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Kapitola 19 Biomarkery

Na patologické procesy v organismu Ize mnohdy usuzovat z pfitomnosti latek (v t&Inich tekutinach) obecné
zvanych markery &i biomarkery. Cesky bychom asi fekli ukazatelé, resp. bio(logiéti)ukazatelé, i kdyz
znameéjsim ceskym ekvivalentem anglického marker je znackovac, pfipadné i

zvyrazriovaé (viz obrazek). .

Od biomarkert oéekavame zejména ¢asnou informaci o stavu, ktery by pfi

prodleni nejspige vedl k fatalnim konctim. Casna Ié¢ba je mnohdy jedinou 4%%
moznosti jak dotyénému prodlouZit Zivot, resp. zlepSit jeho prozivani po - I
ataku choroby &i posSkozeni. Jakékoli otaleni mize byt v mnoha pfipadech

osudné a zachyceni ¢asnych znamek poruchy normailniho stavu se tak
stava rozhodujicim.

Ne vzdy v8ak maiji biomarkery pouze tento vyznam — mohou slouzit i ke sledovani priibéhu choroby,

k identifikaci jejiho pozastaveni (remisi) ¢i vymizeni, ale i jejiho navratu.

V podstaté veSkeré analyty, které v laboratofi testujeme, se kterymi jsem se jiz setkali, i nesetkali, jsou
biomarkery. Nékteré lepsi, jiné horsi.

Asi nejobvyklejsi predstava
markeru — znackovace, zvyraznovace

V této kapitole se zaméfime zejména na typické, pfipadné moderni, nové objevené, markery
e malignich procest (tumorové markery ¢i onkomarkery),

postizeni myokardu (ischemie a srde¢ni nedostatecnosti),

patologie kostniho metabolismu,

akutniho ledvinového selhani,

zanétu a sepse.

Marker [angl.] = ukaz(ov)atel, oznamovatel, popisova¢, navéstidlo, znacka, znackovadlo

19.1. Nadorové markery
Nadorové markery je mozno definovat jako laboratorné prokazatelné znamky v biologickych tekutinach,
tkanich nebo burikach, pomoci kterych je mozno prokazat:
e riziko vzniku nadoru (tumoru),
pfitomnost nadoru
progndzu vyvoje onemocnéni
ucinnost, neucinnost ¢i Skodlivost terapie
vznik metastaz nebo rezidualni choroby nadorového onemocnéni.

Obdobna definice fika, ze nadorovym markerem se rozumi substance, ktera se nachazi v nadoru, nebo ji
nador produkuje, nebo je produkovana jako odpovéd hostitele na pfitomnost nadoru, a kterou je mozno
pouzit k diferenciaci nadoru od normalni tkané, nebo na zakladé analyzy télesnych tekutin vyuZit k uvaze o
pfitomnosti nadoru (tumoru) v organismu. Tato substance je méfitelna. Synonymem nézvu je tumorovy
marker (TM), pfipadné& onkomarker.

Jako tumorové markery, klinicky uzite€né, mohou slouzit i nékteré genetické abnormality, jejichz uzite¢nost
tkvi zejména ve specifikaci abnormality nadorovych bunék, ktera urci zpusob lé€by. Mize se jednat o
pfimou detekci mutaci v DNA, o stanoveni proteinovych produktl onkogend, o zjiSténi postranslaénich
modifikaci proteinovych produktt onkogend v maligni tkani i o nové zjisténé genetické zmény v maligni
burice, pfipadné o detekci mutaci v tumor supresorovych genech. Metody zjiStovani téchto TM jsou
Castedné popsany v kapitole 22.

Onkogeny jsou geny, jejichz mutace zpUsobi nefizené déleni buriky a stava se tak zakladem pro nadorové bujeni.
Tumor supresorové geny (antionkogeny) jsou geny, které svou ¢innosti vzniku tumoru. Jsou zodpovédné za stabilitu genomu a
zabranuji replikaci poskozené DNA.

Koncentrace tumorovych marker(i v séru ma obvykle pfimy vztah k typu a rozsahu onemocnéni.
RozliSovaci schopnost nadorovych marker(i umoZzfiuje v pfiznivych pfipadech odhalit nador o hmotnosti

1 mg, tedy asi 10° malignich bunék, zatimco klinicka diagnoza byva uréena vétsinou aZ u nadoru, ktery
obsahuje asi 10° bunék. Hlavni roli nadorovych markerti je sledovani pribéhu choroby a uéinnosti terapie.

Snaha o systemizaci tumorovych markert je rliznoroda tak, jak riznorodé jsou samotné markery.
Nejjednodussi déleni je na tumorové markery produkované
e samotnym nadorem, které se nazyvaji antigeny sdruzené €i asociované s nadorem
e jinymi tkanémi (jako odpovéd na maligni proces v organismu), coz sou indukované nadorové
markery, nap¥. proteiny akutni faze.
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Podle vyskytu v organismu Ize rozlisit tumorové markery
o celuldrni (vyskytuji se v tkdni zhoubného nadoru)
e humorélini (vyskytuji se v télnich tekutinach).

UZite€né je i déleni na tumorové markery
e diferenciacni, které slouzi k rozliSeni typu nadoru
e proliferaéni, podle kterych |ze usuzovat na aktivitu nadoru.

Tyto principy organizace tumorovych markera jsou vyuzity v nasledujicim schématu.

Mozné schéma rozdéleni nadorovych (tumorovych) markera (TM)

Tumorové

markery

Pavel Nezbeda

S nadorem
asociované

Diferenciacni

CEA karcinoembryonalni antigen

AFP a-1-fetoprotein

MCA antigen mucindznich karcinomu

CYFRA 21-1 fragment cytokeratinu 19

SCCA antigen skvamadznich bunék

Antigeny CA -typu : CA 15-3, CA 72-4, CA 19-9,
CA 125, CA 50, CA 549, CA 242, CAM
26. CAM 29

TPA tkanovy polypeptidovy antigen

—  Proliferaéni — TPS tkarovy polypeptidovy antigen
(specificky
NSE neuron-specificka enolaza
TK thymidinkinaza
PAP prostatickd frakce kyselé fosfatazy
LD laktatdehydrogenaza
hCG lidsky choriogonadotropin
TG tyreoglobulin
CcT kalcitonin
PRL prolaktin
GH rGstovy hormon
PTH parathormon
ADH antidiureticky hormon
PSA prostata specificky antigen
FER feritin
B,M [3,-mikroglobulin
RAF reaktanty akutni faze
CIC cirkulujici imunokomplexy
Monoklonalni imunoglobuliny
VMK kyselina vanilmandlova
HIOK kyselina hydroxyindoloctova
> . MEL melanogeny
UGP mocovy gonadotropinovy peptid
NMP-22 proteiny nuklearni matrix
S-100 protein S-100
ER, PR  receptory estradiolu a progesteronu
CcD katepsin D
HER-2/neu (=c-erbB-2) onkoprotein HER-2/neu
p53 protein kéddovany tumor-
supresorovym genem p53
(Simickovd, M., Nekulovd, M., MOU Brno)
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Nasledujici schéma ukazuje pfistup nedavno zesnulého prof. Masopusta ke klasifikaci tumorovych markera.
JEDEN Z NAHLEDU NA KLASIFIKACI TUMOROVYCH MARKERU

Onkofetalni (AFP, CEA....)
antigeny Onkoplacentérn.l' (hce, izoenzymy ALP)
,Carcinoma Antigens” (CA 19-9, CA15-3,...)

Paraproteiny

hormony

—— nadorem tvofené — receptory Kalcitonin, katecholaminy, metanefriny
hormon

M NSE, LD, TK, PSA, ACPP...
— s nadorem sdruzené (asociované) CRP, hemoglobin ve stolici (okultni krvéceni)
— onkogenv a antionkogenv —— BRCAL p53,..
— faktorv transdukce signélu ————— HER2/ney, ..

Prof. MUDr Jaroslav Masopust, DrSc., UKBP, 2. lékar'skd fakulta UK v Praze, Labor Aktuell, 02/04, str. 4-8, Nddorové markery véera, dnes a zitra (1. &dst)

naznaceného v nasledujicim schématu a opatfeném odkazy na relevantni mista v u€ebnim textu.

Déleni TM podle ,,Doporuéeni k vyuziti nadorovych markera v klincké praxi“ [CSKB]

CEA, AFP, hCGG, CA (19-9, 15-3,
125, 72-4), HE4, PSA, S-100
beta, NSE, SCCA, CYFRA 21-1,
TPA, TPS, TK, CgA, PINP, ICTP,
I B2M, feritin, LD, kalcitonin, TG,
ProGRP, tumor M2-PK, Ihibin,
ACTH a ACTH like substance

Tumorové

markery — Markery vysetfované z krve

Monoklonalni Ig,
Solubilni [kap. 13, str. 13-10]
VMA, katecholaminy,
metanefriny

[kap. 17, str. 17-44]

nadorové ———— Markery vy3etfované z krve i z moée ~ — |
markery

— Markery vysetfované z moce

5-HIAA [kap. 17, str. 17-13]

L Markery vysetfované ze stolice

1 r

Hb ve stolici (kap 6, str. 6-10)

T DNA ploidie (pocet chromosomi)
ey . i imec tohoto text
abunétné —— [mimo rdmec tohoto textu] Cirkulujici nddorové burky
markery Cirkuluji¢i endotelové buriky
Cirkulujici bunécné elementy (e ,C!rkEJIUJIO
— [mimo rémec tohoto textu] endotelialni prekursory (EPC)

Signdlni transdukce jako obecny mechanismus pfenosu informace mezi burikami jednotlivych soustav hraje klicovou roli

v patogenezi onemocnéni. Jako priklady lze uvést zdnétlivou odpoved organismu nebo poruchy lipidového metabolismu.
Naruseni signalni transdukce a regulace kaskad je jednou z pticin maligniho bujeni. Poruchy receptord na genové Grovni vedou k
zdvaznym metabolickym a endokrinnim onemocnénim, ale také vedou ke zméndm kontraktility srdecniho svalu.

Prof. MUDr Tomds Zima, DrSc., Doc. RNDr Petr Stern, CSc., Signdini transdukce (&dst I1).
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19.1.1. Prehled nékterych tumorovych markert a jejich klinické vyuziti

i Nadorové markery
Nador
Diferenciacni Proliferacni

Nadory zazivaciho | Jicnu CA 72-4, SCCA TPS
traktu v

Zaludku CA 72-4, CEA TPA, TK

Tlustého streva CA 19-9, CEA TPS

Hepatom AFP -

Zlu¢ovych cest CA 19-9, AFP TPS

Pankreatu CA 19-9, CA 72-4 TPA, TK

Peritonea CA 125 -
Nadory mocového | Ledvin NSE, CEA TPA
ustroji T PN

Mocového mechyre CEA TPA

Prostaty PSA, fPSA’ TPS
Nadory varlat Seminomy AFP, B-hCG, NSE TK

Nonseminomy AFP, B-hCG TPS
Nadory prsu CEA, CA 15-3 TPS
Gynekologické Ovarii serdzni CA 125 TPS
nadory " —

Ovarii mucindzni CA 72-4, CA 19-9 TPS

Ovarii germinativni AFP, B-hCG TPS

Téla délozniho SCCA, CA 125 TPS

Ektocervixu SCCA, CEA TPS

Endocervixu CEA TPS

Vejcovodi CA 125 TPS
Nadory plica Epidermoidni SCCA, CEA, CYFRA 21-1 TPS
pleury v

Malobunécné NSE, CEA TPS

Adeno Ca CEA, CA 125 TPS

Velkobunécné CYFRA 21-1 TPS, TK

Pleury CA 125 TPS
Maligni lymfomy Hodgkinova choroba B,-mikroglobulin, ferritin TK

Nehodgkinské lymfomy B,-mikroglobulin TPS
Hematologické Plasmocytom B,-mikroglobulin -
malignity — - - o

Leukémie B,-mikroglobulin, ferritin TPS, TK
Nadory CNS Neuroblastom NSE TK

Jca= carbohydrate antigen, nadorové antigeny definované na podkladé monoklondlni protildtky, Cislo za zkratkou charakterizuje
monoklondlini protildtku uZitou proti tomuto antigenu v testu; zkratka ,,CA” byla prevzata z komercnich setd; v posledni dobé se
zkratka vysvétluje i jako ,,Carcinoma antigens”

differentialis [lat.] = diferencidlni, rozlisujici ; differentiatio [lat.] = diferenciace, rliznost, rozliSovani, roztfidéni

proliferatio [lat.]

Pavel Nezbeda

= proliferace, novotvoreni, bujeni, chorobny rlst (napf. tkané)
proliferativus [lat. = rostouci, bujici, charakterizovany bujenim, proliferativni, proliferacni
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Zvysené hladiny tumorovych markerd v séru se mohou vyskytovat i u nékterych nemalignich onemocnéni,
za nékterych fyziologickych stavu €i okolnosti bez vztahu k nadorovému bujeni, z Eehoz jasné vyplyva, ze
nazev ,2tumorové markery“ zcela situaci nevystihuje. Kratky pfehled zvySenych hodnot tumorovych marker(

z rlznych pficin je uveden v nasledujici tabulce:

NADOROVY MARKER

NEMALIGNi ONEMOCNEN{

JINA PRICINA

CEA
(karcinoembryondlni antigen)

zanétlivé choroby jater
jaterni cirhdza
pankreatitida

koureni

AFP
(a-fetoprotein)

zanétlivé procesy plic, GIT
jaterni cirhdza
akutni i chronicka hepatitida

téhotenstvi |

TPA
(tkanovy polypeptidovy antigen)

infekéni procesy obecné
jaterni cirhdza
pankreatitida

(antigen mucindznich karcinoma)

CA 15-3 jaterni cirhdza téhotenstvi |
akutni hepatitida
postiZzeni ledvinovych glomeruli

MCA viz CA 15-3, vyraznéjsi

(lidsky choriogonadotropin)

CA 125 ovarialni cysty téhotenstvi (1. trimestr)
zanéty adnex
choroby jater, pankreatu, Zlu¢niku
CA 19-9 cirhoza jater
cholelitiaza
chronicka hepatitida
akutni a chronickd pankreatitida
choroby Zlu¢ovych cest
diabetes
cysticka fibroza
CA 72-4 benigni mammarni nadory téhotenstvi |
PSA benigni hyperplazie prostaty palpace
(prostata specificky antigen)
hCG mola hydatidéza téhotenstvi

3,-mikroglobulin

postizeni ledvin

TK
(thymidinkindza)

interference herpes-viry
By, deficience

SCCA
(antigen skvamoznich bunék)

zanéty plic
poruchy ledvin, jater

(CYFRA = cytokreatin fragments; detekce fragmentt
cytokeratinu)

Ferritin zanéty obecné
poruchy metabolismu Zeleza
CYFRA 21-1 choroby urologického traktu

myomy, ovarialni cysty

) Topolcan, O, Holubec, L., jr., Pecen L., Pikner R., Svobodovd S.,: Changes in tumor marker values in pregnant women in their " trimester, Fakultni

nemocnice Plzeri

Doposud nebyl objeven zadny univerzalni tumorovy marker, ani specifita ¢i senzitivita metod nedosahuje
100%. Znamena to tedy, Ze nezvysend koncentrace nadorového markeru neni jesté dikazem
nepritomnosti maligniho onemocnéni, a naopak pozitivni vysledek nemusi nutné znamenat zhoubny

Pavel Nezbeda

nador.
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Metody stanoveni a zjiStovani (pfitomnosti) tumorovych markert odpovidaji jejich charakteru.
Vzhledem k rdznorodosti povahy nadorovych markerq, jsou i metody stanoveni (resp. prikazu) riznorodé.
Pouzivaji se metody chemické, imunochemické i metody molekularni biologie. Principy vétSiny pouzivanych
metod jsou popsany v tomto ucebnim textu (viz napf. ligandové techniky, kapitola 13, metody analyzy DNA,
kapitola 22, kvantitativni stanoveni hemoglobinu ve stolici, kapitola 6 a odkazy ve schématu na str. 19-3) na
nékteré dalsi bude nutno nahlédnout do pfislusné literatury (metody genetiky apod.).

