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® benigni nadory: rostou pomalu, kompakiné a nesifi se

®* maligni nadory: neostie ohranicené, v parenchymu se Castéji
objevuji nekrézy, prekotny rist, histologicky se s rozvojem
nddorového onemocnéni mize postupné ztrdcet podobnost s vychozi

i, Sifi se do okoli, zakladaji metastdzy, kachektizuiji

tkdni, recidivuj

nositele

stého

suisiads

premalignita, prekanceréza — stav, ktery neni nddorem, ale je vyssi

riziko zvratu v maligni nddor

topicky maligni nadory — nddory svym chovdnim benigni, ovsem

vyrustajici v mistech, kde jiz sama jejich expanze ohrozuje Zivot

nemocného; typicky se jednd o nitrolebni tumory



MALIGNI ONEMOCNENI

* \V\ykazuje obvykle radu laboratorne zjistitelnych
abnormalit, jez jsou svym charakterem nespecificke

e Casto dochazi k situaci, Ze tyto abnormality mohou
pfedchazet vyvoji manifestnino onemocnéni —
nekdy po dlouhou dobu



DIFERENCIALNI DIAGNOZA Z
L ABORATORNIHO POHLEDU —
NEJVYZNAMNEJSI NALEZY

* anémie, trombocytopenie

* neutrofilie, monocytoza

* zmeneneé jaterni testy, napr. LDH

* elektroforéza sérovych bilkovin (M-spike)

— ¢ tendence k hyperkoagulaci



- NADOROVE MARKERY -

solubilni (télni tekutiny):

* enzymy (LDH, NSE, PSA etc)

* hormony (katecholaminy, hCG, ACTH)

* metabolity

* onkofetalni antigeny: AFP, CEA,

* .specifické” antigeny: CA15-3, CA19-9, CA125
bunécné (BM, tkan télni, tekutiny):

* pritomnost abnormalnich bunek
. prltomnost abnormalnich vilastnosti

-






ANALYTICKE METODY - SOLUBILNI
NADOROVE MARKERY:

e Kvantitativni imunoanalyza - dominantné
* Manualni ELISA, CLIA, ....

* urCeni aktivity enzymu
* urceni vazebné kapacity
* chromatografické techniky

B

hmotnostni spektrometrie m—
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enzymoimune nunoanalyza,
fluoroimunoanalyzc ——

- dle pouzité znacky (radioizotop, enzym, luminofory, fluorofory)
(neznacené metody — viz imunoturbidimetrie, imunonefelometrie)
- dle zpUsobu provedeni: jednostupnové - dvoustupnové
manudlini analyzy - automatizované analyzy



Mouse challenged with antigen
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s ka's Culture in HAT Medium
ey RS Select for positive cells

klonu lymfocytt. Hybridom
podminek (zmrazenim na nizkou teplotu)

produkci protilatek.

Monoklondlni protiladtka tedy rozezndvad jedinou antigenni
determinantu, jeji pfiprava je, na rozdil od polyklondlnich

protiladtek reprodukovatelnd.



IMUNOANALYTICKE METODY MAJI (
RUZNOU CITLIVOST

10-12 103 mol.I1

Obrazek 2.2 Charakteristické citlivosti imunoanalytickvch metod. ELISA = Enzvme Linked

Immunosorbent Assay, FIA = fluorescencni imunoanalyza, RIA = radioimunoanalyza, LIA = Luminiscené¢ni

imunoanalyza.




KOMPETITIVNI IMUNOANALYZA

conjugate

TTIETE supstrte

analyte ¢ color  color
v w capure T™™E ] TrE
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vhodnd pro nizkomolekuldarni
analyty s malou molekulou (pfF.
B12, foldt, teofylin, fenytoin T3,
steroidni hormony)

polyklondini protilatky

0012 0.037 0.111 0.333
Concentration in jxg/dlL




NEKOMPETITIVNI IMUNOANALYZA
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* molekuly s vyssi molekulovou
vahou, ktere umoznuji vazbu
protilatek na dve
determinanty — pr. TSH,

ferritin, nadorove antigeny,
PSA, S100, srdecCni

troponiny, osteomarkery

0.01 : 1

Niro-(14)BSA Img/L] * monoklonalni protilatky
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* Galaktosidaza
O * Glukéza-6-fosfatdehydrogendza
®* Maldtdehydrogendza
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Light Blue or
Clear
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Antugens

Antibodles
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Add Sample
Stop
Read Optical Density




SENDVICOVA EIMA, ELISA (




* Plnd automatizace
©
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KOMPETITIVNI CLIA

g
j&%

oXine-
Paramagnetic particles llhkglhe Anti-thyroxine
+ coated with goat + phosphatase + M
and free T4 anti-mouse IgG conjugate

&fc’/

@ HBG.S"C ‘ :",

ncubate at 36.5°C =)  Competitive binding reaction =3

Add

Incubate Dioxetane-P Dioxetane Read light
+  substrate =P

5 minutes




SENDVICOVA CLIA
,J
> ..“

Paramagnetic particles coated Goat anti-hTSH- Sample
with goat anti-mouse 1gG/ alkaline phosphatase + containing hTSH

anti-hTSH MADb complexes conjugate

q ) H 365°C

at 36.5°C for Sandwich
-> ->

Incubate

30 minutes formation
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Add -> Incubate Dioxetane-P Dioxetane Read light
+ substrate 5 minutes
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® Obecné

® Vzorky prekracujici rozsah kalibrace metody

* Redéni strikin& podle pokynd vyrobce (nulovy standard nebo

specificky diluent)

® Immunoanalyzy obecné neakceptuji fedéni destilovanou vodou
nebo fyziologickym roztokem (nedostatek proteind -
efekt) i




Streptavidin-coated
Alpha Donor Bead

Biotinylated Analyte

Anti-Analyte-conjugated
Alpha Acceptor Bead

Alpha Signal (counts)

}-

1] ]
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Log [Analyte] (g/mL)
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LOW ANALYTE OPTIMAL ANALYTE EXCESS ANALYTE
CONCENTRATION CONCENTRATION CONCENTRATION

Optimal # binding sites occupied All binding sites occupsed
Maximam signal production Maximam signal production
Optimal Bead association
bead association bead association inhibited




/DROJE INTERFERENCE U
IMUNOANALYTICKYCH METOD...

