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Definice

. Siroké spektrum molekul (vétsinou
proteinl) rozdilnych vlastnosti, které se
vyskytuji se ve zvysené koncentraci v
nadorovych tkanich nebo v krvi
onkologickych nemocnych

> Mohou byt produkovany nadorovymi
bunkami (s nadorem asociované
antigeny) nebo jinymi tkanémi jako jejich
odpoved’ na maligni proces (indukované
T™)




Jaky je vyznam stanoveni TM?

_I_
> Sledovani efektu terapie/prtiibéhu choroby

> Navrat choroby (remise)

> Upresnéni diagnozy

> Urceni prognozy

> Podezreni na rezidualni nador




Negativni nalez neznamena
+nepﬁ'tomnos:t nadoru

Universalni tumorovy marker, ktery by
jednoznacne urcil, zda jedinec ma nebo
nema nadorovou chorobu neni zatim
Znam




Nadorova onemocneéeni

(rakovina)

_|_
> Druha nejcastejsi pricina umrti
> V pribehu zivota onemocni v CR
rakovinou kazdy treti a kazdy Ctvrty na
ni zemre
> Vyléci se asi 47% nemocnych (63%
Island a Svédsko)

> Lécba v komplexnich onkologickych
centrech




Nadorove bunky

_|_
> Nekontrovatelny rdst urcité ¢asti bunécné

populace
> Zmeny v genomu/ enzymovem systéemu

> Jsou naruseny kontrolujici a ridici
mechanismy pro normalni rdst




Vyvoj maligniho nadoru a
jeho zachyceni
_+_

Diagnosticky
prah
Pozdni diagnoza

Preklinickeé stadium Véasna diagndza
>
e O

1 ug 1 mg 1g 10-100 g 1 kg HmoTNOST NADORU
103 106 10° 1010-1011 1012 poceT NADOROVYCH

BUNEK




Rozdéleni nadorut

_|_
> Benigni (nezhoubné)

> Maligni (zhoubné)
- karcinomy (epitelialni nadory)
- sarkomy (mesenchymalni ptvod)
- hematologické nadory
- metastazy
(druhotné lozisko maligniho nadoru)




Trideni tumorovych
markert (podie vyskytu)

_|_
1. Humoralni (prokazovane v krvi nebo

jinych telesnych tekutinach)

2. Celularni (bunécné, vyskytuiji se v
nadorovych bunkach nebo na jejich
povrchu)




Trideni tumorovych
markeru (podle biologickeé funkce)

_|_
1. Onkofetalni a onkoplacentarni antigeny
(CEA,AFP, hCG)

Onkofetalni antigeny — latky vytvarené organismem ve fetalnim
obdobi(po narozeni se tvori jen v souvislosti s néjakym
onemocnenim, nejcasteji nadorem)

2. Karbohydratove molekuly s epitopy

rozpoznavane pomoci mAb
CA=carbohydrate antigen, CA125, CA 15-3,
CA 19-9, CA 72-4)




E. Proliferacni a diferenciacni antigeny
(TPS, PSA)

4. Hormony (hCG, ACTH, parathormon,
kalcitonin)

5. Enzymy (NSE, TK, LD)

6. Specificke proteiny (ferritin,
monoklonalni imunoglobuliny/
paraproteiny)




_|_
/. Receptory (estrogenove, progesteronove)

8. Metabolity (metanefriny, katecholaminy)
9. Onkogeny a onkoproteiny (p53, BRCA1)

1

Gen bunécného nebo virového plvodu
zodpovedny za rychly a nekontrolovany rist
zivocisnych bunek (mutovany gen)

Vznikne z protoonkogenu, ktery po aktivaci je
schopen vyvolat neoplastickou transformaci




_I_

Metody stanoveni TM

1. Imunoanalytické metody

2. Stanoveni enzymdi

3. Metody chromatograficke
4, Metody molekularni biologie




Doporucena presnost stanoveni

_I_
> Opakovatelnost (presnost v serii): <5%

> Mezilehla presnost: <10%




Dalsi metody pouzivané pro
diagnostiku nadordi

_|_
> Patologie
Histologie
Cytologie

Imunohistochemie
> Prltokova cytometrie
> Biofyzikalni (rtg, CT, Sono, PET)
> Metody molekularni biologie
PCR, DNA mikroarray, proteomika




1.Imunoanalyticke metody

_|_

Principem je vazba mezi antigenem (TM)
a k nému specifickou protilatkou (Ab)
ziskanou imunizaci nebo synteticky,
pripadné rekombinantné (monoklonalni
protilatky, mAb)




NejCastéji pouzivané principy IA
_I_

a) Fluorescencni metody
(FIA, FPIA, DELFIA, TRACE, ..)
b) Enzymova imunoanalyza, EIA
(EMIT, ELISA, MEIA, CEDIA, ..)
c) Luminiscencni imunoanalyza
(LIA, ILMA, CMIA, ECLIA,..)