Vyvoj pfistrojové techniky (zejména v oblasti imunochemickych metod konstrukci dokonalych automatickych
analyzator(l) zpfistupnil stanoveni mnohych markeru, v€etné tumorovych, dfive dislokovanych na
specializovana pracovisté i pracovistim klinické biochemie a stanoveni tumorovych markert patfi dnes mezi
bézné, rutinni analyzy. To ovéem nevylucuje nutnost edukace laboratornich pracovnik( na vSech stupnich
pravé v tomto oboru”.

“1zakladni edukaéni pomuckou maze byt jiz citované Doporuceni k vyuZiti nddorovych markeri v klinické praxi, uvefejnéné na
strankach CSKB (viz).

Na pracovistich klinické biochemie se obvykle stanovuji solubilni markery ze séra nebo z plazmy (neni-li
uvedeno jinak, jsou hodnoty pro oba materialy totozné), z moci, pfipadné i z likvoru nebo ze stolice. Vzorky
krve vétSinou vyZaduji véasné a dukladné oddéleni krevnich elementl od séra (plazmy) a zpracovani

v konkrétnim ¢asovém intervalu nebo zamrazeni biologického vzorku, pokud v tomto ¢asovém intervalu
vzorek zpracovan nebude.

Je dllezité ddkladné se seznamit s doporucenimi a pokyny vyrobce dané diagnostické soupravy pro
stanoveni markeru a dodrzovat je, protoze nékteré faktory v preanalytické fazi mohou vyznamné ovlivnit
vysledek analyzy. Kromé dodrzeni ¢asu oddéleni krevnich elementl a pribéhu centrifugace (doba a
relativni odstfediva sila), je dulezité i pouziti vhodné odbérové nadobky, zejména nadobky se separa¢nim
gelem (nékteré gely se ukazaly byt pro imunochemické analyzy nékterych analytl nevhodné).

Rovnéz je tfreba si uvédomit, Ze v imunochemii se pracuje s koncentracemi analyt( o nékolik Fada niz§imi
nez v bézné biochemické analyze, takze kontaminace vzorku analyzovaném po pfedchazejicim vysoce
pozitivnim vzorku mlze byt vyznamna. Analyzatory tuto zalezitost fesi bud’ dokonalym mytim davkovaci
(patent fy Abbott) nebo pouzivanim jednorazovych davkovacich Spi¢ek na davkovacich (ostatni
analyzatory). Kontaminace ale muze pfijit v preanalytické fazi i ze strany laborantd, nedodrzenim zasad
spravné laboratorni prace.

Ovlivnéni vysledku maze nastat i v pfipravé pacienta, ale to jsou zalezitosti podrobné diskutované v kapitole
2, ze znacné Casti vénované preanalytické fazi.

GETITTTTTTTT .

Advia Centaur XPT System LIAISON XL

Automaticky imunochemicky analyzator firmy Siemens
firmy DiaSorin

Na obrazcich jsou ukazky dvou novych, modernich imunochemickych analyzator( firem DiaSorin a Siemens.

Pavel Nezbeda 19-6
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19.1.2. Charakteristika nékterych vybranych nadorovych markeru

19.1.2.1. CEA (karcinoembryonalni antigen)

Glykoprotein s molekulovou hmotnosti 180 kDa, z 55% tvofen sacharidy (heterogenni slozka), z 45%
bilkovinami (homogenni slozka). Jsou znamy 4 rizné geny CEA.

Onkofetalni bilkovina vyskytujici se pfedevsim v epitelovych burikach traviciho ustroji a bronchd. V prvnim
trimestru je obsazen v bunécné cytoplazmé, pozdéji je soucasti povrchu bunéénych membran u plodu. U
dospélych je produkovan velmi omezeng, v minimalni koncentraci se vyskytuje v krvi, pleuralnim vypotku,
ascitu a likvoru, nejvy38i koncentrace jsou ve slinnych Zlazach.

Fyziologicka funkce neni znama (ani u plodu, ani u dospélych).
Biologicky poloc¢as je 14 dnd.

Referencni hodnoty:  0-5 ngl/l

Hrani¢ni hodnoty: 5-8 g/l

Patologické hodnoty: > 8 ugll

Indikace - nadory:
e zazivaciho traktu (zaludku, tlustého stfeva, peritonea)
mocového Ustroji (mocového méchyre)
prsu
gynekologické nadory (ekto- a endocervixu)
plic a pleury (epidermoidni, malobunééné, adeno Ca)

19.1.2.2. AFP (alfa;-fetoprotein)

Glykoprotein o molekulové hmotnosti pfiblizné 70 kDa. Obsahuje asi 4,5% sacharidd, patfi mezi onkofetalni
antigeny, strukturou je podobny albuminu. Je produkovan Zloutkovym vakem a pozdé&ji jatry plodu. Pfechazi
i do plodové vody. Ve fetalni plazmé je nevysSi koncentrace AFP mezi 10. - 13. tydnem téhotenstvi (asi 3
g/l), podobné v plodové vodé (v 15. tydnu asi 40 mg/l), v terminu porodu je ve fetalni plazmé asi 80 mg
AFP/I. Ve 2 letech je hladina AFP pod 10 pg/l, pod touto hranici jsou i hladiny AFP u zdravych dospélych
jedincl. V matefském séru se hladina AFP zvySuje, maxima dosahuje 1 - 2 mésice pfed porodem (asi 400

nall).

Fyziologicka funkce - u plodu zprvu nahrazuje albumin a jeho transportni funkce. U dospélych neni jasna.
Biologicky polocas je 3 - 6 dnu

Referenéni hodnoty: 0 - 5 klU/I

Hraniéni hodnoty: 5-10kIu/

Patologické hodnoty: > 10 kIU/l

Indikace — nadory:
e zazivaciho traktu (hepatom, Zlu€¢ovych cest)
e varlat (seminomy a nonseminomy)
e gynekologické nadory (ovarii germinativni); germinom = novotvar ze zarodeénych bunék

19.1.2.3. PSA, fPSA (prostata specificky antigen)

Glykoprotein s molekulovou hmotnosti 34 kDa, z 90% tvofen jednoduchym polypeptidickym Fetézcem 238
AK a z 10% sacharidy. Patfi do skupiny kalikrein(i (serinovych endopeptidaz). Je specifickym produktem
prostatické tkané zdravé i zhoubné. Je pfitomen v prostatické tekutiné, seminalni plazmé, ve zdrave,
hyperplastické i maligni prostatické tkani a v metastazach prostatického ptvodu. Je produkovan i
paraureteralnim Zldzami a je pfitomen
ve velice nizkych koncentracich i u
Zen. V séru je pfitomen v nékolika Formy PSA PSA volny (fPSA)
formach, tfi hlavni jsou: volny PSA
(fPSA), vadzany na a,-makroglobulin a o :
na a;-antichymotrypsin. PSA vazany na ap-makroglobulin
Volny PSA a komplex s
antichymotripsynem jsou imunologicky
detekovatelné.

PSA vazany na am-antichymotrypsin
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Volny PSA (fPSA), ktery predstavuje asi 15% celkového ¢i komplexniho PSA (cPSA) se vyskytuje v nékolika rtiznych formach: BPSA,
proPSA a jako intaktni (nezménény). Kromé proPSA v nativni formé existuji i tzv. zkrdcené formy, z nichz [-2]proPSA je
nejstabilnéjsi a bude mit zrejmé i klinické vyuziti v diagnostice nadoru prostaty.

Fyziologicka funkce: PSA je serinovou proteazou a je zodpovédny
za ztekuceni semenné plazmy.

Biologicky polo€as: PSA 2 - 3 dny, fPSA 7 hodin

Norma hodnot PSA:  0- 4 g/l

Hrani¢ni hodnoty: 4-10 pgll

Patologické hodnoty: > 10 ngll

Indikace — nadory prostaty.

Formy fPSA

fPSA

(stanovuje se u hodnot PSA 4 - 10 ug/l; hodnoti se pomér koncentraci fPSA/PSA v %)
Maligni nador: 0-15%

Hraniéni hodnoty: 15 - 20%

Benigni onemocnéni: > 20%

Priklad postupu pri testovdni PSA:

Pacient (starsi 40 let) odpovi na tfi otazky tykajici se
= Kvality moceni (véetné osobnich pocitt)
= Vyskytu rakoviny prostaty v pribuzenstvu
= Event. obsahu krve v moci

Kladna odpovéd na alespon jednu z uvedenych otazek znamena indikaci k vysetfeni PSA podle uvedeného schématu.

Schéma testovani PSA

v ¥ v
PSA =S 3<PSA<10 PSAZ10
Negativni Pozitivni
Zkontrolovat za 2 roky Zkontrolovat fPSA Vysetfit urologem
fPSAIPSA 2 0,25 0,14 < fPSA/PSA < 0,25 iyl e ik
Negativni Pozitivni
Zkontrolovat za 2 roky Zkontrolovat za 6 mésicu Vysetfit urologem

Poznamka: v posledni dobé se vyznam screeningu hladiny PSA zpochybriuje; dlivodem je skute¢nost, Ze z hladin PSA se obtizné odliSuje benigni
hyperplazie prostaty od zhoubného nddoru; muZi se zvétSenu prostatou jsou pak prehnané diagnostikovani a léceni. (ZN, 43/2009, str.11)

19.1.2.4. hCG (lidsky choriogonadotropni hormon - viz kapitola 14., str. 14-35)
Glykoprotein o relativni molekulové hmotnosti asi 40 kDa. Tvofi se v trofoblastickych burikach placenty v
prubéhu téhotenstvi a stimuluje rist Zlutého téliska. V krvi a v moc€i se nachazeji jak intaktni molekula hCG,
tak o- i B—podjednotky a Stépné produkty B-podjednotky: free-p a B-core. Biologicky aktivni je pouze
intaktni molekula hCG. Pro nadorovou diagnostiku se jevi specifitéjSi stanovovani -podjednotky (B-hCG).
Fyziologicka funkce - v téhotenstvi slouzi k imunotoleranci plodu imunitnim systémem matky
Biologicky polocas: 15-25dne
Referenéni hodnoty:  0- 51U/l
Hrani€ni hodnoty: 5-10 U/l
Patologické hodnoty: >10 U/l
Indikace — nadory:

e nadory varlat (seminomy i nonseminomy)

e gynekologické nadory (ovarii germinativni)
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19.1.2.5. CA 15-3

Monoklonalini protilatkou definovany nadorovy marker mucin-glykoproteinové struktury s molekulovou
hmotnosti 300 - 450 kDa. Patfi mezi onkofetalni nadorové markery. U plodu se vyskytuje v epitelovych
burikach bronch( a jater, u dospélych je povrchovym antigenem Zlazovych bunék ve vyvodech mlééné
Zlazy.

Fyziologicka funkce neni znama.
Biologicky polo€as: 7 dni

Referenéni hodnoty: 0-22klu/
Hrani¢ni hodnoty: 22 - 30 klu/
Patologické hodnoty: > 30 kIU/l

Indikace — nadory prsu.

19.1.2.6. CA 125

Monoklonalini protilatkou definovany nadorovy marker mucin-glykoproteinové struktury s molekulovou
hmotnosti kolem 200 kDa. Patfi mezi onkofetalni nadorové markery. U plodu se vyskytuje v epitelialnich
burikach dychaciho a traviciho ustroji, u dospélych v epitelialnich burikach dychaciho dstroji, vysoké
hodnoty se nachazeji s séru t€hotnych Zen a v matefském mléce.

Fyziologicka funkce - béhem vyvoje plodu funguje jako diferenciacni antigen coelomovych tkani
[coelom = prava télni dutina (vznikajici pfi vyvoji mnohych Zivocichu), obklopena burikami mezodermalniho pdvodu]

Biologicky polocas: 4 dny

Referenéni hodnoty: 0-30klu/
Hraniéni hodnoty: 30 - 40 kIul/l
Patologické hodnoty: > 40 kIU/I

Indikace — nadory:
e zazivaciho traktu (peritonea)
e gynekologické (ovarii serozni, té€la délozniho, vejcovodl);
serdzni ovarialni nadory = patii mezi nadory z povrchového epitelu
e plic a pleury/pohrudnice (adeno Ca, pleury)

19.1.2.7. CA 19-9

Monoklonalni protilatkou definovany mucin-sialo-glykolipid s molekulovou hmotnosti nad 500 kDa. Patfi
mezi onkofetalni nadorové markery. Vyskyt tohoto markeru Gzce souvisi s Lewis(a) determinantou krevni
skupiny. U plodu se vyskytuje v epitelovych burkach traviciho ustroji, pankreatu a jater. U dospélych je
velice omezené produkovan epitelialnimi burikami bronchu a traviciho ustroji. V minimalnich koncentracich
se vyskytuje v krvi, pleuralnim vypotku, ascitu a mozkomisnim moku. Eliminuje se vyhradné Zlugi.

Fyziologicka funkce neni znama.
Biologicky poloc¢as: 5 dni

Referen¢ni hodnoty: 0 - 30 klu/
Hrani¢ni hodnoty: 30 - 40 kIu/
Patologické hodnoty: > 40 kIu/l

Indikace — nadory:
e zazivaciho traktu (tlustého stfeva, zluCovych cest, pankreatu)
e gynekologické nadory (ovarii mucindzni);
mucinézni ovarialni nadory = patfi mezi nddory z povrchového epitelu

19.1.2.8. CA72-4

Monoklonalni protilatkou definovany glykoprotein mucinového typu s molekulovou hmotnosti okolo 400 kDa.
Patfi mezi onkofetalni nadorové markery. U plodu intenzivné produkuji tuto bilkovinu povrchové epitelialni
struktury jicnu, Zaludku a pankreatu, u dospélych se to déje velmi omezené.

Fyziologicka funkce neni znama.

Referen¢ni hodnoty: 0-3ugll
Hrani¢ni hodnoty: 3-6 gl
Patologické hodnoty: > 6 g/l

Indikace — nadory:
e zaZivaciho traktu (jicnu, Zaludku, pankreatu)
e gynekologické nadory (ovarii mucindzni)
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19.1.2.9. SCCA (antigen skvamoznich bunék; SCC antigen)
Glykoprotein o molekulové hmotnosti 48 kDa, patfi do skupiny onkofetalnich antigent. Je produkovan
dlazdicovymi epidermoidnimi bufikami plodu i dospélych osob. Je pfitomen ve stfednich vrstvach epitelu.

Fyziologicka funkce - zfejmé hraje dllezitou roli pfi diferenciaci epidermoidnich tkani.
Biologicky polocas: 20 minut

Referen¢ni hodnoty: 0-1,5pg/
Hrani¢ni hodnoty: 1,5-2 g/l
Patologické hodnoty: > 2 g/l

Indikace — nadory:
e zazivaciho traktu (jicnu)
e gynekologické nadory (téla délozniho, ektocervixu)
e nadory plic a pleury (epidermoidni)

19.1.2.10. NSE (neurospecificka enolaza)
Enzym katalyzujici pfeménu 2-fosfoglyceratu na fosfoenolpyruvat (viz glykolyza v biochemii). U plodu se
vyskytuje v nervové a plicni tkani, u dospélych pfedevsim v neuroendokrinnich strukturach.