* Heterofilni protilatky:

* Endogenni, reagujici s nehumannimi protilatkami (i.e Paul Bunnell —
Forsmannuv antigen z krali€ich ledvin)

* HAMA

* Human anti-mouse antibody

* Hook effect

~* zplsobuji fale$né positivni nebo negativni vysledky

v
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ckého

10ty je stanoveni

- téhoZ lytickou technologii, jelikoz
pravdépodob tilatkami pouZitymi jinym
vyrobcem je velmi mald. OU MO: Snost k dispozici, Ize provést fedéni
vzorku v sérii alespon 4 mé&feni — neni-li vysledek - mé&feni Ilneornl, jde pravdépodobné o interferenci.
Dalsi postupy, jak ovéfrit pritomnost heterofild nebo HAMA protildtek existuji (precipitace
imunoglobulind nebo jejich extrakce pomoci imunoafinitnich kolon, sorpce pomoci proteind A, G,

apod.), jejich provedeni je ale vétsinou nad rdmec Cinnosti klinickych laboratofi a je vhodné se
obrdtit na specializovand pracovisté.




A TRUE POSITIVE

) A0, Detecting
: ; :t antibody
. @, @
Troponin
Capture
antibody

B FALSE POSITIVE
3

{4
” ~0 Detecting
; ; ;: antibody

L S=

anti-mouse Capture
antibody antibody




Vnitrni kontrola kvality

Reprodukovatelnost

Intra-assay vanabilita <5%; inter-
assay vanabilita <10%.

Rucni a/nebo vyzkumné metody mohou
mit niZ5i presnost, ale vysledky EGC
naznacuji, Ze tyto hranice jsou bézné
dostupné pro vétsinu analytd.

Nastaveni objektivnich
kritérii pro schvaleni
metody

Limity pro akceptovatelnost metody
by mély byt pfedem definovana,
preferovana jsou logicka knténa
zaloZzena na Westgardovych
pravidlech

Vysledky vnitini kontroly kvality maji byt
Zaznamenavana, kontrolovana a pred
uvolnénim vysledk( pro |ékare

Vhodny pocet 1QC
vz ork(

Vice vzorkd IQC zahrnutych do jednoho
cyklu analyzy umoZnuje identifikaci
nevhodné analyzy a potvrzuje moznost
viylZiti vysledku pro klinické Ucely

Vzorky velmi podobné
pacientskym sénim

Nejméné jeden serovy vZzorek z
nezavislého zdroje by mél byt pro
kontrolu matnx zahmut do
kontrolniho materialu, ktery je
poskytovan vyrobcem reagencii

Kontroly v soupravach mohou budit
prehnané dobry dojem ze stanoveni,
zvlast, pokud jsou pfipraveny prfidavkem
standardu k umeélé matrix.

Vzorky IQC UZivat v
koncentracich
vhodnych pro klinickeé
aplikace

Negativni a slabé pozitivni kontroly
by mély byt zahmuty pro vSechny
Th. Mélo by byt pokryto i Siroké
koncentracni rozmezi a vysokeé
vZorky zafazovat ke kontrole
spravnosti fedéni.

U vySetieni, kde je dllezita urcita
rozhodovaci hladina { PSA, 4 pg/L; AFP,
5-8 kUL, hCG, 5 U/L), je tfeba
zarazovat vzorky |QC blizko téchto
hladin.




KLICOVE FAKTORY VE STANOVOANI
TUMOROVYCH MARKERU

* Biologicke (half-life, nespecificita — ROC analyza)

* Analyticke (preanalytika, interference)

B ' Oid Method
@ New Method
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ovych
M’ry (LD).

| pro dany
V) sledek o pokud
" moz O st zménu technologie nutné
v praxi realizovat ni na dostate&ném mnozstvi
konkrétnich paaen’rskyc vzorkU pomoci soupray, ay Iqbora’ror ziskala data o chovdni nové
soupravy v konkrétnich podmlnchh (’rzv rebqsellnlng) Analyza tkdnovych nddorovych markert a
DNA se fidi standardnimi operacnimi postupy pfislusné histologické a genetické laboratore.
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~ TYPY NADORU A NADOROVE MARKERY



TUMOR MARKERY: UZITI V
KLINICE

* Populacni screening — vySetfovani asymptomatickych
jedincu

* Diferencialni diagn6za — nador neznameho origa
(metastatickeé i primarni onemocnéni)

* Prognostické indikatory

* Monitoring odpoveédi na terapii (i rozsah chi
~ vykonu) -

v



Summary of Key Guideline
Recommendations for the use of CA 125

?\

"""""""

ACBI

Screening N N N
Diagnosis/ Ni Ni N Ni Y
Case-

finding

Staging/ Y N Y Y Y Y

Prognosis

- Detecting
~ recurrence

Monitoring
therapy



- IDEALNI NADOROVY MARKER -

* specificky pro dany typ nadoru nebo pro malignitu obecné
* dostatecne citlivy pro Casnou diagnosu pro ucely screeningu