Standardizace imunoanalytickych

jmetod na stanoveni TM je nizka

PricCiny:

v Nizka specifita pouzivanych
protilatek, ktere jsou orientované proti
nestejnym epitoplim

v Antigen existuje ve vice izoformach

v Interference




Frekvence vysetreni TM

>jIL3Fed nasazenim terapie

> Po skonceni terapie

> 1 meésic v prvnim roce po primarni terapii
> 2 mesice ve druhém roce

> 3 mésice v dalsich letech sledovani

> pri zmene terapie

> Pfi nejasném prtibéhu nemoci




_|_

Biologicky polocas (TM) v séru

Marker Polocas  |Marker PolocCas
CEA 14d CA 125 4d
TPA /d PSA 2d
CA 15-3 /d TK 2d
AFP 5d hCG 1d
CA 19-9 5d SCC 0,3h




Vyjadrovani vysledki
_I_
> Koncentrace TM v krvi jsou velmi nizkeé
> Veétsina TM vykazuje heterogenitu
> Neexistuje certifikovany referencni material
Jednotky koncentrace:
Latkoveho mnozstvi (ug/l a ng/l)

Biologicka nebo imunologicka aktivita (U/I,
kU/I)




_|_

Referencni rozmezi ?

Cut-off (rozhodovaci limit)

Je to koncentracni hladina markeru, pod
kterou lezi vetsina hodnot zdravych lidi.




Klinicka specifita

- v I
Udava procento spravne negativnich
vysledkt ze souboru zdravych.

Cim vyssi specifita, tim je mene falesne
pozitivnich vysledkd.

pocCet spravn€negativnich vysledku

Specifita(%) = x100

celkovypocet zdravych

Doporuceni: >95%




Klinicka sensitivita (citlivost)

tdava procento spravné pozitivnich vysledkl
ze souboru nemocnych.

Cim vyssi sensitivita, tim je méne falesnée
negativnich vysledkd.

pocet spravné pozitivnich vysledku

Sensitivita(%) = x 100

celkovypocet nemocnych

Doporuceni: >50%







Klinické hodnoceni nadorovych markerd

Rozhodovaci limit

Cetnost

zdravi nemochi

100% specifita 100% senzitivita

koncentrace

Idealni stav




Klinické hodnoceni nadorovych markerd

Rozhodovaci limit

Cetnost

zdravi nemochi

b

. . __ koncentrace
Falesne negativnl Falesne pozitivni




(ROC = receiver operating characteristic)

senzitivita (%)

100 %

0 %

vhodny
TU marker

zadna
diskriminace
mez1 zdravymi
a nemocnymi

specificita (%)




Vyznamneé zmeny hladin

nadorovych markert

_|_
» Bez terapie

vyrazny narutst koncentrace ve trech
nasledujicich odbérech

> Béhem terapie
narust o >25% progrese onemocnéni
pokles 0 >50% casteCna remise

> Matematicko-statistické postupy




Diagnosticke vyuziti

Tluste strevo, rektum |CEA, CA19-9

Zaludek CEA,CA72-4 |CA19-9
Pankreas CA19-9, CEA [CA125
Prs CA15-3, CEA |CA125, TPS
Ovarium CA125,CA19-9 |CA72-4

Déloha SCCA, CA125 |CEA




Diagnosticke vyuziti

Plice (malobuné&ény) NSE, CEA TPS

Plice (nemalobunécény) CYFRA 21-1 |SCC
Germinalni nadory hCG, AFP NSE

Jatra AFP, CA19-9 |CEA
Mocovy méchyi TPA, TPS CYFRA 21-1
Prostata PSA, FPSA
Hematoonkologicke TK, B,M paraprotein




Zvysené hodnoty mizeme
| nalézt take:

U nemalignich onemocnéni(hyperplazie prostaty-PSA)

Po vysetrovacich zasazich(rektalni vySetfeni prostaty-PSA)
Po chirurgickém zakroku(CA 19-9, CA 125)

Po kontaminaci analyzovaného materialu(sliny-SCCA)
Pri akutni terapii(chemoterapie, radioterapie-TPS)
Interference (hemolyza-NSE)

Koureni (CEA), tehotenstvi (hCG)

Onemocneéni ledvin a jater




Moznost zvyseni hodnot TM u benignich
onemocneni

™ Nemaligni onemocnéni Jina pricina

CEA‘|— Zanétlivé choroby jater, jaterni cirhdza, pankreatitida Koureni
AFP Zanétlivé procesy plic, GIT, jaterni cirhdza, akutni a

chronicka hepatitida
TPA InfekCni procesy, jaterni cirhoza, pankreatitida
CA15-3 Jaterni cirh6za, akutni hepatitida, postizeni ledvinnych

glomerull
CA125 Ovarialni cysty, choroby jater, pankreatu, zlucniku Téhotenstvi

(1.trimestr)