Fyziologicka funkce spociva v ucasti v glykolyze.

Referenéni hodnoty: 0-10 pg/l
Hraniéni hodnoty: 10 - 12,5 pgl/l
Patologické hodnoty: > 12,5 pg/l

Indikace — nadory:
e mocového ustroji (ledvin)
e varlat (seminomy)
e nadory plic a pleury (malobunécné)
e CNS (neuroblastom)

19.1.2.11. TK (thymidinkinaza)

Enzym, ktery za pfitomnosti ATP katalyzuje pfeménu thymidinu na thymidinmonosfosfat (TMP). Nazyva se
téz "zachranny enzym" (salvage enzyme). Je to nespecificky tumorovy marker schopny indikovat maligni
rust v riznych organech. U zdravého dospélého jedince se nachazeji jen nizké koncentrace, vysSi hodnoty
se mohou vyskytnout i u nékterych nemalignich onemocnéni.

Biologicky polo&as: 2 dny

Referenéni hodnoty: 0- 5Ul/
Hrani¢ni hodnoty: 5-10U/
Patologické hodnoty: > 10 U/l

19.1.2.12. TPA (tkanovy polypeptidicky antigen); TPS (tkafiovy polypeptidicky specificky antigen)
Fragmenty cytokeratinovych podjednotek intermediarnich filament. Do télnich tekutin se uvolfuji
pravdépodobné b&hem proliferace nadorovych bunék & b&éhem nekrézy bunék. TPA detekuje fragmenty
cytokeratinu 8, 18 a 19, TPS pouze fragmenty cytokeratin 8 a 18. Jsou fo nespecifické nadorové markery
indikujici maligni rist v rtiznych organech. Fyziologicky jsou produkovany trofoblastem placenty, v jatrech,
plicich, stfevé a ledvinach vyvijejiciho se plodu. U zdravych dospélych se TPA a TPS vyskytuji v epitelialni
vystelce mlééné Zlazy, mocového méchyre, v plicich a v organech traviciho traktu.

Fyziologicka funkce je nejasna.
Biologicky polo¢as: 7 dni

TPA TPS
Referenéni hodnoty: 0-120 kiu/ 0 -85 klIul/
Hrani¢ni hodnoty: 120 - 140 kIU/l 85 - 95 KkIU/I
Patologické hodnoty: > 140 kIU/I > 95 klU/I

Intermediarni (téz stredni) filamenta chrani buriky a bunééné membrany pred roztrZzenim vyvolaném tahem. Existuji tfi tridy
téchto filament, jednu z nich tvofi keratinova filamenta v epitelidinich burikach. V rliznych epitelech se nachazeji rizné soubory
keratind. Existuje vzacné genetické onemocnéni Clovéka, epidermolysis bullosa simplex, které je disledkem mutaci v keratinovych
genech, nasledkem je nemoznost tvorby kreatinovych filament v pokoZce. Klize postizeného ¢lovéka neni odolna proti
mechanickému namahani, i velmi slaby tlak na kZi zpUsobuje popraskani bunék a tvorbu puchyi.

Stavba keratin( je popsana dale v textu na str. 19-?).
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19.1.2.13. CYFRA 21-1

Fragmenty cytokeratinovych podjednotek intermediarnich filament (podobné jako u TPA a TPS). Detekuji se
fragmenty cytokeratinu 19. Cytokeratin 19 je kysely protein s molekulovou hmotnosti 40 kDa. CYFRA 21-1
se vyskytuje v burikach plicni tkané, délohy a traviciho Ustroji. SlouZi jako ukazatel degradace malignich
tkéni a bunécné nekrozy.

Fyziologicka funkce je nejasna.

Referen¢ni hodnoty: 0-2,5ugll
Hrani¢ni hodnoty: 2,5-3,5 ugll
Patologické hodnoty: > 3,5 pg/l

Indikace — nadory: plic a pleury (epidermoidni, velkobunéc¢né)

19.1.2.14. HE4

Lidsky epididymalni protein 4 (HE4, resp.WFDC2 — od ,whey acidic four-disulfide core* = WFDC, rodina
pfibuznych proteind, ,2“ v nazvu odkazuje na pfitomnost dvou WFDC domén), molekulova hmotnost mezi
20 — 25 kD.

epididymis [f.] = nadvarle
whey [angl.] = syrovatka; core{ [angl.] = jadro, stfed; podstata

Fyziologicka funkce

Proteinova doména whey acidic protein (WAP) byla identifikovana jako hlavni protein syrovatky (mlééného
séra), ktery hraje dalezitou roli v regulaci proliferace epitelialnich bunék mlééné Zlazy. Fyziologickou funkci
je pravdépodobné aktivita obdobna aktivité inhibitord proteaz. Whey acidic protein-type 4-disulphide core
(WFDC) je pfedpokladanym prototypem ¢lend rodiny WAP protein(; doména sestava z 8 cysteinovych
zbytkd spojenych disulfidickymi vazbami v ustaleném usporadani .

WFDC1 (prostate stromal protein 20 kDa, PS20) a WFDC2 (major human epididymis-specific protein E4,
HE4) jsou uziteCnymi biomarkery pro detekci tumord.

HE4 se nachdzi ve vysoké koncentraci u pacientek s karcinomem ovarii. Je to jediny nadorovy marker
s vysokou senzitivitou pro detekci epitelialniho karcinomu ovarii (EOC), zejména v |. stadiu, kde ostatni
markery selhavaji. Pfitom diagnostika EOC v raném stadiu vyvoje nadoru je podminkou vyléCeni.

HE4 je novym markerem pro ovarialni karcinom, ale pro screening rakoviny vajecnikd nelze pouzit.

Pro posouzeni rizika ovarialniho karcinomu je nutno souc¢asné stanovit hodnoty CA125 a HE4 v séru
a vypocitat tzv. ROMA skore, ve kterém se berou v ivahu namérené hodnoty CA125 a HE4 a
menopauzalni status u dané pacientky. ROMA™ je zkratkou Risk Of Ovarian Malignancy Algorithm, tj.
algoritmus (postup, vypocet) pro zjisténi rizika ovarialni malignity. Kombinace uvedenych prvki v tomto
algoritmu/vypoctu, se zda byt v sou€asnosti nejlepSim testem pro zjisténi rizika malignity tohoto typu:
vykazuje vysokou diagnostickou senzitivitu i specifitu. Dllezita je zejména vysoka hodnota senzitivity,
protoze v tomto pfipadé nebude rozpoznano jen velmi malo nemocnych (vysoké procento zachytu nemoci).
FaleSna pozitivita u zdravych bude vylou¢ena naslednym vySetfenim.

Referenéni hodnoty:

Zena pired menopausou Zena po menopause
>7%  vysoke riziko nalezu EOC | 225,3% vysoke riziko nalezu EOC
<7% nizké riziko nalezu EOC | <25,3% nizke riziko nalezu EOC

Kalkulator pro vypocet ROMA s hodnotami ARCHITECT HE4 A CA125 si mlzZete vyzkousSet na adrese:
http.//www.abbottdiagnostics.com.au/products/Instruments by Platform/roma.cfm

Z ostatnich frekventovanéjsich TM je to napf. S-100 beta protein, popsany poprvé v nervové tkani. Vyskytuje se ve formé homo-
a heterodimer( tvorenych z podjednotek o a . VyuZiva se pfi monitorovani nemocnych s malignim melanomem, zvysené hodnoty
Ize nalézt i u mozkovych malignich nadorl ektodermalniho ptvodu, ale mohou byt zplsobeny i akutnim poskozenim mozku,
kostnimi zlomeninami, zanétlivym a infekénim onemocnénim. Pro screening a diagnostiku se neuZiva.

Dalsim pfikladem TM je CgA (Chromogranin A), kysely glykoprotein z granuli normalnich i neoplastickych neuroendokrinnich tkani.
Zvysené hodnoty se nalézaji u nemocnych s neuroendokrinnimi malignitami, u sporadickych gastroenteropankreatickych
neuroendokrinnich tumord i dédi¢nych mnohocetnych endokrinnich neoplasii typu 1 (MEN), u détskych neuroblastomd, u
neuroendokrinni diferenciace karcinomu prostaty nereagujici na hormonalni 1écbu, i v pfi terapii kortikoidy, poruchach ledvin a
jater.

Endokrinni neoplasie: Vzacné onemocnéni pfi némz je soucasné postizeno nékolik endokrinnich zlaz. Vyskytuje se sporadicky; vétsinou jde o
hereditarni postizeni autosomalné dominantniho typu. Cela definice (véetné MEN-1, Wernerova syndromu) napf. v Medicabdze.cz
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19.2. Markery postizeni myokardu

V této podkapitole se zamé&fime na dvé zavazné okolnosti omezujici, & znemoznujici srdeni €innost:
ischemii, kterda muze vyustit az v infarkt myokardu a srdeéni selhani.

19.2.1. Troponiny

Infarkt myokardu je sloZita klinicka jednotka uréena fadou patologickych, elektrokardiografickych (EKG),
biochemickych a klinickych charakteristik. Asi v 10% pFipadu jsou pfiznaky mirné, pfipadné zadné — jedna
se o tzv. ,némy infarkt“. Patofyziologicky je infarkt myokardu definovan jako akutni loZiskova ischemicka
nekréza srdecniho svalu, béhem niz dochazi k uvolnéni fady proteinl z kardiomyocytd do krevniho obéhu.
Nékteré z nich mohou byt nasledné detekovany jako tzv. kardiomarkery. | kdyz zakladem diagnostiky pfi
prvnim kontaktu s nemocnym zlstava stale EKG, pro definitivni diagnézu je zakladem prikaz
biochemickych markerd. Za markery infarktu myokardu (IM) povazovany bilkoviny troponinového komplexu.
Nespecificky myoglobin, CK-MB/CK-MB mass a LD se jiz povaZzuji za obsolentni. V sou€asné dobé existuje
tzv. Treti univerzalni definice infarktu myokardu, v ¢eské verzi mozno nalézt napf. zde.

Troponinovy komplex je tvofen tfemi strukturnimi bilkovinami, troponinem T, troponinem | a troponinem C,
které jsou vazany na tropomyozin pfi¢né pruhovaného svalu a maji vztah k regulaci sily svalové kontrakce.
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Na obrazcich je znazornéna vazba aktinu, troponinu a tropomyosinu s myosinem v myofibrile (Zlutocerveny obrazek nahore) a
vlastni podrobnéji popsany troponinovy komplex (na spodnim modrozeleném obrazku).
helical = spirdlovy, sroubovity; strand = vidkno, Sndra, vétev

Troponiny z kosterniho svalstva a ze srde¢niho svalu Ize rozlidit imunochemicky. V praxi se stanovuji
kardialni troponin T (cTnT) a kardialni troponin | (cTnl). Pro troponiny je typické, ze ve zdravém organismu
se nevyskytuji v séru ve zvySenych hodnotach. Vyskyt troponinu (T, ) znamena, Ze byl poSkozen myokard, i
kdyz nutné nemusi jit o IM. Napf. mirné zvySené hodnoty troponinu T u pacientl s nestabilni anginou
pectoris svédci o Spatné progndze onemocnéni (dochazi k ischemiim a naslednym nekr6zam myokardu).
Také myokarditida, plicni embolie, srdeéni selhani, septické stavy aj. mohou mit za nasledek zvyseni
(elevaci) hladin cTn (kardialnich troponint). V téchto pfipadech dochazi k poSkozeni myokardu i bez
pritomnosti ischemie, €ili kromé nekrézy kardiocytl, se na zvySeni hladiny Tn podileji jevy jako je apoptoza,
zvySeni permeability bunééné membrany, aktivni sekrece partikuli troponinu aj., a tyto skutecnosti je tfeba

mit na paméti pfi interpretaci vysledku, kterou by mél Iékar provadét vzdy s ohledem na klinicky stav
pacienta.

Kardialni troponiny se objevu;ji v narlstajici koncentraci 3,5 — 4 hodiny po srdecni pfihodé (pro cTnl se
uvadi 4 — 6 hodin po pfihodé), (myoglobin 0,5 — 2 hodiny po pfihodé&, neni vSak specificky pro myokard),
maximum je asi po 18 ( cTnl 8 — 28) hodinach a navrat k plivodnimu stavu po 7 — 20 (cTnl 3 — 10) dnech
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(troponiny se tedy nehodi ke stanoveni opakovaného infarktu, pokud k nému dojde v pribéhu nékolika dni
po prvni koronarni pfihodé). Biologicky poloCas cTnl je 2 - 4 hodiny, skute€nost, Ze cTnl pfetrvava dny po
pfihodé v krevnim obé&hu svédcCi o tom, Ze dochazi ke kontinualnimu vyplavovani tohoto proteinu

z poskozenych myofilament komplexu.

Metody stanoveni troponint
Troponiny se stanovuji imunochemickymi metodami (ligandovymi technikami).

Na trhu nejdéle znamou metodou je metoda pro stanoveni troponinu T od firmy ROCHE (dfive Boehringer Mannheim), ktera ma
vyrobu souprav pro stanoveni cTnT na svych analyzatorech (napf. Elecsys, Cobas) chranénou patenty. V soucasnosti existuje
nékolik firem, které doddvaji na trh metody na stanoveni troponinu | (maly protein o molekulové hmotnosti pfiblizné 24 kDa). Je
to napf. firma ABBOTT Laboratories s.r.o., ktera dodava soupravy pro stanoveni cTnl na analyzatoru AxSym a novéji i na
analyzatorech fady Architect, firma Siemens se soupravami pro analyzatory Immulite, Vista, Centaur aj. a fada dalSich firem.
Referencni hodnoty se lisi podle jednotlivych vyrobct souprav.

V roce 2000 doslo k definovani akutniho koronérniho syndromu (ACS) a bylo doporuéeno pouZzivat jako
(jedinou) diskriminacni hodnotu hodnotu 99. percentilu referenéni populace, s preciznosti stanoveni VK% <
10. V soucasnosti jsou do rutinni praxe zavadény tzv. high sensitive — hs/HS diagnostické soupravy (bézné
se mluvi o stanoveni high sensitive troponin(l), coz znamena, Ze tyto soupravy splfuji pozadavky na
preciznost stanoveni. Pfesné uplatnéni, zhodnoceni a interpretace vysledk( stanoveni nizkych hladin
troponinG v diagnostickém a terapeutickém procesu se sice stale jesté hleda a konkretizuje, ale zakladni
predstavy o pfinosu stanoveni téchto nizkych hladin troponin jiz existuji: Ize, s dostate¢nou presnosti,
identifikovat mensi poSkozeni myokardu, a to dfive, tj. v ¢asnéjSich fazich vyvoje téchto poskozeni, nez to
dovolovaly metody pfedchozi: Tyka se to jak akutnich (AKS, plicni embolie, myokarditis apod.), tak
chronickych onemocnéni myokardu (pfi srde¢nim selhani, u nemocnych se stabilni anginou pectoris, u
jedincu s prokazatelnymi aterosklerotickymi zménami koronarniho fecisté, ale bez klinickych ¢&i
anamnestickych symptomd aj.). Da se shrnout, Ze v sou¢asnosti se pfinos HS/hs metod vidi zejména ve
vCasnéjSim prikazu nekrézy myokardu, v pfispévku k rychlejsi a dokonalejsi diferenciaci nestabilni anginy
pectoris (diferencialni diagnostika akutnich koronarnich syndromu) a v prognostickém vyznamu tohoto
stanoveni (z charakteru zmén v koncentraci troponin( v krvi Ize usuzovat na riziko kardiovaskularni
morbidity a mortality). Praxe mimo jiné ukazala, Ze je tfeba pouzivat rizné hodnoty cut off pro muze a pro
zeny. Kupodivu se také ukazalo, Ze stanoveni troponin(i s velmi nizkou fyziologickou koncentraci
nepfineslo s sebou posun téchto hodnot, tzn., Ze prakticky nedochazi k narlstu (fale$né) pozitivnich
vysledkd. Z pavodné pfedpokladaného ,zlatého standardu® pro diagnostiku AIM se stal biomarker obecné
pro ischemii srde¢niho svalu, véetné IM.