* dostupny

v



IDEALNI MARKER

Not cancer Cancer

.-v‘"/\\

SRR Threshold

/ \
,‘/ ..“,‘
/ \
/ \

n



Not cancer

Not cancer

Cancer

Cancer

Non-diseased
cases

Diseased
cases




SENZITIVITA A SPECIFICITA

Senzitivita — chceme zachytit vSechny
nemocne

(test je pozitivni - vySetrovany ma
nemoc)

SpeC|f|C|ta - chceme zach
est je negativni '

i



Pacient Pacient Celkem
s pozitivnim s negativhim

vysledkem  vysledkem

testu testu
S danym TP FN TP + FN
onemocnéni

m

y Bez daneho FP







Not cancer

Cancer

Non-diseased
cases

Diseased
cases




ROC ANALYZA (AUC)

TPF, sensitivity

>
=
2
=
n
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n
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FPF, 1-specificity
FPF, 1-specificity




Number of Rating Categories: I (Not needed for example data or for Format 5.)

Input Data: (paste or enter) Program Output: (may be copied and pasted into other programs)

;:] Truth result walue deviate {(FPF, TPF)
+ 15.0000 3.1152 (0.0009, 0.0485)
tie 10.0000 2.4691 (0.0068, 0.2378)
+ 6.0000 2.1091 {(0.0175, 0.4262)
{run boundary) 2.0038
5.0000 1.7085 (0.0438, 0.6557)
1
1
1
0

o
[y

{run boundary) L4234

4.0000 .3218 {(0.0931, 0.8333)
{run boundary) .2093

3.0000 L7749 {(0.2192, 0.9615)
{run boundary) 0.3026

2.0000 -0.1748 {(0.5694, 0.9992)

1.0000 -0.9021 (0.8165, 1.0000)
0.0000 -1.6518 (0.9507, 1.0000) -J
=

HFHEHRRERRRRRRRROO0ODOD0DODODOO
H T We O AW O W N

WARNINGS AND ERROR MESSAGES:

Summary Statistics: Points for Plotting: (copy & paste to Excel)

Total Cases: 16 ;I FPF TPF Lowver  Upper A
Positive Cases: 8 .oooo .0000 0.0000 O0.0000
Negative Cases: 8 .0050 .1921 .0oo0o0 .9981
.0100 .3068 .0001 .9969
.0200 .4579 .0023 .9956
.0300 5587 .0114 .9949
.0400 .6324 .0297 .9948
.0500 .6891 .0560 .9950
.0600 L7341 .0877 .9954
.0700 L7707 .1220 .9959
.0800 .8009 1565 .9965
.0900 . 8261 .1895 .9971

o
o

Fitted ROC Area: 0.949

Caution: Data Format &5
(for continuous data) was
used even though all data
were integers.

True Positive Fraction
o
W
I
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SimplePlot 1.2 by John Eng
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False Positive Fraction




nddory krevnich bun







&rni sarkom




nikv, ‘Ie’re)

choriokarcinom = n&dor vétsinou z placentdrniho trofoblastu, nékdy

teratogenniho pivodu
embryondlini karcinom (neseminom)

smiSeny germindlni nddor




® Jde o onkofetalni glykoprotein s vysokym obsahem sacharidd o molekulové hmotnosti 180—-200 kDa. Za
fyziologickych podminek je CEA produkovdn ve vyvijejicim se embryu. V dospélosti je omezené
syntetizovdn epitelidInimi burikami stfevni sliznice, Zaludku a bronchi. CEA patfi do imunoglobulinové
genové rodiny; podili se pravdépodobné na procesu adheze a metastazovdni bunék.

Hodnoceni: obvykla hodnota cut-off je kolem 5,0 ug/I.

Doporucené pouziti pro klinické Gcely: Pro screening i diagnostiku maligniho onemocnéni nelze CEA
pouzit. CEA produkuji karcinomy zazivaciho traktu, plic (adenokarcinomy), mlécné zlazy, nadory ‘
zenskych pohlavnich organd (mucinézni adenokarcinomy), endometrialni nadory i nadory délozniho
téla, karcinomy mocového méchyre, ledvin, diferencované karcinomy prostaty a testikularni teratom
Pfedoperaéni hodnoty CEA > 40 lg/| jsou charakteristické pro kratii interval bezpfiznakového p‘:

nemocnych s karcinomem mlééné Zldzy. Na zdkladé predoperacnich hodnot Ize posoudit moZnc
radikalniho zdsahu u kolorektdlniho karcinomu. Monitorovéni prib&hu onemocnéni a odp
pq'rrl k z&kladnim vyuzitim CEA. Hodnoty vy33i nez 10 Ug/| znamenaii obvykle prog
- Ko cen'rrace vy$3i nez 50 Ug/| svédéi s vysokou pravdé&podobnosti o |on‘er
dory z zwcaho traktu se obvykle pohybuije senzmwta pFi NAvr

e

N i v . M ! 0, S o
Oro nadory 7Aollv]e U ol o 0.




®* Vyskytuje se jako glykolipid ve tkdni nebo mucin v séru. Obsahuje determinanty
lidské krevni skupiny sialyl-Lewis (a). Kolem 5-10 % populace tento antigen

netvori.

Hodnoceni: obvykld hodnota cut-off je kolem 40 kU/I.