CA19-9 Jaterni cirhoza, cholelithiaza, chronicka hepatitida,

akutni a chronicka pankreatitida,choroby zlucovych

cest, diabetes
hCG Mola hydatidoza Tehotenstvi
B2M Postizeni ledvin
Ferritin Zanéty obecné, poruchy metabolizmu zeleza

CYFRA21-1

Choroby urologickeho traktu, myomy/ovarialni cysty




_|_
> LD (laktatdehydrogenaza)

> NSE (nespecificka enolaza)

> PSA (prostaticky specificky antigen)

> TK (thymidinkinaza)

> ACPP (prostaticka kysela fosfataza)

> Tumor M2-PK (izoenzym pyruvatkinazy)




PSA
(+prostatick;'/ specificky antigen)

> Fyziologicky syntetizovan v epitelu prostaty u
zdravych osob, ve zvysené mire u nemocnych s
hyperplazii a s ca prostaty.

> Glykoprotein (10% sacharidt), pusobi jako
serinova proteaza

> Vlyskytuje se ve volne forme (FPSA) a ve

formé komplexd (PSA-AMG a PSA-ACT)

AMG=alfa2-makroglobulin
ACT=alfal-antichymotrypsin




PSA

(prostata specificky antigen)
;Z vysené hodnoty:

Benigni hyperlazie prostaty (BHP) a

maligni hypertrofie prostaty (ca prostaty)
> Nespecifické zvyseni:

zanety prostaty (prostatitidy), mechanické

drazdeni prostaty (vysetreni ,,per rectum",

jizda na kole)




_ Volny PSA (FPSA)

Zvysena specifita vysetreni

Pomeér FPSA/PSA

pro ,Sedou zonu" PSA 4-10 ug/I

0-15% malignita

15-25%  malignita i benigni hyperlazie
nad 25% benigni hyperplazie
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Onkofetalni antigeny

_I_
> AFP

> CEA




AFP (alfa fetoprotein)

_I_

» Syntetizovan jiz behem vyvoje plodu, mizi
po porodu. Hlavnim zdrojem jsou fetalni
jatra.

> Glykoprotein (4% sacharidl) podobny
albuminu, popsan 1963

> RUzné molekulové varianty liSici se v
glykosylaci
» Prof.MUDr. J. Masopust Dr.Sc.




AFP (alfa fetoprotein)

>1Soucast screeningu vrozenych vyvojovych
vad (v 2. trimestru)

> Zvysene hodnoty:
- ca hepatocelularni, testes, ovaria,
zaludek, pankreas

> Nespecifické zvyseni:
hepatitidy, fyziologicky v gravidite, fetalni
abnormality, alkoholismus,cirhdza a
selhani jater




CEA

(Karcinoembryonalni antigen)
_|_

> Fyziologicky je syntetizovan jiz béhem
vyvoje plodu. Hlavnim zdrojem je povrch
sliznic prevazne v gastrointestinalnim
traktu a v pankreatu.

> Glykoprotein (50% sacharidd, 641 AK)

> RUzné molekulové varianty liSici se v
glykosylaci, existuje >36 variant, ovlivhuje
bunecnou adhezi




CEA

> Zvysene hodnoty:
- kolorektalni ca, ca zaludku, ca pankreatu,
ca plic,prsa,jatra

> Nespecificke zvyseni:
jaterni cirhoza, pankreatitida, kuraci,
alkoholismus, zanétlivé strevni, plicni a
zaludecni onemocnéni, hepatitidy,
autoimunni choroby




Fragmenty komplexnich

+glykoprotein,jejich? epitopy jsou
rozpoznavané monoklonalnimi protilatkami

> CA19-9 (take GI-CA, GI-MA)
» CA15-3

» CA125

» CA72-4




Fragmenty cytokeratinu
_I_
> TPS
> TPA
» CYFRA21-1




Monoklonalni imunoglobuliny

_|_
» Paraproteiny

abnormalni imunoglobuliny produkovany
proliferujicim klonem plazmatickych bunek,
pripadné B-lymfocytd

> VoIné lehke retézce
(Bence-Jonesova bilkovina v moci)




_|_

Hormony a jejich metabolity

> hCQG

> PTH

> ACTH

> Kalcitonin

> Gastrin

> Prolaktin

> Norepinefrin
> epinefrin




Tkanove markery

_|_
Molekuly receptorovée povahy

> Estrogenovy receptor
> Progesteronovy receptor

(Steroidni receptory, markery ca prsu, pozitivita
je indikaci k terapii antiestrogeny)

» Receptor pro IL-2
» C-erb-B2, ...




Zameéry onkologického programu

_|_
> Snizit vyskyt a Umrtnost na nadorové
onemocneni

> Zlepsit kvalitu zivota onkologicky
nemocnych

> Racionalizovat naklady na diagnostiku
a lécbu rakoviny




e

Zaver

Nadorové markery nelze precenovat,
ale ani zatracovat.
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_I_

Budoucnost

. MikrocCipové technologie
- Genomova a proteomova analyza

. VysokorozliSovaci dvojrozmérna
elektroforéza

- Hmotova spektrometrie