Vice o srdecnim infarktu a troponinech |ze nalézt napf. na adrese: http://www.roche-diagnostics.cz/prolekare/infark.aspx

O vysoce citlivém (HS = high sensitivity) troponinu fy Siemens viz video: http://usa.healthcare.siemens.com/clinical-
specialities/cardiology/cardiovascular-disease/educational-videos-modules. Rovnéz firma Abbott Laboratories ma ve svém portfoliu hs
Tnl.

Podrobnosti o hs troponinech a dal§ich kardiomarkerech Ize nalézt také na adrese http://www.ceva-
edu.cz/mod/forum/search.php?id=1&search=Troponin

19.2.2. Kopeptin
Kopeptin (copeptin) je kysely glykopeptid slozeny z 39 aminokyselin, ktery tvofi C-terminalni ¢ast prekursoru

vasopresint N —

1 2 3 4

Pre-Pro-Vazopresin: 1 signalni molekula 2 vazopresin 3 neurofyzin Il 4 kopeptin

Je stabilnim a citlivym zastupujicim markerem cirkulujiciho adiuretinu/vasopresinu. Je markerem
endogenniho stresu a jeho hladina bezprostfedné vzrista po ataku akutniho infarktu myokardu (AMI) a pak
plynule klesa. Vzhledem k tomu, Ze troponin, specificky marker myokardialni nekrézy vykazuje urcité
zpozdéni v narlistu po ataku AMI (,slepa troponinova perioda®“), pfedstavuji tyto dvé latky svym zplsobem
komplementarni biomarkery a jejich kombinace by mohla vyrazné zrychlit diagnézu AMI, zejména

v negativnim smyslu, tj. vylou€enim infarktu myokardu:

negativni troponin + negativni kopeptin = nejedna se o AMI.

Poznamka: Potfebné reagencie vyrabi pro imunochemické stanoveni na analyzatoru Kryptor fa BRAHMS a na ¢eském trhu dodava
fa Lacomed s.r.o.; ELISA soupravy vyrabi napf. fa Uscn Life Science Inc.
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19.2.3. Natriuretické peptidy

Srdecni selhani je syndrom zptsobovany celou fadou riznych stavii, napf. onemocnénim koronarnich
artérii, hypertenzi, vadou srde¢nich chlopni, myokarditidou atd. Srde¢ni selhani je pfesnéji definovano jako
zhorsujici se stav, kdy srdec¢ni komory nejsou schopny zasobovat krvi plice a/nebo periferni oblasti téla.

Natriuretické peptidy tvofi ,rodinu”“ hormonalné aktivnich latek, které jsou tvofeny 17&lennym kruhem
spojenym disulfidickym mlstkem a postrannimi fetézci, jejichz pocet a délka se rGzni u jednotlivych
zastupcU. Do této rodiny se podcitaji i prekurzory a derivaty, které mohou mit vyznam bud jako hormony,
nebo maji vyznam diagnosticky, pfipadné& oboji. Znamy jsou natriuretické peptidy ANP, BNP, CNP, DNP,
VNP a urodilatin. Tvofi se v srde¢nich sinich (ANP, ktery je zde skladovan ve formé granuli), v endotelu
(CNP) i v jinych tkanich. Ovliviiuji srdecni tkarn, hormonalni systém, imunitni systém a maji i dalSi ucinky.

Zastunci rodinv natriuretickvch peptidi ANP. BNP. CNP-53 a CNP-22

Hlavnimi producenty jednotlivych peptidd jsou pro ANP — srdecni siné a komory a ledviny; BNP — srde¢ni siné a
komory, pficemz v komorach se tvofi fFadové vétsi mnozstvi; CNP — kosti, mozek, endotel, srdce

Ovlivnéni ledviny natriuretickymi peptidy je pfehledné znazornéno na nasledujicim schématu

ANP/BNP
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l

tub

!

uly

|

NPR-A/B

NPR-A/B

! ,
. oGP .
|

! I

cGMP

l

juxtaglomerularni aparat

aferentni eferentni
vazodilatace vazodilatace

blokovani transportu
sodiku a vody
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glomerularni
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zvySeni

natriurézy
a diurézy

amilorid-senzitivni
epitelialni Na" kanalek
(proximalni tubuly)

l

NPR-A/B

!

cGMP

!

PKGII

blokovéni tvorby
reninu - snizena
koncentrace reninu

NPR-A/B : receptor pro natriureticky peptid A/B (A nebo B); cGMP: cyklicky guanosinmonofosfat; PKGII: proteinkinaza G typu Il
Amilorid: slabé diuretikum, které ale snizuje ztraty drasliku modi. Text i schéma podle Prof. MUDr. Antonin Jabor, CSc., Natriuretické
peptidy, Roche s.r.o., Diagnostics Division, Praha, 2010; ISBN 978-80-254-7929-2, str.69-70
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Natriuretické peptidy pusobi prostfednictvim receptor( v ledvinach, cévach, mozku a dalSich organech. V
ledvinach ovliviiuji vazodilataci a vazokonstrikci pdsobenim na svalové buriky vas afferens resp. vas
efferens, relaxaci a zvySeni filtrace prostfednictvim mesangialnich bunék, plsobi také na buriky
proximalniho tubulu (maly vliv), burfiky Henleovy kli¢ky, distalniho tubulu a sbérného kanalku. Natriuretické
peptidy jsou v podstaté antagonisty systému renin-angiotenzin.

19.2.4. BNP a NT-proBNP

Markerem srdec¢niho selhani je mozkovy natriureticky peptid (BNP — Brain Natriuretic Peptide), objeveny a
popsany Boldem a spolupracovniky v roce 1981 a degradacni fragment NT-proBNP (N-Terminal-
prohormone BNP). Nazev ,mozkovy" vychazi ze skute€nosti, Ze byl poprvé izolovan z prase¢i mozkové
tkané. Navzdory tomu, hlavnim zdrojem BNP je srdce.

V srde€nich myocytech je syntetizovan preproBNP slozeny ze 134 aminokyselin a je pfemé&fovan na
molekulu prekurzoru BNP, tj. na proBNP (108 AK). ProBNP je dale $tépen endopeptidazou corinem, pfip.
furinem na fyziologicky aktivni (hormon) BNP (32 AK) a na degradac¢ni fragment NT-proBNP (76 AK).
BNP je syntetizovan a uvolfiovan do krve pfi zvysené objemové zatéZi nebo stavech zpUsobujicich pretizeni
komor. Ridi zde homeostazu tekutin a elektrolytl interakci se systémem renin-angiotensin-aldosteron, tzn.
zejména natriurézu, Cili vylu€ovani natria moc€i (coz souasné vede k odvodnéni — viz pfedchozi schéma),
zabranu jeho resorpci (inaktivaci adiuretinu), snizeni tlaku zvétSenim objemu cév a utlumeni pocitu zizné.
Vysledkem je snizeni objemové zatéze organismu a optimalizace Zilniho navratu.

Z obéhu je BNP odstranovan specifickymi bunéénymi receptory a neutralnimi endopeptidazami, pficemz
jeho biologicky polocas je pfiblizné 23 minut. BNP s vy$8i molekulovou hmotnosti byly detekovany

v periferni krvi.

SRDCE PERIFERNI KREV
(kardiomyocyt) (cirkulace)

NT-proBNP
> (76 AK)
MARKER

corin/furin

preproBNP ) proBNP

(134 AK) (108 AK) (endopeptidaza)

BNP

(32 AK)
HORMON/MARKER

Klinické vyuziti BNP a NT-proBNP

Cetné studie naznagily, ze méfeni BNP Ize u pacienta vyuzit ke stanoveni diagnézy, prognézy a ke
sledovani Ié€by (monitorovani terapie). Bylo prokazano, ze hladiny BNP jsou zvySené u pacientu se srdecni
dysfunkci. Mé&Feni hladin BNP v plazmé poskytuje klinicky uZite€né informace ohledné diagnostikovani a
péce pfi dysfunkci levé srde€ni komory a srdeénim selhani, &imz doplfiuje ostatni diagnosticka vySetfeni
(napf. elektrokardiogramy, rentgen hrudniku a echokardiogramy). Na zakladé hladin BNP lIze uréit
zavaznost srdecniho selhani. Hladiny BNP v plazmé se zvySuji také pfi sniZzeni fyziologické funk&ni kapacity
srdce. V podstaté totéZ plati i pro NT-proBNP.

V klinické praxi jsou dulezité negativni hodnoty testu (tzv. ,rule out” test, Cili vyluCovaci test).

Hodnoty BNP v ng/l  Diagnéza

<100 srdecni selhani nepravdépodobné
>100 chronické srdecni selhani

>500 akutni srde¢ni selhani

>800 srdecni selhani prognosticky zavazné

Evropska kardiologicka spolecnost (European Society of Cardiology) zaradila vyuziti testovani na stanoveni
natriuretickych peptidd (napf. BNP) do svych metodickych doporuéeni pro diagnostikovani nebo vylouéeni srdeé¢niho
selhani. Pfedbézné studie prokazaly moznost vyuziti méfeni BNP k optimalizaci [é€by a péce o pacienty po srdecnim
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mely byt <100 ng/l). Diskutuje se, zda vySetfovat BNP ¢i NT-pro BNP; v odborném tisku i na odbornych setkanich jsou
probirany pfednosti i zaporné stranky obou metabolit(i, vyhody ¢i nevyhody jejich stanoveni.

Metodami stanoveni pro BNP i NT-proBNP jsou ligandové techniky (napf. soupravy ABBOTT pro
stanoveni BNP na analyzatorech fady Architect, soupravy firmy Roche pro stanoveni NT-proBNP na

analyzatoru Elecsys, Cobas a jiné).
Vice o srdec¢nim selhani a natriuretickych peptidech viz napf. na adrese: http://www.roche-diagnostics.cz/prolekare/srdecni.aspx,
resp.http://www.cskb.cz/cskb.php?pg=doporuceni--kardialni-markery#5

Novym markerem akutniho srdecniho selhani je DC146, znamy také pod nazvem melanoma cell adhesion molecule
(MCAM, adhesni molekula melanomovych bunék), objeveny belgickou firmou Pronota NV z Ghentu. DC146 doplhuje
BNP a NT-proBNP, jeho plné vyuziti je vSak jesté ve stadiu zkoumani.

Perspektivnimi biomarkery akutniho srdecniho selhani se zdaji byt i galectin-3, maly peptid (cca 30kDa) z rodiny
lektinGi, proadrenomedulin, vazoprezoricky peptid s hormonalnimi G¢inky syntetizovany fadou tkani a ST-2, protein
z receptorove rodiny interleukinu-1.

19.3. Markery zanétu
[inflammatio (1), flogésis () —zanét]
Kazdy organismus si chrani svoji celistvost, svou integritu. Pfi poskozeni odpovida organismus zanétem coz
je, Fe€eno usty imunologal,

,» jedinecny a fylogeneticky nejstarsi typ obranné a reparacni reakce, kterou organismus odpovidd na poskozeni
rGznymi noxami. Ukolem zanétlivé reakce je destrukce a odstranéni poskozujiciho agens, lokalizace zanétlivych déj
na misto poskozeni, podpora specifické imunitni odpovédi a regenerace poskozené tkané”.

Poskozujicimi agens mohou byt rizné skodlivé infekéni i neinfekéni stimuly, jakymi jsou bakterialni infekce,
viry, paraziti, houby, toxiny, cizorodé latky (bilkoviny, pyl, silikat...),tkariové nekrézy (zplisobené rakovinou,
anoxii, popéaleninami...),zafeni, extrémni teploty, trauma, télu viastni noxy (rozpadajici se nadorové buriky,
extravaskularni krev, autoimunitni reakce, krystaly vzniklé vypadnutim z roztoku latek télu viastnich —
kyselina mocova, Stavelan vapenaty, cholesterol...),atd. Smyslem zanétlivé reakce je, jak jiz bylo uvedeno,
zni¢eni a odstranéni poskozujici pfi¢iny a obnova puvodniho stavu, regenerace poskozené oblasti, v horsim
pfipadé alespori ohrani¢eni poSkozené oblasti a eliminace pficiny.

PFi zanétu dochazi k mnoha zménam jak v postiZzené oblasti (lokalni reakce — bolest, otok, zarudnuti,
zvySeni teploty), tak €asto i ve vzdalenych tkanich a organech téla. Dostate€né silny zanét vyvola celkovou
reakci organismu, odpovéd systému, tj. organismu, na zanét, vyvola systémovou odpovéd (Systemic
Inflammatory Response) coz znamena, Ze organismus se zacne branit jako celek. Privodnimi jevy
systémové odpovédi jsou horecka, buné&na odpovéd (leukocytdza), hormonalni odpovéd (produkce
cytokinu, stresovych hormond, aj.), zména koncentrace tzv. reaktantt akutni faze, coz jsou bilkoviny
produkované jatry.

Systémovou odpovédi se zabyvaly American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine, které v roce 1992
stanovily kriteria pro Syndrom systémové zdnétlivé reakce (SIRS, Systemic Inflammatory Response Syndrome), coz je nespecifickd
zdnétlivd reakce celého organismu. Je dlisledkem kazdého primarniho inzultu, jehoz intenzita zpUsobi poskozeni, které se neomezi
pouze na vlastni zasaZzenou ohranicenou oblast.

SIRS je charakterizovany nejméné dvéma z ndsledujicich kritérii:
e teplota nad 38 °C nebo pod 36 °C
e  tepnad 90/min
e dechova frekvence nad 20/min nebo Py, pod 4,3 kPa (32 torr)
e leukocyty nad 12.103/ul nebo pod 4.103/u| nebo vic jak 10 % nezralych forem.
Pfi SIRS dochazi ke ztraté kontroly nad normalni zdnétovou odpoveédi, zanét ztraci svdj plvodni obranny charakter a méni se
v delokalizovany a deregulovany autoagresivni proces. Je to zavazny stav, ktery miZe nastat jak na infekéni, tak neinfekéni podnét.

SIRS s akutni organovou dysfunkci se oznacCuje jako zavazny SIRS.

Septicky SIRS, tj. SIRS vyvolany, nebo provazeny diseminovanou mikrobialni infekci, se nazyva sepse.
Tézka sepse je spojena s organovou dysfunkci, hypoperfizi tkani nebo hypotenzi.

Septicky Sok je tézka sepse s hypotenzi, ktera nereaguje na dopinéni objemu, projevuji se znamky
hypoperfize.