Doporucené pouziti pro klinické Gcely: Pro screening a stanoveni diagnézy
maligniho onemocnéni neni vhodny a to ani pro nddory pankreatu, kde

dosahuje tento marker vysoké senzitivity (az 70-90 %) i vyrazné vysokych
hodnot v séru (az 106 kU/I). Exponencidlni n&rist koncentraci v séru (nad 10

kU/I) je obvykle zndmkou vzdélenych metastdz. Vysokou senzitivitu doso [

tento marker i podle zdvaznosti onemocnéni u karcinomi kolorekta

v cholangioceluléarnich karcinomd (22-49 %), u néd."-‘ ué

%) a Zaludku (25-60 %). Koncentrace CA 19-9 k




®* AFP je onkofetdlni glykoprotein, produkovany v embryondlnim Zloutkovém vaku a ve
fetdlnich jatrech. V dospélém zdravém organismu je syntéza AFP omezena na minimum. V
séru matky, kam prechdzi pres placentu, je dilezitym uvkazatelem fyziologického vyvoje
téhotenstvi. Vyznamnd je predevsim jeho role transportni (vazba steroidd, nékterych tézkych
kovd, bilirubinu, mastnych kyselin, retinoidd, drog, antibiotik apod.).

Hodnoceni: obvykl& hodnota cut-off je kolem 10 ug/I.

Doporucené pouziti pro klinické Gcely: Screening maligniho procesu pomoci AFP v séru je
vhodny pouze u symptomatickych nemocnych s jaterni cirh6zou nebo podezienim na
germinativni nadory varlat (nesestouplé varle, nddory testes u sourozence — dvojcete).
Monitorovdni prib&hu onemocnéni patfi k zakladnim vyuzZitim AFP. Pro hepatocelularni
karcinom je AFP markerem prvni volby (senzitivita u nelééeného onemocnéni je az 80 %)
germinativnich nador0 ovaridlnich i testikularnich je senzitivita rovnéz vysoka: pro €i "
embryondlni nddory dosahuje hodnot az 80 %, u teratomd 20 %, a aZ 80 % u n¢ »
iloutkového vaku. Obvykle chybi v seminomech a choriokarcinomech. Expre: €
6 IVCICIhO traktu je pozorovdna asi u jedné pétiny nemocnych
gnimi pi cmaml zvysene hlodlny AFP v seru vétsinou

b L

e



® Jde o glykoprotein tvofeny dvéma rozdilnymi podjednotkami: alfa (14,5 kDa)
a beta (22,2 kDa). In vivo mize dochdzet k disociaci jednotek alfa a beta, beta-
slozka miUze byt ddle st€pena na mocovy gonadotropinovy peptid (beta-core
fragment).

Hodnoceni: obvykld hodnota cut-off je kolem 10 1U/I.

Doporucené pouziti pro klinické Gcely: V zdavislosti na pouzitém detekénim systému
je stanoveni specifické pro celkovy beta-hCG (tj. intaktni hormon-dimer + volnd
podjednotka beta), pro intaktni hCG (dimer bez volné podjednotky beta), pro

volnou podjednotku beta nebo pro beta-core fragment (stanoveni v moci).
Screening maligniho procesu pomoci hCG v séru Ize provadét u symptomatic

osob, napf. pfi podezieni na germinativni nadory varlat s retenci vcrll_,

anamnéze. Stanoveni md vyznam pro zhodnoceni stadia onemocne
s’rologlcke charakterizace nadord testes a chorlokorcmom >

Senzmw’rq pro nesemlnomy |e 05| 50 %

(i



® Jde o antigen polymorfniho epitelidiniho mucinu (PEM), nazyvany rovnéz MUCI1. V
dospélosti je syntetizovdn v epitelidlnich bunkdch vyvodi mlééné zldzy, slinnych zlaz
a bronchd. Alternativou stanoveni CA 15-3 je stanoveni antigenu CA 27-29; jde o
detekci odlisného epitopu téhoz epitelidiniho mucinu (MUCT).

Hodnoceni: obvykld hodnota cut-off je kolem 35 kU/I.

Doporucené pouziti pro klinické Gcely: Stanoveni nelze pouzit pro screening
nemocnych s karcinomem prsu a stanoveni této diagnézy vyjma vybrané skupiny
pacientd a jejich rodin z indikace genetika. Koncentrace CA 15-3 koreluji se stadiem
onemocnéni. Hlavni vyuziti CA15-3 je v monitorovdni nemocnych s karcinomem prs,@""'}
Pri 90 % specificité dosahuje senzitivita u nelé¢enych nemocnych pouze 20 - 0
— u metastazujicich nddord az 80 %. Relaps onemocnéni byva charakterizovén
Jro— e senzitivitou CA 15-3 dosahujici 60 - 90 %. Jeho ,lead time* umoziivje pi
~ ndvrat onemocnéni s predstihem n&kolika m&sich pfed nékterymi z:

Y odami. Dynamika zmén po terapii obvykle koreluje s

R, A ¢ v er 7 . AL
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®* Jde o heterogenni glykoprotein s vysokym obsahem sacharidd. Je produkovdn fetdlnimi
epitelidlnimi tkénémi coelomového plvodu. V dospélém véku mize byt omezené syntetizovdn
v normdlnim epitelu tkdné vejcovodul, bronchd, endometria, cervixu, ale i v mezotelu pleury,
perikardu a peritonea.

Hodnoceni: obvykl& hodnota cut-off je kolem 35 kU/I.

