v lednu 2018 se snizuji.

61



Zhodnoceni vysledkii pacientii

Podivame-li se na prob&hld méfeni jednotlivych markeri, mizeme zhodnotit ispéSnost

odhaleni onemocnéni.

Marker CEA byl u pacientt €. 1, ¢. 4 a ¢. 5. U pacientd €. 1 a €. 4 zobrazeni ptiblizné
odpovidalo vyvoji nemoci, ovS§em u pacienta ¢. 5 vykazovalo hodnoty v normé¢, piestoze

karcinom prsu byl vazny a musel byt odhalen markerem jinym.

Marker CA19-9 byl u pacientt €. 1 a €. 4. V obou piipadech marker koreloval s vyvojem

onemocnéni, tudiz byl pokazdé vhodnym ukazatelem.
Marker PSA byl pouze u pacienta €. 2 a zde poslouzil jako vhodny ukazatel.

Marker s100 byl u pacienta ¢. 3, kde ukazoval zvySené hodnoty, pfed odstranénim

metastaz, ndsledné byly hodnoty v normé.

Marker CA125 byl vySetfovan pii zhorSeném stavu pacienta €. 4 a v této fazi rovnéz

ukazoval spravné vysoké hodnoty.

Marker CA15-3 byl pouze u pacienta €. 5 a hodnoty se pohybovaly vyrazné nad cutt-off

hodnotou. Spolehlivost tohoto markeru u vySetfeni karcinomu prsu je vysoka.

Marker ICTP byl vySetfovan jiz po vyrazném vystielu recidivy a zobrazoval spravné

zvySené hodnoty.

Markery CYFRA-21 a NSE u pacienta €. 6 oba ukazovaly shodné zvySené hodnoty, které

odpovidaly stavu onemocnéni.
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6 Diskuze

V bakalatské praci jsem se vé€novala problematice stanovovani nadorovych markeri a
jejich vyznamu pro klinickou praxi. Prace je zaméfena na charakteristiku a hodnoceni
tumor markerd, jejich vySetfovaci metody, které se pouzivaji na Oddéleni klinické

biochemie Nemocnice Pelhfimov, p. o.

Hodnocena data dokazuji, ze tumorové markery jsou velmi uzitecné pii 1€cbé pacientli
s nddorovym onemocnénim. Zaroven je na datech z OKB Nemocnice Pelhfimov, p. o.
vidét rostouci pocet vySetfeni jednotlivych markert v poslednich 3 letech, kdy se z roku
2015 do roku 2017 zvysil jejich pocet témet dvojndsobné, coz potvrzuje prvni hypotézu
této bakalarské prace a vystihuje zvySujici dilezitost pouziti nadorovych markeri.
Hodnoty spravné zvolenych nadorovych markert jsou schopny kvalitné zobrazit
uspésnost terapie naddoru a v piipade progrese nebo recidivy onemocnéni upozornit 1ékaie

na vyskytujici se problém.

Druhé byla vyvracena, protoze v nékterych ptipadech jsme u pacientl také nalezli, Ze
marker neukazoval kritické hodnoty, piestoze mél, protoze nebyl spravné zvolen. To je
divod k tomu, pro¢ se neustale hledaji nové nadorové markery, které by co nejlépe

vyhovovaly potiebdm praxe a spliiovaly nasledujici podminky: (Nekulova et al., 1997)

- Meély by byt co nejdiive zjistitelné, pokud mozno v pocateénim stadiu vzniku

zhoubného nédoru (metody s vysokou citlivosti).
- Typické pro urc€ité organy (organove specifické).

- Jejich koncentrace ve vzorcich by byla pfimo umérnd velikosti nadoru, to by

umoznovalo stanoveni uc¢innosti 1écby 1 odhad jejiho dalsiho vyvoje.

Z vysettovanych markerti mél nejvetsi podil CEA a PSA marker. Tyto markery potvrzuji
dilezitost pfi diagnostice onkologicky nemocnych pacientli vySetfovanych v Nemocnici

Pelhfimov, p. o.
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7 Zavér

Nadorova onemocnéni jsou spolu s nemocemi kardiovaskularniho systému nejbéznéjSimi
nemocemi a nejcastéjsi pri¢inou tmrtnosti. Stanoveni hladiny nadorovych markert je
nedilnou soucésti vySetiovacich metod pro v€asné zachyceni nemoci, stanoveni diagnézy
a kontroly pribchu 1écby. Zatim neni znam marker, jehoZ specifita a senzitivita by byla
natolik vysoka, aby mohl byt pouzit univerzalni marker. Je znamo mnoho specifickych
markert, jejichZ soubézné stanoveni je dostatecné senzitivni pro zachyt velkého procenta
onkologickych onemocnéni. Efektivni vyuziti celé fady nadorovych markert v klinické

praxi vyzaduje spolupréci praktickych 1€kait, onkologii, chirurgl a dalSich specialistu.

Tumorové markery ndm pomadhaji k zachraiovani lidskych Zivotl, ovSem nejlepsi
ochranou pfed nddorovymi onemocnénimi stale zlstavaji prevence a vcasné zjiSténi
nemoci. Proto je na kazdém z nés, s jakou diilezitosti a odpovédnosti ptistoupi k vlastnimu

zdravi.
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