1
MUDr. Karel Nouza, DrSc. http://www.anamneza.cz/Zanet-obecne-Zanet/nemoc/237
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V zanétové odpovédi jsou produkovany dva typy mediatort — s prozanétlivymi a s protizanétlivymi ucinky,
jejichz vzajemny pomér je nutno zpétnovazebnymi mechanismy udrzet na urovni umoznujici omezit
zanétovou reakci pouze na oblast poSkozenych tkani. Nerovnovaha téchto déjii vede k neblahym
dasledkim:

e Nadmérna zanétova odpovéd (hyperkativni SIRS) vede k narlstu prozanétlivych mediatoru (je pfitomna
,cytokinova smrst“, cytokine storm), vysledkem je generalizovany systémovy prozanétlivy stav, dochazi
k rozvratu tkariového metabolismu a cirkulace, stresovému katabolismu a posléze k selhani organu.

e Nadmérna protizanétova odpovéd (syndrom kompenzaéni protizanétové odpovédi, CARS),
nepfiméfena obrana organismu, ma, podobné jako nepfiméfena obrana v ob&anském Zivoté, neblahé
nasledky. Vede k narlstu protizanétlivych mediatord, vysledkem je inhibice bunék a mechanismu
nespecifické i specifické imunity, imunosuprese s nekontrolovanym mnozenim mikroorgasnismu ,
prinik patogen( z intestinalniho traktu a rozvoj sepse, septického Soku a posléze selhani organ.

¢ Dynamicka rovnovaha mezi SIRS a CARS procesy vyustuje ve stav zvany syndrom smiSené
antagonistické odpovédi (MARS, Mixed Antagonistic Response Syndrom), kdy vyslednym obrazem je
kombinace syndrom( SIRS a CARS s rznymi projevy obou téchto komponent (SIRS + CARS =
MARS).

SIRS i septicky SIRS (sepse), mohou vést (mechanismy popsanymi vyse) k selhani zivotné dulezitych
organd, tj. k rozvoji syndromu multiorganové dysfunkce (MODS) a ke smrti.

MODS (Multiple Organ Dysfunction Syndrome, ¢esky syndrom multiorganové dysfunkce) je znamy také pod
drivéjSim oznacenim jako MOF (multiple organ failure), pfipadné i jako MSOF (multisystem organ failure).
MODS je Casté onemocnéni léCené na JIP, s ndkladnou IéEbou. Jedna se o stav s poruchou funkce dvou a
vice zivotné dullezitych organl u akutné nemocného pacienta, kdy télo nedokaze zajistit homeostazu bez
zevni intervence. Muze se jednat o nasledek primarniho poskozeni organd, napf. urazem (primarni MODS),
Castéji se vSak jedna o tézké posSkozeni na vzdaleném misté, sekundarné vyvolané primarnim poskozenim
(sekundarni MODS). Typické pro MODS jsou hyperkineticka cirkulace a hypermetabolismus.

Vztahy mezi SIRS a MODS jsou mnohotvarné, mezi standardni patfi vyvoj SIRS v sekundarni MODS,
pfipadné vyvoj primarniho MODS do SIRS. SIRS i
MODS mohou vyustit v uzdraveni i smrt.

Jak vidno, zanét je sice nejvyznamnéjsi obranou,

ale také sebeposkozujici reakci organismu. A4
Nekontrolovana, ¢i Spatné kontrolovana zanétliva SIRS —>  uzdraveni “

odpovéd muze vést nakonec ke smrti. 4
V¢asna a spravna diagnostika SIRS a v€asné
zachyceni sepse, jsou z klinického hlediska velmi

dllezité predpoklady uspésné Iécby téchto stava.

Uvadi se, Ze kazdy tfeti pacient postizeny sepsi

umira, incidence sepse za posledni Iéta, navzdory spousté novych Ié€ebnych postupl, soustavné roste a
pocet umrti na sepsi v zemich zapadniho typu je v souhrnu vétsi nez pocet umrti na zhoubné nadory prsu,
plic a gastrointestinalniho traktu dohromady. Vzhledem ke komplikovanym vztahdm v SIRS je Ié¢ba tohoto
onemocnéni velmi obtizna a v rozvinuté fazi (momentalné) nemozna. Jsou tedy zapotfebi véasné markery
nastupu SIRS a sepse.

V sou€asné dobé jsou jako markery k dispozici zejména proteiny akutni faze a cytokiny (markery zanétu), k
uréeni SIRS a septického stavu pak prokalcitonin (PCT) a presepsin.

19.3.1. Proteiny akutni faze

Casna faze systémové zanétlivé reakce byla nazvana reakci & odpovédi akutni faze (APR, acute phase
reaction) a zahrnuje sérii lokalnich a systémovych klinickych, biochemickych a bunéénych zmén.
Odpovédi akutni faze zahrnuiji:
e zmény v koncentracich proteint syntetizovanych v jatrech (tzv. proteint i reaktantt akutni faze)
e zmény v neuroendokrinnim systému (horeCka, spavost, nechutenstvi, narust kortikoliberinu,
adrenokortikotropniho hormonu, vazopresinu, produkce stresovych hormont - katecholamind,
kortizolu, pokles trojodtyroninu a tyroxinu, aj.)
e zmény v hematopoeze (anemie, leukocytéza, trombocyt6za)
e zmény v metabolismu (negativni dusikova bilance, utlum glukokoneogeneze, aktivace i atlum
enzymatickych déjli, snizeni koncentraci zinku a Zeleza, zvySeni koncentrace médi, retinolu a
glutathionu, osteoporéza, zvySeni lipolyzy v tukové tkani, kachexie).
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Mezi proteiny (reaktanty) akutni faze se fadi proteiny, jejichZ koncentrace v plazmé se v akutni fazi zanétu
zméni (minimalné o 25%, narlst nebo pokles.) Nékteré proteiny vykazuji zhruba 50% zménu (nardst
ceruloplasminu) jiné vykazuji zménu mnohonasobné vyssi, az tisicinasobnou (CRP, amyloid A). Produkce
proteint akutni faze je spousténa fadou cytokin (kapitola 14 Hormony, str. 14-45), uvolfiovanych pfevazné
aktivovanymi burikami monocyto-makrofagové fady, za¢astnénymi v zanétlivé reakci. Rlzné cytokiny a
jejich plsobeni se vzajemné kombinuji a vyslednym efektem je aditivni, synergicky nebo inhibi¢ni efekt
(napf. pro indukci tvorby CRP je nutna soucdinnost IL-6 s IL-1 nebo IL-6 s TNF-a). V akutni fazi zanétu se
uplatfiuji zejména IL-6 (nejvyznamnéjsi stimul pro vétSinu protein( akutni faze), IL-1b, TNF-a, IFN-g, TGF-b
a IL-8. Rozlisuji se pozitivni a negativni reaktanty akutni faze.

19.3.1.1. Pozitivni reaktanty akutni faze
Koncentrace téchto reaktantd/bilkovin se v akutni fazi zvysuje (1) (proto tzv. ,pozitivni* reaktanty akutni
faze).

Patfi sem
e inhibitory proteaz (a.-inhibitor proteaz, a,-makroglobulin),
e slozky koagulacniho a fibrinolytického systému (fibrinogen, plazminogen, tkanovy aktivator
plazminogenu, protein S aj.),
e CRP (C-reaktivni protein, tj. protein reagujici s polysacharidem pneumokoku C),
e transportni bilkoviny (ceruloplasmin, haptoglobin, hemopexin),
e nékteré slozky komplementového systému (C3, C4, C9, inhibitor C1, lektin vazajici mandzu) a
e nékteré dalsi (ferritin, sérovy amyloid A, orosomukoid, apod.).

Nejrychleji reaguje CRP, jeho koncentrace stoupa nejvice (tzv. reaktanty akutni faze s rychlou odpovédi).

19.3.1.2. Negativni reaktanty akutni faze
Koncentrace téchto bilkovin se v akutni fazi snizuje (\v). Typickymi predstaviteli jsou albumin, prealbumin,
transferin, alfa-fetoprotein, globulin vazajici tyroxin aj.

Klinické vyuziti proteint akutni faze
Mnohé reaktanty akutni faze se stanovuiji jak u akutnich tak u chronickych zanétd.

C-reaktivni protein (CRP), je z proteind akutni faze v praxi uzivan asi nejvice. Biologickou funkci CRP je
vazba na mnoho endogennich i exogennich ligandl. Jedna se o posSkozené vlastni buriky a jejich produkty,
které by mohly pasobit jako alergeny, z exogennich ligand opsonizuje mikroorganismy. Syntézu CRP
podporuje zvySena hladina cytokinl (prozanétlivé mediatory), zejména IL-6. V pfipadé poSkozeni organismu
je pfi vypuknuti zanétlivé reakce syntetizovan v hepatocytech a uvolfiovan z nich do krve.
Plazmatické hodnoty CRP jsou

e  zvySeny u zanétl, bakterialnich infekci, infarkt(i, malignit, cholestazy, hypotyre6zy a

e  sniZzeny napf. u Wilsonovy choroby, nefrotického syndromu a malnutrice.
Mirné zvySené hodnoty indikuji pfitomnost chronického zanétu.
CRP je popsan také v kapitole 13 Bilkoviny na str. 13-9, kde je mozno shlédnout i obrazek molekuly CRP.

Referenéni hodnoty (pfesnéji:cut off) CRP: <3 mg/l
Hodnoty >100 mg/| provazeji bakterialni infekce, u virovych infekci byvaji hodnoty < 50 mg/I.

Sledovani nizkych (mirné presahujicich cut off CRP, soupravami hsCRP, high sensitive CRP, vysoce senzitivni CRP) jako ukazatell
chronického zanétu spolu s markery aterosklerdzy (celkovy cholesterol, HDL- a LDL-cholesterol a triacylglyceroly) ma vyznam pro
odhad rizika korondrni prihody a rizika ischemické mozkové prihody (srovnej s ¢lankem Ateroskleréza v kapitole 11 Lipidy, na

str.11-28). Kazeta s vysledkem

Prokalcitonin (PCT) — polypeptid, prekurzor kalcitoninu. Citlivy indikator ahEMSETS
bakterialni infekce, zejména téZkych sepsi. PCT ktery se nachazi béhem bl
zanétu v plazmé neni produkovan C-burikami stitné zlazy, jeho hlavnim
zdrojem jsou hepatocyty, produkuji ho v8ak i dalsi buriky riznych organu.
Kvantitativné Ize stanovit imunochemicky, semikvantitativné na principu
imunochromatografie.
Kolorimetricka stupnice semikvantitativniho imunochromatografického testu fy
BRAHMS (viz obrazek vpravo) ma &tyfi rozliSujici hodnoty:

<0,5 ug/l >0,5 pg/l >2 ug/l >10 g/l
jejichz interpretace je v nasledujici tabulce na str. 19-19.
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Pacienti PCT (ug/l)

Normalni osoby <0,5

Chronické zanétlivé procesy a autoimunitni choroby <0,5

Virové infekce <0,5

Malé bakterialni lokalni infekce <0,5

SIRS, polytraumata, zanéty 0,5-2

Zavazné bakteriadlni infekce,sepse, multiorgdnové selhani (MODS) ;OZO()(:asto 10-

Presepsin (solubilni CD14 subtyp, sCD14-ST; CD = cluster of PATHFAST

. T SUOIE, S i imunochemicky minianalyzat
differentiation) je v literatufe uvadén jako novy marker sepse. munochemicky minanatyzator

Na povrchu buné&nych membran monocytll a makrofagl je exprimovan receptor CD14, ktery ma vysokou
afinitu k lipopolysacharidu (LPS) a LPS vazajicim proteinim (LPBP). Vazbou LPBP komplexu na receptor
se aktivuje TLR4-specificka prozanétliva signalizaCni kaskada a tim zacina zanétliva reakce hostitele proti
infekénimu agens. Komplex LPS-LPBD-CD14 je uvolfiovan do krevniho ob&hu a vlivem plazmatickych
proteaz Stépen na stanovitelny (rozpustny) sCD14-ST, presepsin. Bylo zjiSténo, Ze hladiny presepsinu jsou
signifikantné vyssi u septickych pacientd nez u pacientt se SIRS.

Z prvnich srovnavacich méfeni se jevi, Ze presepsin reaguje citlivéji na sepsi nez PCT a mohl by byt pouzit
pro ¢asnou diagnostiku sepse, jeji prognézu a ke sledovani priilbéhu onemocnéni a odpovédi na IéCbu.
Protilatka proti presepsinu je zakladem pro imunochemického stanoveni, které nabizi v CR fa Medesa, pod
nazvem PATHFAST Presepsin.

(Podrobnosti: http://www.procalcitonin.com/default.aspx?tree= 2 2&key=aboutpctl; kvantitativni stanoveni na analyzatoru miniVidas viz na
adrese: http://www.asclsmn.org/uploads/6 nancy migliano - color.pdf)

Diskriminaéni hodnota pro rozliSeni zdravych a nemocnych se sepsi je 337 ngl/l.
Hodnota 1858 ng/l predikuje vysokou
pravdépodobnost mortality (60%).

Reagent Cartridge
Sérovy amyloid A (SAA) je sumarni nazev pro
skupinu plazmatickych lipoprotein(; sou¢ast HDL3,
prekurzor amyloidu A. Existuje nékolik variant

SAA, biologicka funkce neni zcela poznana. Je - il O Counting well
syntetizovan zejména v jatrech, v aktivovanych el

makrofazich a fibroblastech. Vyznamny pozitivni O Sample well R
reaktant akutni faze, mize slouZit i jako test =i ckgandabody.
poskytujici informaci o moznych komplikacich (COP-Star with Sapphire )

v asném pooperaénim obdobi. Paralelni s g
stanoveni SAA s CRP zvySuje citlivost vySetfeni

proteinU akutni faze a umozruje ¢asné stanoveni Cartridge (,strip“) pro :t;\::::uT presepsinu na pfistroji

nastupu zanétlivého procesu (napf. neonatalni sepse).
Referenéni hodnoty do 6,4 mg/l.
IL-6, cytokin syntetizovany v monocytech, fibroblastech, endotelialnich burikach, keratinocytech, T-

pUsobi také jako diferenciacni faktor pro B-lymfocyty a aktivaéni a diferenciacni faktor pro T lymfocyty.
ZvySené hodnoty se vyskytuji u sepsi, autoimunitnich nemocnéni, lymfomu, AIDS, rejekci transplantatu aj.
V kombinaci s CRP, resp. SAA je nejlepSim markerem novorozenecké sepse.

Referenéni hodnoty do 11 ng/I

Elastdza z granulocyti, enzym, ktery ma vyuziti pfi diferencialni diagnostice zanéta véetné bakterialnich.

Neopterin, purinovy derivat produkovany makrofagy. Méfitko aktivace buné&tné imunity.
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19.4. Markery akutniho selhani ledvin

Stanoveni kreatininu (nejCastéji reakci Jaffé z roku 1886) je doposud jedinou stélici na ,nebi®
biochemického sledovani funkéniho stavu ledvin. Akutni poSkozeni a selhani ledvin vSak pfedstavuji
zavazny problém soucasné mediciny a Uspésna lécba v téchto pfipadech vice nez jinde zavisi na v€asné
diagnostice, nejlépe jiz ve fazi po€inajiciho rozvoje poskozeni. Objev novych biomarker vhodnych

pro ¢asnou diagnostiku akutniho poskozeni a selhani ledvin by byl ur€ité vyznamnym pfinosem jak pro
Iékare, tak pro pacienty.