Doporucené pouziti pro klinické Géely: CA 125 je exprimovdn u 80 % karcinomu ovarii
ser6zniho (nemucinézniho) typu. Senzitivita v dalSich gynekologickych nddorech je nizsi.
Produkce CA125 u karcinomi mlééné zldzy, pankreatu, plic, Zlu€ovych cest reflektuje obvykle
postizeni pleury a peritonea. Zvy3end hladina CA 125 byla prokdzdna u hepatocelulérniho
karcinomu. Screening CA 125 v séru nemocnych s karcinomem ovarii je provadén pouze v
pfipadé rodinné predispozice. Stanoveni CA 125 je vhodné pro potvrzeni stadia choro‘.-”'
Narost koncentrace CA 125 mize pFedchdzet klinickou diagnézu o 1-8 mésicd. Po odstr

primdrniho fumoru klesé koncentrace CA 125 o 75-90 % bé&hem prvniho tydn
- tydnd se hodnoty normalizuji. Pfetrvavaiici vysoké hodnoty mohou b)’ltﬂ,'-'
- look* operaci.

1é hladiny CA 125 v séru zpUsobené nemalignim onem




®* PSA je serinovd proteindza umoznujici zkapalnéni semindlni tekutiny, ¢imz usnadruje pohyb
spermii. PSA md& enzymovou aktivitu chymotrypsinu. V séru je PSA inaktivovdn vazbou na
alfal-antichymotrypsin, méné na alfa2-makroglobulin. Urcity podil PSA v séru se vyskytuje ve
volné podobé.

Hodnoceni: cut-off se méni v zdvislosti na véku — do 50 let = 2,5 Pg/I, do 60 let = 3,5 Pg/l,
do 70 let = 4,5 ug/|, starsi = 6,5 Ug/I. Frakce fPSA/PSA byvda u maligniho nddoru 0 — 15

%, hraniéni hodnoty jsou 15 — 20%, u benigniho onemocnéni nad 20 %.

Doporucené pouziti pro klinické Ucely: Vyznam screeningu karcinomu prostaty pomoci ;

sérového PSA u asymptomatickych muzi je diskutabilni, Ize jej provadét v starsich muzo se

symptomy poruch mo&ovych cest, ev. s rodinnou zat&zi. Pro odlideni benigni hyperplasie od

karcinomu se stanovuje pomér volného a celkového PSA (u benignich hyperplasii ie.

20 %). Zvy3eni PSA o vice nez 0,75 Ug/| roéné ve tfech po sob& |d0UC|ch vyse

~ znamend 90 % pravdépodobnost karcinomu prostaty. qudmy PSA nad
C||IZOVCI1' i vzdalene|5| metastdzy. Pretrvdvaijici zvysené kon ol

f amenq|| bud prl’romnos'r zbytkove choroby




® Antigen CA 72-4 (Tumor-asociovany antigen, TAG 72) je definovany
jako epitop mucinu reaguijici se dvéma monoklondlnimi protildtkami. Za

fyziologického stavu jej produkuje vyvijejici se plod v Zaludku, jicnu a

pankreatu.
Hodnoceni: obvykl& hodnota cut-off je kolem 7,0 kU/I.
Doporucené pouziti pro klinické Gcely: CA 72-4 se pouzivd pro

monitorovdni malignich nddord horniho GIT a mucinového typu

ovaridlniho karcinomu. CA 72-4 je nevhodny pro screening a stanove

diagnézy maligniho procesu horniho GIT. Jeho hladina korel

~ pfitomnosti vzddlenych metastdz. Uzivd se k monitorovai

e«
T



®* Vyskytuje se jako homo- nebo heterodimer tvofeny z podjednotek alfa a beta.
S-100 beta protein byl poprvé popsdn v centrdinim nervovém systému. V
nervové tkani (v glidlnich a Schwanovych bunkdch) se nachdzi predevsim S-100
beta-beta dimer. Slozeni (alfa—alfa) maji napf. pricné pruhované svaly.

Hodnoceni: obvykld hodnota cut-off je kolem 0,1 ug/I.

Doporucené pouziti pro klinické Gcely: Melanomy jsou charakteristické
obsahem beta—podjednotky tohoto proteinu. Pfitomnost této formy S-100 beta

v séru svéddi pro jeho invazivitu. V dysplastickych névech je naopak

prokazovdna predevsim alfa—podjednotka. Pro screening a diagnostiku s

Y neuzivd, je vhodny pro monitorovdni nemocnych s malignim melano

~ metastatického onemocnéni byvaii pfitomny vysoké koncentrac

Z senzitivita pfi metastatickém procesu je az 80




® Jde o izoenzym enoldzy (2-fosfo-D-glycerdat hydrolydza, EC 4.2.1.11), ktery
katalyzuje pfeménu 2-fosfoglycerdtu na fosfoenolpyruvat. Za fyziologického stavu
iej produkuje nervova a plicni tkan plodu, v dospélosti je jeho vyskyt v normdlnim
stavu vazdn predevsim na neurony.

Hodnoceni: obvykld hodnota cut-off je kolem 15 ug/I.

Doporucené pouziti pro klinické Ocely: Vzhledem k obsahu NSE v cervenych
krvinkdch a destickdch je treba provést oddéleni krevnich elementd do jedné hodiny
od odbé&ru. NSE neni vhodnd pro screening a stanoveni diagnézy maligniho procesu.
Pro pacienty s neuroblastomy a malobunéénym karcinomem plic (SCLC) ma
stanoveni NSE prognosticky vyznam. ZvySené hodnoty NSE u nelécenych nemo
se SCLC se mohou vyskytovat a u 80 % pfipadi. Monitorovéni prob&hy
onemocnéni je vhodné predevsim u SCLC, neuroblastomd, meduloblast n
- retinoblastomd, déle apudomd (karcinoidd, feochromocyto

,‘.:-.i=r‘_e|qnomu a prostaty. Nejvyssi hodno

SN IAICT



® Byly identifikovdny dva homologni proteiny SCC1 a SCC2. Tyto
antigeny byly charakterizovdny jako serin proteindzové inhibitory, tzv.

serpiny. Marker je vyrazné citlivy na kontaminaci slinami nebo potem v

preanalytické fazi.
Hodnoceni: obvykl& hodnota cut-off je kolem 1,5 Ug/I.

Doporucené pouziti pro klinické Gcely: Pro screening a stanoveni

diagnézy se neuzivd. Vysoké hodnoty u nelécenych nemocnych s

karcinomem cervixu jsou prognosticky vyznamné pro odhad dalSihe

vyvoje onemocnéni. Monitorovéni prib&hu onemocnéni pomoci

AAA

~ provadi pfedeviim u pacientd s nddory orofacidlni obls

v



® Jde o solubilni fragment cytokeratinu 19. Pfedpoklddd se, Ze jeho vyskyt v séru
nemocnych s malignimi naddory mize souviset se smrti bunky apoptézou &i nekrézou.
Vzhledem ke specifickému vyskytu tohoto cytokeratinu v epitelidlnich bunkdch
skvamézniho (epidermoidniho) typu mda CYFRA 21-1 vyssi orgdnovou specificitu nez
ostatni cytokeratinové markery TPA nebo TPS.

Hodnoceni: obvykld hodnota cut-off je kolem 3,3 ug/I.

Doporucené pouziti pro klinické Gcely: Pro screening a stanoveni diagnézy
maligniho procesu nelze toto vysetreni pouzit. Jeho hladina obvykle koreluje se
stadiem onemocnéni. Monitorovdni pribé&hu onemocnéni a predevsim monitorovéni

Uspésnosti terapie je hlavni oblasti vyuziti tohoto markeru. Senzitivita u
epidermoidnich karcinomu plic se pohybuje kolem 55 %, u velkobunecn /¢
karcinomd a adenokarcinomu plic je nizsi (35 a 28 %). Vyznam ma

ledovqnl nemocnych s karcinomem mocového méchyre (sen itivite

y | el

ldnlch nadoru cervixu (spolu s SCCA

-




®* TPA je polypetid ze solubilnich fragmentd cytokeratini typu stfednich filament
(cytokeratin 8, 18, a 19). Antigen s velice podobnou charakteristikou,
definovany na podkladé reaktivity s jinou monoklondlni protildtkou byl nazvdn
TPS (tkdnovy polypeptidovy specificky antigen odpovidaijici cytokeratinu 18).

Hodnoceni: obvykld hodnota cut-off TPS je kolem 140 U/I

Doporucené pouziti pro klinické ucely: Jde o velmi nespecifické nddorové
markery, jejichz uziti v klinické praxi posledni dobou klesd. TPA /S mél byt
»univerzdalnim“ naddorovym markerem vhodnym pfedevsim pro monitorovani ¢
hodnoceni Ucinnosti terapie. Je markerem s nejvyssi senzitivitou pro sledc /e
nemocnych s karcinomem mocového méchyre. Vysetieni »

"""*-\:..ouzrr pro screening, diagndézu a staging onemocnéni. Dql s

itoro CInI nemocnych s nddory IO"SU, IOIIC GlT bt

St
3 owv s v S
a | /el al =YL ne7 2




® Jde o enzym tvoreny dvéma rozlicnymi polypeptidovymi retézci, které

formuji 5 izoenzym0. Na zvyseni LD u malignich onemocnéni se podili

zejména izoenzym 1 a 2, u solidnich nddor0 i ostatni izoenzymy.

Hodnoceni: neni jednotnd hladina cut-off ; ndlez je informativni pfi
posouzeni zmény katalytické koncentrace LD mezi dvéma casoveé
odlisenymi odbéry. U déti je hodnota LD vyssi. Laboratofim se
doporuéuje pouzivat jako hodnotu cut-off hodnotu horni meze

vlastniho referenéniho intervalu.

1cer :{':? DO . r A~ ﬁ., 1Yy.



® B2M tvofi extracelularni doménu lidského leukocytdarniho antigenu HLA

l.tFidy. Je pritomen témér ve vsech bunkdch kromé erytrocytu a

trofoblastickych bunék.

Hodnoceni: obvykl& hodnota cut-off je kolem 2,4 mg/I.

Doporucené pouziti pro klinické Gcely: Stanoveni nelze pouzit pro

screening a diagnostiku maligniho onemocnéni. B2M je zvySenu

systémového onemocnéni B-lymfocytdrniho systému, u mnohoce

~ myelomu, chronické lymfocytarni leukemie a nehodgkins

v



®* Chromogranin A (CgA) je kysely glykoprotein vyskytujici se v sekrecnich
granulich normdlnich i neoplastickych neuroendokrinnich tkdnich.

Hodnoceni: obvykld hodnota cut-off je kolem 35 [g/I

Doporucené pouziti pro klinické Gcely: CgA vykazuje nejvyssi senzitivitu u
nemocnych s neuroendokrinnimi malignitami pFi srovndni s dosud uzivanymi
metodami stanoveni NSE nebo 5-hydroxyindoloctové kyseliny v moéi. Senzitivita
prukazu ndavratu choroby pro karcinoidy se pohybuje kolem 70 — 90 %. CgA
vykazuje korelaci se zménami odpovidajicimi vyvoji onemocnéni (progrese '
stabilizace, kompletni remise). Cirkulujici CgA byl prokdzdn i u sporqd ck
—— gastro-entero-pankreatickych neuroendokrinnich tumori i u dedl nyc
- nohoce’rnych endokrinnich neoplasii typu 1 (MEN), u de’r