19.4.1. Kritéria pro hodnoceni poskozeni funkce ledvin

Akutni selhani ledvin (ASL) bylo do roku 2004 definovano asi 30 formulacemi, pak bylo nahrazeno definici
jedinou a stanovena stadia onemocnéni, podle kritérii RIFLE.
RIFLE je akronym, sloZeny ze zaCateCnich pismen slov charakterizujicich stav ledviny:

e Risk, riziko (poSkozeni)

e Injury, poskozeni

e Failure, selhani

e Loss, ztrata (funkce)

e ESRD, End Stage Renal Disease, kone¢né stadium ledvinového onemocnéni .
Zakladnimi laboratornimi charakteristikami definujicimi stadia poSkozeni ledvin jsou hodnoty sérového
kreatininu a diuréza, jinymi slovy, jednotlivym kriteriim odpovidaji hodnoty sérového kreatininu a diurézy.
V roce 2007 byl nazev akutni selhani ledvin (ASL) nahrazen pojmem akutni poskozeni ledvin (Acute Kidney
Injury, AKI) a bylo doporu€eno ponékud upravit stavajici kriteria RIFLE: misto R, | a F pouzivat1,2a 3,L a
E opustit. AKI se rozumi ,nahly (béhem 1 — 7 dn(l) a pfetrvavajici (vice jak 24 hodin) pokles ledvinovych
funkci*.

Nékteré priciny akutniho selhani ledvin vyzadujici dialyza¢ni 1éEbu (pouze ilustrativni vyjmenovani):

e chirurgické (operativni vykony, mo€ova obstrukce, pankreatitidy, popaleniny)
interni (sepse, akutni postizeni jater)
pfimé postizeni renalniho parenchymu (glomerulonefritidy, hemolyticko-uremicky syndrom, HUS)
gynekologické
otravy

U vSech pfipad(, které pfinaseni riziko AKI, je Zadouci mit k dispozici biomarker,
ktery zav€as upozorni na hrozici nebezpeci. Jako velmi nadéjny z tohoto
pohledu se jevil novy marker z rodiny lipokalint, malych sekre¢nich protein,
UCastnicich se pfevazné transmembranovych pfenosu lipofilnich substanci,
neutrofilni lipokalin asociovany s gelatinasou/Zelatindzou (NGAL), soucast
antioxida&niho ochranného systému ledviny, jehoZ hladina v mo¢i i v plazmé se
oproti hladiné S-kreatininu v pfipadé hroziciho AKI zvy3uje podstatné rychleji,
fadové v hodinach. Sou€asné zkusenosti v klinické praxi jsou prozatim ponékud rozpadité, pro pouZiti
NGAL v diagnostice AKI existuje fada argumentl pro i proti. Nicméné existuje silna skupina expertd toto
pouziti obhajujici. Navic se objevily nové moznosti pouziti NGAL jako biomarkeru v dalSich oblastech:
sepse, nemoci myokardu, kardiorenalni syndrom, transplantace, systémova onemocnéni a dalsi.

Jako prvni zaCala dodavat komercni vazebny test firma Abbott pro své systémy Architect.

NGAL
model molekuly

Albumin mozna hraje v ledviné ochrannou roli, o éemz svéddi jeho svySena syntéza u AKIl a jeho
vypoveédni hodnota u experimentalni AKI byla podobna jako vykazoval NGAL. Moznost vyuziti albuminu
v této souvislosti se diskutuje.

Dalsi, snad perspektivni, molekulou je molekula poskozeni ledvin 1 (KIM-1; kidney injury molecule),
transmembranovy protein, jehoZz proteolyticky upravena molekula se dostava do moci pfi ischemickém
nebo nefrotoxickém AKI. Je zfejmé pomérné specificka pravé pro ischemické poskozeni ledvin a mlze
slouZit k diferencialni diagnostice typu poSkozeni ledviny.

O cystatinu C byla jiz zminka v kapitole 7. Metabolity, v odstavci vénovanému kreatininu a kreatininové
clearance (viz). V tomto pfipadé se jedna o citlivy ukazatel poklesu glomerularni filtrace, nikoliv o ukazatel
vlastniho poskozeni ledvin.

Interleukin 18 (interleukiny viz kapitola 14 Hormony, str. 14-45 az 14-47) je pomérné specificky ukazatel
ischemického poskozeni ledvin a nabizi i prognostické informace tykajici se zavaznosti a mortality jiZz v dobé

stanoveni diagnézy AKI.
Podrobnosti k problematice viz Prof. MUDr. Vladimir Teplan, DrSc., RNDr. Jan Trbu$ek, Ph.D., Akutni poSkozeni a selhani ledvin: nové
biomarkery v ¢asné diagnostice, Postgradualni medicina, 2010, 12, ¢. 9
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19.5. Markery metabolismu kosti

Kost je pevna pojivova tkan, ktera tvofi pfevaznou ¢ast kostry vétSiny obratlovcd. Sklada se z organickych
latek (bunky a matrix) a z latek anorganickych i mineralnich. Matrix je tvofena predevsim kolagenem.

V matrix jsou ulozeny mineralni latky, {j. Ca”, fosfat, ve formé hydroxylapatitu (Cao(PO,4)s(OH), a
uhligitand (Ca**, Mg® a Na*), které davaji kosti pevnost (srovnej s textem a obrazkem na str. 11-1).

Xolayeve, colagené (F.) = klihodarny

19.5.1. Kolagen a dalsi bilkoviny obsazené v kostech

Kolageny jsou proteiny v lidském organismu nejvice zastoupené (asi 1/3 vSech proteinu). Jako strukturalni
bilkoviny jsou hlavni organickou slozkou kosti, vazl, chrupavek, Slach, vaziva a kize, tedy podptrného
systému zivocisného organismu. Navic jsou vyznamnou slozkou cévnich stén, bazalnich membran, rohovek
a nékterych organ( téla. Patologické a degradacni formy kolagenu jsou pfi¢inou Fady nemoci pojivovych
tkani (skupina tzv. kolagenovych chorob), které postihuji klouby, srdce, cévy, svaly, kizi. Kolagen hraje
vyznamnou roli i v procesu starnuti.

V dobé psani textu bylo znamo nejméné 27 riiznych typt kolagend (typ | az typ XXVII).
Typy
o 111, V, XI, XXIV a XXVII tvofi vldkna
° IV, VIIl a X tvofi sité
e XIII, XVII, XXIll a XXV jsou transmembranové kolageny
° IX, XII, XIV, XIX, XX, XXI a XXII tvofi rodinu Fibril-associated collagens with interrupted triple helix
(s vidknem spojené/asociované kolageny s pferusenou trojitou Sroubovici, tzv. FACIT). Tyto relativné
kratké kolageny se nachdzeji na povrsich kolagenovych vldken (fibril), které spojuji s ostatnimi
molekulami matrix.
e XV, XVIIl, XXVIa XXVl - o téchto kolagenech se toho vi pomérné malo.

Nejvice jsou zastoupeny typy I, Il a lll. V kostech se nachazi vylucné typ I, ktery se tvofi ve
fibroblastech a osteoblastech.

V8echny typy kolagenu maiji strukturu trojité Sroubovice, tzn., Ze tfi peptidické fetézce se staceji
podobné jako lano a vytvéreji ty€inkovitou strukturu, molekulu kolagenu. Kazda polypeptidova
podjednotka (a-fetézec) je stoCena do levotocivé spiraly, tfi alfa fetézce jsou vzajemné stoeny do
pravotocivé Sroubovice. Alfa Fetézce v molekule mohou byt stejné, nebo rizné. Napt. v kolagenu |
jsou dva fetézce stejné a jeden odliSny. Molekuly kolagenu se skladaji do vétSich svazkd —
kolagenovych vlaken (fibril), kde jsou jednotlivé molekuly kolagenu vzajemné posunuty o ¥ své délky
a vznika tak pfi¢né pruhovana struktura.

Syntéza kolagenu obecné vychazi z prokolagenu.

Prvni ¢asti nového peptidového fetézce je vedouci Ci signalni sekvence na N-terminalnim konci,
ktera zodpovida za nasmérovani vytvofeného pre-pro-peptidu (pre-pro-kolagenu) do
endoplazmatického retikula, kde dochazi k postranslacnim zménam a tvofi se a-peptid: signalni
peptid na N-terminalnim konci je odstranén a vznikla molekula se nazyva propeptid (nikoliv
prokolagen).

Prolylhydroxyléza a lyzylhydroxylaza hydroxyluji prolin a lyzin za vzniku hydroxyprolinu a Spiralové vlakno kolagenu
hydroxylyzinu, coz dale umoZzniuje stoceni fetézcl a tvorbu pfiénych vazeb (cross-links)

mezi a-peptidy. PFi téchto enzymatickych reakcich je vyzadovana pfitomnost vitaminu C (kyseliny askorbové) jako
kofaktoru. Pokud by k hydroxylacim nedoSlo, nevytvofila by se trojita Sroubovice.

DalSim krokem je vazba (glykosylace) glukosovych nebo galaktosovych monomerd na hydroxylovou skupinu lyzinu.
Poté dojde ke stoceni tfi (hydroxylovanych a glykosylovanych) peptid( do tésné utazené trojSroubovice, ktera ma jak na
N-konci, tak na C-konci volné &asti fetézcu, tzv. extendujici (extenzni) fetézce (u kolagenu typu | je to na C-konci ¢ast o
asi 0 320 aminokyselinach a na N-konci asi o 180 aminokyselinach, stfedni, zkroucena ¢ast, ma 1050
aminokyselin).Tato molekula se nazyva prokolagen. Prokolagen je dopraven do Golgiho aparatu, kde jsou navazany
oligosacharidy (rozdil od monosacharidii v pfedchozim kroku) a potom je prostfednictvim transportnich vesikul takto
upravena molekula vylu€ovana z bunky do extracelularniho prostoru, kde uprava molekuly pokracuje.

Prokolagenpeptidasami jsou odstépeny C-koncové a N-koncové casti (prokolagen-1-C-termindini
propeptid, PICP a prokolagen-I-N-terminalni propeptid, PINP) a zustane stfedni ¢ast, tj. kolagenova
molekula, ktera se také nazyva monomer kolagenu nebo star§im nazvem téz tropokolagen.

Na nasledujici strané jsou zakladni kroky syntézy kolagenu a tvorby kolagenovych vlaken znazornény na schématech.
Soucasné je naznaceno i $tépeni kolagenu pusobenim kolagenaz pfi jeho degradaci.
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i
N-terminalni propeptid “— 4—» C-termindlni propeptid
Nicp - L PINP
N-terminalni telopeptid C-terminalni telopeptid
INTP ICTP

Prokolagen - monomer s extendujicimi Fetézci na N- a C-konci a mista odstépeni terminalnich propeptidt (¢arkované).
Cervené jsou oznacena mista $tépeni pri degradaci kolagenu kolagenazami a vznik terminalnich telopeptid(
(viz dale v textu).

Odstépené ¢asti obsahuji cystin, ktery se napf. v kolagenu | viibec nevyskytuje (obsahuji ho ale napf. kolagen Il z
velkych cév, kiZe a kloubni tekutiny a kolagen IV z bazalni membrany).
! |

| | L
[}
v

\/ tropokolagen ;
. prokolagen vlakno
a-peptidy

Zavérecnym krokem je tvorba kolagenového vidkna (kolagenové fibrily): lyzyloxidéaza plsobi na lyzylové a
hydroxylyzylové zbytky za tvorby aldehydickych skupin, které v koneéné fazi
reaguiji za tvorby kovalentnich vazeb mezi kolagenovymi viakny. Cﬂﬁﬁz
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Priméarni sekvence aminokyselin v a-fetézci kolagenu je Model mikrofibrily tvofené péti

tropokolagenovymi molekulami
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tzn., Ze kazda treti aminokyselina je glycin, na pozici X je nejcastéj$i aminokyselinou prolin (17%) a na pozici Y je to
hydroxyprolin, ktery, jak jiz bylo uvedeno, vznika enzymaticky z prolinu jiz v peptidovém fetézci (i jesté rostoucim) nebo
hydroxylyzin, ktery se tvofi obdobné z lyzinu. Podle typu kolagenu je glykozylovan razny pocet hydroxylyzinovych
zbytkl, vétSinou disacharidy.

. HoN
glycin prolin
0 0 OH
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N
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hydroxylyzin
prolin . OH
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llustrativni znazornéni mozné kombinace: llustrativni znazornéni mozné kombinace:
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Syntéza kolagenu I, ktery se nachazi v kostech (v kostech se nenachazi zadna jina forma kolagenu) ma nékteré
typické rysy. Napf. se tvofi dva typy alfa fetézc(, alfa-1 a alfa-2 fetézce. Nazyvaji se také preprokolageny. Obsahuji
signalni peptid a na kazdé strané fetézce jesté registracni peptid. Signalni peptid je odstranén v hrubém
endoplazmatickém retikulu a Fetézce se nyni nazyvaji pro-alfa retézce.

Za prispéni kyseliny askorbové dochazi k hydroxylaci popsané vySe a vytvori se Sroubovicova struktura (stale

v endoplazmatickém retikulu) ze dvou fetézcl alfa-1 a jednoho fetézce alfa-2.

Takto vytvoreny prokolagen je transportovan do Golgiho aparatu, ,nabalickovan® a vylou¢en exocytdzou z osteoblastu.
Vné bunky jsou prokolagenpeptidazou odstranény registracni peptidy a vytvori se tak tropokolagen. Tropokolagenové
molekuly pak formuji kolagenova vlakénka (fibrils), kde lysyloxidaza postupné vytvari pficné spojky mezi
hydroxylyzinovymi a lyzinovymi zbytky (aldolovou reakci). Pfiénymi spojkami mezi kolagenovymi molekulami jsou u
kolagenu typu | (a typu Il) pyridinolin a deoxypyriridinolin (viz dale v textu). Kolagenova vliakenka se poté formuji do
kolagenovych viaken (fibers). Kolagen se mize navazat na bunéénou membranu pomoci riznych typa proteinu, véetné
fibronektinu a integrinu.

Degradace kolagenu se zucastnuji
o Kkatepsin K (proteaza, nejsilngjSi sav¢i kolagenaza), kdy dochazi k odstépeni C-koncového
telopeptidu, tzv. CTx
e matrixové metaloprote(in)azy (tzv. MMPs), na zinku zavislé endopeptidazy. Tyto kolagenazy stépi
kolagen za uvolnéni C- a N- koncovych telopeptidi ICTP a INTP.

Dalsi bilkoviny obsazené v kostech:

Osteokalcin

Osteokalcin je protein vazajici vapnik, zavisly na vitaminu K, nejhojné&jsi nekolagenni kostni bilkovina.
Nazyva se také kostni GLA protein (BGP = Bone GLA Protein). Obsahuje 7-karboxylované zbytky kyseliny
glutamové (GLA), odtud nazev. Karboxylace je katalyzovana vitaminem K. Osteokalcin je specificky
syntetizovan v osteoblastech kosti a dentinu. Syntéza je stimulovana kalcitriolem (hormon D, 1,25-
dihydroxycholekalciferol) a vitaminem K. ZvySena koncentrace osteokalcinu v séru indikuje zvySeny kostni
obrat v dobé& nemoci. Viz dale v textu.

Osteonektin
Osteonektin, fosfoprotein, ktery vaze jak kolagen, tak kalcium a slouzi jako regulator mineralizace. Nachazi
se i v krevnich destickach.