Jroenc okr|nn| dlferencmce karcmomU prostaty r



® tyreoglobulin
® ACTH a ACTH-like substance

* PINP (N-termindlni propeptid prokolagenu typu 1

. v 7] O

» HEA ‘karcinom vajecniku)
® proGRP (prekurzor gastrin releasing peptid, SCLC)
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03.04.14 | 03.04.14 | 27.11.14 | 27.11.14 | 09.03.15 | 09.03.15
metoda 06:30 06:30 09:49 09:49 09:42 09:43 ref. meze iednotka
14/37829 | 14437831 |14/129429|14/129430| 15/27394 | 15/27335
P_Natrium 141 141 140 137-145 mmol/|
P_Kalium 47 44 49 3561 mmol/l
P_Chloridy 104 102 93 100-108 mmol/|
P_Magnesium 092 087 0.81 0.76-1.12 mmol/l
P_Bilirubin celkovi 16 1 12 do 22 pmol/l
P_AST 0.84 0.51 1.30 0.25-057 pkat/l
P_ALT 0.77 0.42 0.17-0.65 pkat/l
P_GGT 0.58 0.54 0.20-1.30 pkat/l
P_ALP 1.02 1.10 0.551.78 pkat/l
P_Laktatdehydrogenaza 379 4.22 2.00-3.79 pkat/l
P_Kreatinin 77 80 43-87 pmoldl
vy_elGFRepi 1.24 1.18 1.10-2.00 mlfs
P _Urea 43 57 do7.1 mmol/l
P_Kyselina mocova 418 422 161-390 pmoldl
P_Glukdza 6.1 5.8 3958 mmol/|
P_Albumin 48 46 3949 a/l
P_Celkova bilkovina 76 76 70-86 a/l
P_Hemoglobin volny 60 do 200 ma/l
B_Ermytrocyty 4910 4.940 4.860 4.0005.200 10™24
B_Leukocyty 6.250 7170 12.580 4.500-11.000 107971
B_Hemoglobin 156 154 153 120-160 a/l
B_Hematokrit 0.436 0.441 0.452 0.360-0.460
B_Trombocyty 255 244 323 177-393 1079/
B_St. objem erptr. [MCV) 88.8 89.3 93.0 80.0100.0
B_Sti.hmot. Hb v ery(MCH 31.8 31.2 315 26.0-34.0 pa
B_Sti.konc.Hb v ery(MCHC 358 349 338 310-370 a/l
B_RDWw 12.3 126 15.1 11.0-15.6 %
7 B_MPY 10.8 10.1 10.7 721141 fl
| [B_Neutrofily 0.430 0.494 0.769 0.480-0.700
B_E osinofily 0.061 0.064 0.004 0.015-0.045
B_Basofily 0.018 0.015 0.010 0.000-0.020
B_Monocyty 0.091 0.110 0.114 0.005-0.070
B_Lymfocyty 0.400 0.317 0.103 0.270-0.420 - L S
B_Neutrofily poget 2.690 3.540 9.670 1.800-7.700 1079/ g SLf A ~F 3
B_Eozinofily poiet 0.380 0.460 0.050 0.050-0.350 1079/ usp relaps onemocneni ’ d Ie SCl nt' popls
B_Bazofily poget 0110 0110 0120 0.030-0.160 1079/ - 7
B_Monocyty poéet 0570 0.790 1.440 01500580 1079/ pato I Og e Ievy h umerus, o ba fe mu ry’ Th7
B_Lymfocyty pocet 2500 2270 1300 1.000-4.800 1079/ dne 5.3.2015
B_Nezralé granulocyty 02 04 1.7 0006 2 o s S .
B_Nezralé granulo. podet 0010 0030 0.210 0.0000.040 1079/ klini Cky vah ovy u byte k, nechutenstvi
B_NRBC 0.000 0.000 0.000 0.000-0.000 /100 Leuko . . .
B_NBRC podet 0000 0.000 0.000 0.000-0.000  10°9/! hyperkalcemie, hyperurikemie
P_C-reaktivni protein 1.0 6.8 0.011.0 ma/l
S_CEA 1.1 1.0 1.4 dodb ug/|
S_CA153 15.9 14.1 255 do 34.0 kUl
S_Estradiol 18 prnol/l
S_FSH 10.0 1041




KLICOVE FAKTORY VE STANOVOVANI
NADOROVYCH MARKERU

* Biologicke (half-life, nespecificita)

* Analyticke (preanalytika, interference)

B ' Oid Method
@ New Method

Concentrations

/i/D rebaselining specimens
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it Nemaligni onemocnéni m
marker

]ateml q[héza, akutn.i i chr.omcké hepatmqa, zanétlivé procesy tehotenstvi

plic, ledvin, GIT, autoimunitni onemocnéni

porucha funkce ledvin, jaterni onemocnéni, chronické zénéty,
B2M Lo

poruchy imunity, virové infekce

Beta-CTX anabolic teapie
vypotky, ovaridlni cysty, zdnéty adnex, endometridza, myom, .
(A125 choroby jater, pankreatu, Zluéniku, plicni infekce, CHOPN, P

B ovulace, menstruace
nefroticky syndrom

deficience vitaminu B12, jaterni cirhdza, akutni hepatitida,
(A15-3 postiZeni ledvinovych glomeruli, benigni nador prsu, plicni
infekce, 16¢ba G-CSF, ovaridlni cysta, autoimunitni onemocnéni
cirhéza jater, cholelitidza, chronickd hepatitida, akutni a
(A19-9 chronickd pankreatitida, choroby Zlucovych cest, diabetes, téhotenstvi
endometri6za, ovaridlni cysta, rendini selhani

terapie nesteroidnimi
. antiflogistiky,
(A72-4 benigni nddory prsu, choroby GIT, akutni procesy, CHOPN Kortikosteroidy nebo
omeprazolem
zanétlivé choroby jater, rendlni selhdni, jaterni cirhdza,
pankreatitida, ulcerdzni kolitida, Crohnova nemoc BB hokssty
jatemni cirhdza, rendlni selhdni, systémové kozni onemocnéni
CYFRA21-1 (psoridza, pemfigus), jaterni onemocnéni, myom, ovarilni
cysta, zanétlivé onemocnéni, vypotky
Feritin zanétlivd onemocnéni, poruchy metabolismu Zeleza, akutni
hepatitida, Gaucherova choroba
mola hydatiddza, rendini selhdni, autoimunitni onemocnéni
porucha funkce ledvin, vypotky, jaterni onemocnéni _