Osteopontin

Osteopontin, kysely fosfoprotein vazajici kalcium s vysokou afinitou k hydroxylapatitu, majici u¢ast v kostni
mineralizaci a dystrofické kalcifikaci (usazovani vapniku v abnormalnich tkanich jako jsou jizvy i
aterosklerotické platy, pfi normalni hladiné vapniku v krvi).

Prestavba (remodelace) kosti probiha po cely zivot

Zavisi na ni schopnost kosti pfizpUusobit se promé&nam svého zatiZeni, zachovava celistvost kosti a
spolupodili se na metabolismu Ca** a fosfore¢nant. Vrcholu kostni hmoty dosahne &lovék ve svych 25
létech, poté asi pét let probiha tzv. vyrovnana remodelace (tvorba a odbourani kosti jsou v rovhovaze) a
nakonec dochazi k frvalému ubytku kostni hmoty (cca 0,5%/rok), kdy odbourani pfevySuje kostni
novotvorbu..

Na remodelaci kosti se podili cela fada vlivi. Jednim z hlavnich regulujicich mechanismU prestavby kosti je
jeji zatizeni (napf. obézni lidé trpi méné vyznamnym ubytkem kostni hmoty, protoze jejich kosti jsou trvale
vice zatézovany).Remodelaci kosti ovliviiuji hladiny vapniku a fosfatd. Nediferencované buriky kostniho
povrchu mohou byt aktivovany (napf. prostfednictvim PTH) na osteoklasty, které zpUsobuji odbourani kosti.
Kalcitonin nebo estrogeny mohou aktivitu nediferencovanych bunék potlacit a tak dojde k jejich pfeméné na
osteoblasty, které podporuji vystavbu kosti (u Zen po menopauze, kdy je snizena tvorba estrogenu, je
Ubytek kostni tkané urychlen, hrozi riziko rozvoje osteoporézy). Osteoblasty obsahuiji alkalickou fosfatazu
(jejiz aktivitu zvySuje D-hormon), ktera vytvari vysokou lokalni koncentraci fosfatu, coz vede (pfekro€enim
nasycenosti roztoku) k vysrazeni Ca*". Osteoklasty jsou stimulovany hormony &titné Zlazy (podpora
degradace), glukokortikoidy inhibuji proteosyntézu v osteoblastech a jejich diferenciaci, tudiz snizuji
novotvorbu kosti, inzulin zvySuje syntetickou aktivitu osteoblastl (mozné ztraty kostni hmoty pfi neléeném
diabetu), ristovy hormon stimuluje kostni tvorbu prostfednictvim lokalnich rustovych faktor (somatomediny
IGF-1 a IGF-2; viz téZ kapitola 17, str. 17-12).)

Pavel Nezbeda 19-23



Klinicka biochemie Kapitola 19. Biomarkery

19.5.2. Kostni choroby

PFi osteomalacii a rachitidé je poruSena mineralizace zakladni kostni hmoty, pfipadné zakladni hmoty
ristové chrupavky.

Pro zvidavé studenty:

Osteopenii se rozumi Ubytek kostni masy, jeji profidnuti, doslova jeji chudost [osteon, 1., = kost; penia, I'. = chudost]. Nékdy uZivano
(nepresné) misto osteopordza. Je-li hodnota tzv. T-skore pfi denzitometrii v intervalu -1,0 aZz -2,5 jedna se o osteopenii. Pri
osteopordze je hodnota T-skére <-2,5. MUZe jit o stav pfedchazejici osteopordze, jeji nizsi stupen, ale i o projev starnuti (viz Velky
|ékarsky slovnik on-line).

Osteoporoéza je postupuijici (progredujici) systémové onemocnéni kosti, pfi kterém dochazi k ubytku kostni
hmoty a porucham stavby (mikroarchitektury) kostni tkané. PFi¢inami jsou
nadmérna sekrece kortikoidu, nedostatek estrogent (po menopauze),
inaktivita (sadrovy obvaz, tetraplegie, stav beztize). VétSinou zlstava pficina
neznama (primarni osteoporéza). Dlsledkem je zvySena nachylnost kosti ke
zlomeninam. Osteoporézou jsou ohrozeny zejména Zeny po menopauze.

Osteopordza [osteon, I., = kost; poros, I., = prichod], profidnuti kosti, Gbytek kostni tkané,
postihujici relativné rovnomérné organickou i mineralni kostni strukturu.

Zakladnim vySetfenim rizika osteoporozy je méreni denzity (hustoty) kostniho

minerélu. Za osteopordzu se povazuje snizeni obsahu mineralu ve skeletu o
vice nez 2,5 smérodatné odchylky pod priimér u mladych zdravych Zen. |
kdyz riziko zlomenin je u osteopordzy 5x vySSi nez u zdraveho jedince, ve skute€nosti jen
asi 3% takto ohrozenych lidi utrpi zlomeninu. Nema tedy smyslu IéCit (ekonomicky naro¢né) zbyvajicich
97% pacientll potencialné ohroZzenych na zakladé méreni denzity kostni hmoty. Riziko zlomenin se proto
posuzuje kumulativné z hodnot nékolika rizikovych faktort, kde svou roli hraji i néktera biochemicka
vySetfeni.

Normalni kost Kost
s osteopordzou

Ubytek kostniho mineralu méze byt zpisoben i jinou chorobou (Pagetova kostni choroba, osteomalacie,
primarni hyperparatyreéza, mnohocetny myelom) a pfi€ina ubytku kostni hmoty musi byt znama.

Pagetova choroba (syn. m. Paget, osteitis deformans, osteodystrophia deformans) je kostni onemocnéni
charakterizované poruchou remodelace kosti, pri které dochdzi k nadmérné kostni resorpci ndsledované
kompenzatorné zvysenou novotvorbou strukturdlné ménéhodnotné kosti. Postihuje bud' jednu kost - monostoticka
forma (15%), anebo kosti vice — polyostotickd forma, predilekcné axidlni skelet: pdter, pdnev, femur, sakrum, lebku.

Predilekéni = oznaceni mista, které je nejcastéji uréitym chorobnym procesem napaddano ,,choroba ma v tomto misté zalibu®.
O osteopordze a markerech kostniho metabolismu viz napf. adresu: http://www.roche-diagnostics.cz/prolekare/osteoporoza.aspx

19.5.3. Laboratorni vySetreni u nemocnych s kostnim onemocnénim

Cile laboratornich biochemickych vysetreni u nemocnych s kostnim onemocnénim
e dokumentace celkového stavu pacienta a pfispévek k diferencialni diagnostice

o dokumentace homeostazy vapniku a fosforu (pfipadné hor¢iku)

e dokumentace urovné kostni remodelace

19.5.3.1. Markery kostniho metabolismu
Markery kostni remodelace se déli na
e markery kostni novotvorby

e markery osteoresorpce.

Jsou to
- produkty degradace kostni matrix uvolnéné pfi osteoresorpci z organické kostni hmoty (matrix)

- sérové nebo mocové proteiny a enzymy syntetizované v osteoblastech nebo osteoklastech.
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Vyjadtuji
e stuperi kostni resorpce (osteoresorpce),
e stuperi kostni novotvorby a
e rovnovahu (spfazeni) mezi obéma procesy.

Tato rovnovaha mezi aktivitou osteoklastu a osteoblastl je v rGzném stupni poruSena
- za rznych patologickych stavu
- fyziologicky po menopauze a ve stafi.

K diferencialni diagnostice kostnich chorob, pfispivaji i néktera biochemicka vysetfeni.

‘ Markery kostni novotvorby ‘ Markery kostni resorpce
Kostni frakce alkalické fosfatazy v séru Hydroxyprolin v mogi
Osteokalcin (kostni GLA protein) v séru Glykosidy hydroxylysinu v mogi

Volny a celkovy pyridinolin (fPYD, tPYD)

Volny a celkovy deoxypyridinolin (fDPD, tDPD)
Crosslinkové (kroslinkové) telopeptidy kolagenu typu | C-
terminalni (ICTP uvolnény MMPs) a N-terminalni (INTP)
C-koncovy telopeptid CTx (uvolnény katepsinem K)

C- a N- terminalni propeptid prokolagenu typu | (PICP,
resp. PINP) v séru

Tartarat-rezistentni kysela fosfatéaza v plazmé (TRACP5b)

19.5.3.1.1. Markery kostni novotvorby
e Isoenzymy ALP (izoforma 3. izoenzymu, kap. 12, str. 12-19): maji vyznam pfi diferencialni
diagnostice hyperfosfatazémie, Ize prokazat i nadorové ALP. Stanovuji se elektroforeticky.

e Terminalni fetézce prokolagenu typu | (PINP, PICP, extendujici fetézce prokolagenu typu I):
uplatriuji se v diferencialni diagnostice poruch syntézy kolagenu a pfi monitorovani &by
osteopordzy (viz obrazek na str. 19-22). Stanoveni PINP se vyuziva i pfi diagnostice kostniho
rozsevu solidnich tumort a mnohocetného myeomu, €ili slouzi také jako tumorovy marker.
Test IDS-iSYS intact PINP na stanoveni intaktniho PINP pro automatické zpracovani dodava fa IDS
(ImmunoDiagnosticSystems).

e Osteokalcin: Osteokalcin se v krvi, kam Caste€né pfechazi jako nezménény (intaktni) i ve formé
fragmentd, pomérné rychle rozklada (proteolyticka degradace) a v obé&hu ho zlstava nezménéna
asi 1/3; ale i tato €ast se rychle metabolizuje jatry a vylu€uje ledvinami, coZz omezuje jeho
diagnostickou hodnotu. Stanoveni intaktniho osteokalcinu vyZzaduje odbér do specialnich zkumavek
nebo okamzité zmrazeni plazmy po odbéru na -70 °C. Toto stanoveni méa pfedevim vyznam u
osteoporézy s deficitem pohlavnich hormond. .

Priklad testu pro automatické zpracovani: IDS-iSYS N-MID Osteocalcin

19.5.3.1.2. Markery osteoresorpce
e Degradacni produkty kolagenu typu |

o Pyridinolin a deoxypyridinolin v moci (pfiéné spojky kolagenu typu | a typu Il). Vznikaji ve
zralém kolagenu intermolekularnim propojenim tfi lysinovych nebo hydroxylyzinovych zbytk(
kolagennich fibril. Pyridinolin (PYD) vznika spojenim tfi hydroxylyzinovych zbytkd,
deoxypyridinolin (DPD) spojenim dvou hydroxylysinovych a jednoho lyzinového zbytku
postranniho fetézce.

V obéhu, kam se dostavaji po degradaci kolagenu, se vyskytuji jako
= volné molekuly nebo
= asociované/vazané v peptidech, jako tzv. C- a N-koncové pyridolinové telopeptidy

(ICTP, INTP).
PYD a DPD volny &i celkovy se z krve dostavaji do mo¢i, kde se stanovuji metodami HPLC,
ELISA, RIA.

Asi 1/5 mo&ového deoxypyridolinu pochazi z tkani jinych nez je kost, nicméné je tato latka
v moc¢i povazovana za pomérné specificky ukazatel osteoresorpce.
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Pyridinolin a deoxypiridinolin mohou také fungovat jako markery kostnich metastaz u pacientu
s rakovinou prostaty.

o C-koncovy telopeptid kolagenu typu I, C-Telopeptide Pyridinoline Oy OH
Cross-Links, C-koncovy pyridolinovy kroslinkovy telopeptid
kolagenu, C-terminal telopeptide, formalné&ji carboxy-terminal
collagen crosslinks (C-koncové pfiéné spojky kolagenu; C-
terminalni kroslinkovy telopeptid kolagenu, ICTP, CTX). Vznika pfi
degradaci kolagenu pomoci matrixovych metaloproteaz (viz str.19-
23). Hladina ICTP v séru je uUmérna osteoklastické aktivité v dobé
odbéru vzorku. U zdravého Clovéka by méla znacné pfesahovat
hodnoty 300 ng/l, €asto se nachazi v rozmezi 400 — 440 ng/l. NizSi
hladiny svéd¢&i o urcitém stupni potlaceni kostniho obratu, kostni
remodelace.

o N-koncovy telopeptid kolagenu typu I, neboli N-terminal RN NH,
telopeptide,formalné&ji amino-terminal collagen crosslinks (N-koncové
pficné spojky kolagenu, INTP, NTX, NTx). INTP je biomarker L
rychlosti kostniho obratu a méfi se v moci nebo v séru. Na rozdil Pyridinolin
od ICTP hladiny INTP kolisaji ze dne na den, aniz by byl pacient Trojvazné pritnd spojka

L x . Ly . , (Po odstranéni OH- skupiny - v krouzku -
léCen. Hladiny INTP se tedy nedaiji pouzit ke zhodnoceni efektu dostaneme deoxypyridinolin)
Ié€by. ICTP ma vyuziti i jako tumorovy marker (osteolytické
metastazy). ICTP a INTP se stanovuji imunoanalyticky nebo metodami HPLC.

o C-terminalni linearni telopeptidy (CTx), vznikaji u€inkem katepsinu K (viz srt. 19-23). Existuji
tak dvé (odliSnd) imunostanoveni pro karboxyterminalni telopeptidy - ICTP a CTx.

OH

Serum CrossLapsw (CTX-I) je imunochemicky test fy IDS (Immuno Diagnostics Systems) pro stanoveni
CTx, ve formatu ELISA i jako plné automatizovany test. Je to citlivy a specificky test kostni resorpce.
Monoklonalini protilatka rozeznava specifickou koncovou sekvenci kolagenu typu | (Glu-Lys-Ala-His-
Asp(p)-Gly-Gly-Arg), kterou béhem kostni resorpce odstépuji osteoklasty. Podle a— ¢i B—izomeru
kyseliny asparagové (a—se méni na [— pfi starnuti kosti, nazyva se tato metoda také o-

nebo S —CrossLaps, pfipadné - i f-CTX. CTX se uvoliiuje do krve béhem kostni prestavby, zvysena
mnoZzstvi indikuji zvySenou kostni resorpci. Pomér hodnot a—a B— vypovida o rychlosti kostniho obratu.
Podobné testy maiji i jiné firmy.

Video s funkci automatizovaného systému ids.isys je mozno shlédnout na adrese: http://www.idsplc.com/en-gb/dvd/

INTP, ICTP, PYD, DPD

M-termnirgini
telopeptid
5 pricnou vazbou aH

_— ; [Ficna vazha

Cteminglni
telopeptid
£ prignou vazhou

Obrdzek je prevzat z ucebniho textu Lenka Fialovd, Martin VejraZka, Metabolismu vdpniku a fosforu, Praktické cvi¢eni
z Iékar'ské biochemie, \/$eobecné Iékafstvi, Ustav lékaFské biochemie 1. LF UK, 2009/2010
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Molekularni zdroje markert kolagenové degradace

Asp-Glu-Hyl-Ser-Thr-Gly-Gly  a1(l)
|
GIn-Tyr-Asp(B)-Gly-Hyl-Gly-Val-Gly a2(l)
\ | Glu-Lys-Ala-His-Asp(B)-Gly-Gly-Arg  CTx

CTX-MMP

Pyridiniové pficné spojky
Pyridinimum crosslinks
(PYD, DPD)

Hydroxypyridiniové p¥icné spojky (crosslinks: PYD, DPD; metody: HPLC, EIA)
PFicné spojené telopeptidy (crosslinked telopeptides):
e ICTP (CTX-MMP, C-koncovy pricné spojeny [kroslinkovy] telopeptid kolagenu typu |, uvolnény matrixovymi
prote(in)azami; metoda: imunochemie)
e  CTx(linedrni oktapeptid z odvozeny z C-koncového telopeptidu kolagenu typ I, uvolnény katepsinem K);
metoda: ELISA, HPLC
e NTX (N-koncovy pricné spojeny telopeptid kolagenu typu I, INCP; metoda: ELISA, HPLC)

o Osteoklasticka kysela fosfataza (tartarat-rezistentni enzym; kostni izoenzym kyselé fosfatazy) se
stanovuje fotometricky v plazmé, pfipadné imunoanalyticky v séru. Tento marker vypovida spiSe o
mnozstvi osteoklast, nikoli o jejich osteoresorpéni aktivité, pfesto ho Ize uzit jak k hodnoceni
stupné kostni remodelace, tak k monitorovani 1éCby.

e Hydroxyprolin v mo¢i. Pfi degradaci kolagenu se hydroxyprolin uvolfiuje do krevniho obéhu a
vylu€uje se modi, zbyvajici €ast je metabolizovana jatry. Pfi zvySené kostni resorpci, napf. u
osteoporézy, se hladina hydroxyprolinu v mo¢i zvySuje. Protoze se muze uvolfiovat i jinym
zpusobem (odbouravani propeptidd kolagenu, ze slozek komplementu) nepatfi mezi specifické
markery osteoresorpce. Navic je jeho hladina ovlivnéna dietou (maso, masové vyvary, Zelatina),
proto je nutné dodrZovat pokyny pro prepreanalytickou fazi, tj. pacient musi dodrzet alespori jeden
den pred vySetifenim dietu s vylou€enim potravin, které by mohly hladinu hydroxyprolinu ovlivnit

Hodnoty téchto markert v séru nebo v moci mohou byt ovlivnény

o stupném kostni remodelace

e tvorbou a uvolfovanim obdobnych marker(i z tkani jinych nez kost

e metabolickou clearanci (v jatrech, ledvinach, vychytavani markeru v jinych tkanich)

e preanalytickymi vlivy (doba odbéru materialu, zpisob oddéleni séra &i plazmy, antikoagulancia,
hemolyza, uchovavani vzorku, zmrazeni)

o analytickymi faktory (typ antigenu a pouZzité protilatky, specifita testu, tj. vliv interferujicich latek
apod.)

Markery kostniho metabolismu doplfiuji denzitometrii (méfeni denzity = hustoty kostni hmoty) a
rentgenografii a podle vysledkl Ize posuzovat dynamiku onemocnéni, ucinnost terapie a prevence, a to

v krat$ich intervalech nez pomoci méfeni mineralni hustoty kosti. Kostni markery pomahaiji také identifikovat
10-20% zen, které ztraceji kostni hmotu rychleji nez ostatni.

O klinickém vyznamu vysSetifeni markerd kostniho metabolismu, jejichz nabidka na trhu rychle roste, se v
odbornych kruzich stale diskutuje. Analyticka a interindividualni variabilita vysledku je ¢asto pfili§ vysoka a
interpretace vyZaduje zna¢nou zkuSenost a orientaci v laboratorni mediciné. Neni snad ani nutno dodavat,
Ze stanoveni kostnich markeru je zalezitosti laboratofe s vazbou na specializovanou ambulanci, tudiz,
nepatfi tato vySetifeni mezi bézna, ve smyslu rutinni, vySetfeni v ramci b&€znych oddéleni klinické biochemie.

Pavel Nezbeda 19-27



Klinicka biochemie Kapitola 19. Biomarkery

Doporucena laboratorni vysetreni pfi diferencialni diagnostice osteoporoézy

Standardné provadéna vysetreni Diferencialni diagnostika Cilena vysetreni

fS-Ca”™", iPTH, iso-ALP, 25-
hydroxycholekalciferol
2-hodinovy test: fU-Ca, P;, renalni
tubularni prah pro fosfaty

Hyperkalcemicky a
fS-Ca, P, ALP, GMT, dU-Ca hypokalcemicky syndrom,
Pagetova kostni choroba

fP-osteokalcin Hyperkortizolismus dU-volny kortizol
fS-TSH Hypertyredza fS-T5, T,
fS-testosteron (muzi) Hypogonadismus fS-volny testosteron, LH

diferencialni diagnostika

fS-ELFO bilkovin Mnohocetny myelom L
paraproteinémie

iPTH = imunoreaktivni parathormon

Podle: Prof. MUDr. Jan §te’pa’n, DrSc., Univerzita Karlova, 1.LF, ll. IK, Praha, Osteopordza, riziko zlomenin a biochemické markery kostni
remodelace, Labor Actuell 2044, (Roche,)str. 4-11

19.6. Struéné shrnuti kapitoly
e Markery jsou latky, z jejichz pfitomnosti v télnich tekutinach mizeme usuzovat na patologické
procesy v organismu
e Kapitola se zaméfila zejména na markery malignich procesu, postizeni myokardu, patologie
kostniho metabolismu, akutniho ledvinového selhani, zanétu a sepse.

19.6.1. Tumorové markery

¢ Nadorové (tumorové) markery jsou substance nachazejici se v nadoru, nebo jsou nadorem
produkované, nebo jsou produkované jako odpovéd hostitele na pfitomnost nadoru.

e Nadorové markery Ize vyuzit k odliSeni nadoru od normalni tkané, nebo k Gvaze o pfitomnosti
nadoru v organismu. Hlavni vyuZiti nadorovych markeru je pfi sledovani 1éCby.

e Nadorové markery jsou antigeny, hormony, receptory hormonu, enzymy, rGizné jiné bilkoviny,
mutace v DNA, proteinové produkty onkogen aj.

e ZvySené hladiny tumorovych markert se mohou vyskytovat i u nemalignich onemocnéni, naopak, u
tumort se nékdy vyskytnout nemusi. Zadny tumorovy marker nema 100% ani speclfitu, ani
senzitivitu.

¢ Metody stanoveni tumorovych markert jsou riznorodé, pouzivaji se metody chemickeé i
imunochemické, i metody molekularni biologie. Mnoho tumorovych markert Ize stanovit
imunochemickymi ligandovymi technikami. Moderni pfistroje vyuzivaji Cipové technologie.

19.6.2. Markery postizeni myokardu

e Markery akutniho koronarniho syndromu a infarktu myokardu jsou kardiélni troponiny (cTnl, cTnT),
bilkoviny podilejici se na svalovém stahu.

e ZvySena hodnota cTn znamena poskozeni myokardu, i kdyZ ne vzdy musi jit o ischemii. Znamena
to, Ze na zvysSeni hladiny cTn se podili nejen nekréza kardiocytu, ale i dalSi jevy. Na to je nutno
pamatovat pfi interpretaci vysledku

e Troponiny se stanovuji imunochemicky pomoci specifické protilatky.

e Za cut off u dané metody stanoveni cTn je brana hodnota koncentrace pfisludného troponinu
odpovidajici 99. percentilu hodnota zdravé populace, zméfena s preciznosti VK < 10%.

e Tento poZadavek splfiuji tzv. vysoce senzitivni (high sensitive) diagnostické soupravy.

e Tyto soupravy navic umozriuji s dostateCnou presnosti identifikovat mensi poskozeni myokardu,
nez tomu bylo dfive, jak u akutnich tak u chronickych onemocnéni myokardu.

e Negativnim markerem akutniho infarktu myokardu je kopeptin, C-terminalni ¢ast prekursoru
vazopresinu. Sou€asny negativni nalez troponinu a kopeptinu vylu€uje akutni infarkt myokardu.

e Za prakticky pfekonané markery infarktu myokardu se povazuji CK, CK-MB a LD.
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19.6.4.

19.6.5.

Na srdecni selhani (a jeho stupen) Ize usuzovat z hodnot natriuretickych peptidd, hormonainé
aktivnich latek, ovliviujicich zejména Cinnost ledvin (diurézu). VyuZivaji se zejména BNP, NT-
proBNP a ANP. Stanovuji se imunochemicky.

Zkoumaiji se i dal&i latky, které by mohly byt markery srde€niho selhani: DC146, galstin-3,
proadrenomedulin a ST-2.

Markery zanétu

Markery zanétu jsou zejmeéna proteiny akutni faze, tj. proteiny syntetizované jatry .

Syntézy téchto bilkovin mlze byt pfi zanétu zvySena (pozitivni reaktanty akutni faze) nebo snizena
(negativni reaktanty akutni faze).

Nejvice rozSifenym stanovenim je stanoveni C-reaktivniho proteinu (CRP). Vyrazné se zvySuje
zejména u bakterialnich infekci, muze tak slouzit k odliSeni bakterialni a virové infekce.
Prokalcitonin, prekurzor kalcitoninu, ale syntetizovany v jatrech, je citlivym indikatorem bakterialni
infekce a tézkych sepsi. Stanovuje se semikvantitativné imunochromatograficky, nebo ligandovou
technikou.

Presepsin, subtyp solubilniho CD14, se uvadi jako novy marker sepse. Oproti prokalcitoninu neni
vyznamné pfinosné;jsi.

DalSimi markery zanétu jsou sérovy amyloid A, vyhodny zejména pfi sou€asném stanoveni s CRP,
kdy vysledek zcitlivuje, dale IL-6, cytokin, ktery v kombinaci s CRP nebo se sérovym amyloidem A
predstavuje nejlepsi marker novorozenecké sepse a elastaza z granulocyt a neopterin

Markery akutniho selhani ledvin

Klasickym markerem ¢innosti ledvin je hodnota kreatininu, ktery ale na akutni selhani ledvin (AKI)
reaguje pomérné pozde.

Modernim markerem AKI je neutrofilni lipokalin asociovany s Zelatinazou, NGAL. Stanovuje se
imunochemicky.

DalSimi markery jsou (snad) albumin a molekula poSkozeni ledvin 1, KIM-1. Pomérné specifickym
ukazatelem ischemického poSkozeni ledvin je IL-18.

Markery metabolismu kosti

Markery metabolismu kosti (kostni remodelace) se déli na markery kostni novotvorby a markery
osteoresorpce.

Markery kostni novotvorby jsou kostni frakce sérové alkalické fosfatazy, sérovy GLS protein
(osteokalcin) a sérové C- a N-terminaini propeptidy prokolagenu typu | (PICP, PINP).

Markery kostni resorpce jsou hydroxyprolin v mo¢i, glykosidy hydroxylysinu v mo¢i, volny a celkovy
pyridinolin (fPYD, tPYD), kroslinkové telopeptidy kolagenu typu I: C-terminalni (ICTP), uvolnény na
zinku zavislou metaloproteazou, N-terminalni (INTP), dale C-koncovy telopeptid CTx, uvolnény
katepsinem K a tartarat rezistentni plazmaticka kysela fosfataza.

Klinicky vyznam téchto markerud pro diagnostiku a monitoring kostnich chorob je pfedmétem
diskuse, interpretace vysledkl vyzaduje zna¢nou zkuSenost a vlastni provedeni i laboratof

s navaznosti na specializovanou ambulanci.
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19.7. Doplnky

19.7.1. Definice infarktu myokardu (pro zvidavé studenty)
Kritéria pro akutni infarkt myokardu
Pojem akutni infarkt myokardu (AIM) by mél byt uzivan tehdy, je-li k dispozici priikaz myokardialni nekrézy v klinické

situaci odpovidajici akutni myokardialni ischemii.

Za téchto podminek je ke stanoveni diagndzy IM zapottebi splnit libovolné z nasledujicich kriterii:

Detekce vzestupu a/nebo poklesu hodnot srde¢nich biomarker( (nejlépe srde¢niho troponinu [cTn]), kdyz
alespon jedna hodnota presahuje 99. percentil pro normalni referen¢ni populaci a je pfitomen alespon jeden z
nasledujicich:

e Symptomy ischemie myokardu.

* Nové nebo predpokladané nové vyznamné zmény Useku ST — viny T (ST-T) nebo nové vznikla blokada

levého Tawarova raménka (BLRT).

e Vyvoj patologickych kmitd Q v EKG zaznamu.

e  Zobrazeni nové ztraty viabilniho myokardu ¢i nové regiondlni poruchy hybnosti srde¢ni stény.

e Identifikace intrakoronarniho trombu pfi angiografii nebo pitvé.

e Srde¢ni smrt se symptomy nasvédcujicimi myokardidlni ischemii a s pfedpokladanymi novymi ischemickymi
zménami na EKG nebo s novou BLRT, pokud smrt nastala pred vySetfenim srdecnich biomarker( nebo dfive, nez
jejich hodnoty mohly byt zvySeny.

e IM souvisejici s perkutanni koronarni intervenci je arbitrarné definovan elevaci hodnot cTn (na > pétinasobek 99.
percentilu URL) u pacientl s normalnimi vychozimi hodnotami (< 99. percentil URL) ¢i vzestupem hodnot cTn o >
20 %, pokud byly vychozi hodnoty elevovany a jsou stabilni nebo klesaji. Navic je vyzadovan alespon jeden z
nasledujicich:

1. symptomy nasvédcujici myokardialni ischemii,

2. nové ischemické zmény na EKG,

3. angiograficky nalez odpovidajici komplikaci zakroku nebo

4. zobrazeni nové ztraty viabilniho myokardu ¢i nové regionalni poruchy hybnosti srde¢ni stény.

e Trombdza stentu spojena s IM detekovana koronarni angiografii nebo pfi pitvé v podminkach myokardialni
ischemie a se vzestupem nebo poklesem hodnot srdecnich biomarkerd, z nichZ alespon jedna je nad 99.
percentilem URL.

e IM souvisejici s provedenim aortokoronarniho bypassu (CABG) je arbitrarné definovan elevaci hodnot srdecnich

biomarkerd (na > desetinasobek 99. percentilu URL) u pacientd s normalnimi vychozimi hodnotami cTn (< 99.

percentil URL). Navic je vyZzadovan alespori jeden z nasledujicich:

1. nové patologické kmity Q ¢i BLRT,
2. angiograficky doloZend nova okluze $tépu nebo nativni koronarni tepny nebo
3. zobrazeni nové ztraty viabilniho myokardu ¢i nové regionalni poruchy hybnosti srdecni stény.

Kritéria pro prekonany infarkt myokardu

Pro stanoveni diagndzy prekonaného IM musi byt splnéno jedno libovolné z nize uvedenych kriterii:

e Patologické kmity Q se symptomy Ci bez nich, a to pfi vylouceni neischemickych zmén.

e Zobrazeni oblasti bez viabilniho myokardu, ktera je ztencena a nekontrahuje se, a to pti vylouceni
neischemickych zmén.

e Patologickoanatomicky prikaz prekonaného IM
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19.7.2. Zkratky pouzité v textu o tumorovych markerech

AFP
B-hCG
BM
CEA
FER
hcG
MCA
MSA

Pavel Nezbeda

a-fetoprotein
B-podjednotka hCG

B2-mikroglobulin
karcinoembryonalni antigen
ferritin

lidsky choriogonadotropin
antigen mucindznich karcinom

mammarni sérovy antigen

NSE

PSA

fPSA
tPSA
SCCA
SP1
TK
TPA

neuron-specificka enoldza

prostata/prostaticky specificky
antigen

volny PSA

celkovy PSA

antigen skvamadznich bunék
B1-specificky glykoprotein
thymidinkinaza

tkanovy polypeptidovy antigen

19-31

TPS
TSH
T3
fT3

T4
fTa

specificky TPA
thyreotropin
trijodthyronin

volny trijédthyronin
tetrajédthyronin, thyroxin

volny tetrajédthyronin
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