2 jaterni onemocnéni, rendlni selhani
chronickad atrofickd gastritida, gastritida pfi infekci H. pylori, terapie inhibitory
poruchy funkce ledvin, benigni hyperplazie prostaty, zanétlivé protonové pumpy,
onemocnéni stfev, jaterni onemocnéni, akutni a chronickd antagonisty H2-
srdetni dysfunkce, hypertenzni krize, pneumonie, sepse, akutni | histaminovych receptord,
procesy kortikosteroidy

revmatoidni artritida, porucha funkce ledvin imobilizace vy3etiovaného

Kalcitonin porucha funkce ledvin, hyperkalcemie, sepse, Zollingerdiv- konec thotenstvi
Ellisondiv syndrom, pernicidzni anemie

300
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Nadorovy

Nemaligni onemocnéni
marker

plicni a jaterni onemocnéni, hemolytickd anemie, postizeni
mozku, ledvinové selhani, neuropatie

rendIni selhdni, jaterni onemocnéni, chronickd onemocnéni

NSE

benigni hyperplazie, zanéty prostaty, rendlni selhani

rendini selhani, po3kozeni mozku, ziomeniny, jaterni

5-100 beta onemocnéni, autoimunitni onemocnéni

porucha funkce ledvin, kozni onemocnéni, poruchy jater, zanéty

SCCA .
plic

virové a bakteridlni infekce, proliferacni procesy, deficience
viatminu B_, autoimunitni stavy

—

1
infekéni procesy, jaterni cirhdza, pankreatitida, vypotek,
TPA/S

aterosklerdza, akutni procesy

Tyreoglobulin | subakutni tyreoiditida,

5-HIAA

Jina pfic¢ina
hemolyza ve vzorku,

terapie inhibitory
protonové pumpy

anabolickd terapie

mechanické drazdéni
prostaty

téhotenstvi (posledni
trimestr)

dietetickeé faktory: kdva,
alkohol, ananas, ofechy,
bandny




NADOROVE MARKERY - PREANALYTIKA

® V soucasnosti se vétSina pouzivanych solubilnich nddorovych marker( stanovuje v séru.

® Jde obvykle o stépy velkych molekuldrnich komplexU, a proto nevykazuji nddorové
markery pfilis velkou preanalytickou variabilitu.

of -

f. pro
v nejdfive
aka coliv

mc /. Kontaminace
vzorku slinc ‘antigenu skvaméznich bunék
(SCCA) nebo “A 19-9. \[ k& enolaza NSE) je pfi hemolyze vyznamné
uvolfhovdna z erytrocytu, oddelenl séra od krevnich element( je tfreba proveést
nejpozdé&ji do 1 hod po odbéru. Hemolyza nad 300 mg/I fale3né zvysuje vysledek
stanoveni NSE a LD. Plasma pfip. sérum na CgA se nemd uchovdvat ani transportovat
v chladu.




TUMOR MARKERY: UZITI V
KLINICE

* Populacni screening (PSA,
fPSA)

* Diferencialni diagnéza (AFP)

* Prognostické indikatory (CEA)

* Monitoring odpoveédi na terapii Boloving

(CA15-3, CEA, CA125, SCCA ...) o roku kazds
1| Ie’rech od
T— Detekce navratu choroby a6 rri“ésmu Koncentrace

e , CEA, CA19-9, AFP, hCG oru md byt ddle vysetfena:

R T ed na! sazenim 'rerqple, po ukonéeni terapie
(podle polocasu markeru, obvykle 3. az 4.
tyden), pfi zméné terapie, ddle i pfi nejasném ( ©
® prubéhu nemoci.



Doporuceni
Ceské spolecnosti klinické biochemie (CSKB CLS JEP)
Ceské onkologické spole¢nosti (COS CLS JEP)

Ceské spoleénosti nuklearni mediciny (CSNM CLS JEP) - sekce imunoanalytickych metod
k vyuziti nadorovych markeru v klinické praxi

Autorsky kolektiv:

Masarykav onkologicky ustav Brno: Dalibor Valik (editor), Miroslava Nekulova, Lenka Zdrazilova
Dubska,

Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN Praha: Drahomira Springer
(editor), lvan Malbohan, Tomas Zima (editor),

Oddéleni nuklearmi mediciny imunoanalyticka laboratof FN Plzen- Bory a Centralni laborator pro

imunoanalyzu LF UK a FN Plzefi: Ondrej Topoléan, Radka Fuchsova, Sarka Svobodova

Ugel: icelem tohoto doporuéeni je pomoci lékarim a pracovnikdm klinickych laboratofi se orientovat

v racionalnim pouzivani nadorovych markeru v klinické praxi.

Zdroje: toto doporuceni ramcové vychazi z dokumenta publikovanych ASCO, NACB a EGTM

(www.asco.org, www.nacb.org, www.egtm.eu ). Doporuceni dale zohlednuje dlouhodobé zkuSenosti

autord s pouzivani nadorovych markera v péci o onkologického pacienta.



