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Uvod

Nadorové markery patfi dnes ke standardnim diagnostickym prostfedkim. BEhem
poslednich dvaceti let se podstatné rozsifila paleta pouzitelnych markert, z nichz
mnohé reaguiji pii vice diagnézach. Casto se méfi souasné nékolik markera.

V prubéhu pacientova onemocnéni jsou markery méfeny opakované a je uziteéné
sledovat dynamiku jejich vyvoje. Tyto a dalSi okolnosti vedly ke vzniku této knihy,
ktera by méla lékafi pomoci pfi interpretovani chovani markerd v riznych stadiich
onemocnéni. Kniha téZ obsahuje epidemiologické udaje o jednotlivych nadorech.
Vysledek stanoveni nadorovych markerl se pak stava, vedle klinického obrazu a
jeho historie, pfipadnych vysledku invazivnich vySetfeni atd., jednou z komponent,

na jejichz zakladé se lékar rozhoduje.

Diagnostické vyuziti biomarkeru
Rozdéleni a obecna charakteristika biomarkerut

Nadorové markery Ize charakterizovat jako latky produkované malignimi bunkami Ci
organizmem jako odpovéd na nadorové bujeni. Mize se jednat o antigeny
lokalizované na povrchu bunénych membran, obsazené v cytoplazmé, solubilni
antigeny obsazZené v biologickych tekutinach, enzymy metabolickych drah Ci
fragmenty cytoplazmatickych struktur uvolfiované do okoli pfi zaniku bunék. Celularni
nadorové markery Ize detekovat imunohistochemicky €i v cytozolu nadorové burnky,
humoralni nadorové markery cirkulujici v krvi €i v jinych biologickych tekutinach a Ize

je prokazat pomoci imunoanalytickych metod.

Pfestoze diagnosticky prah nadorovych marker umoznuje v pfiznivych pfipadech
detekovat nador o hmotnosti 1mg (10° nadorovych bunék), zatimco klinicka diagnéza
je uréena vétsinou aZ u nadoru, ktery obsahuje asi 10° bunék, neexistuje dosud

vzhledem k Sirokému spektru nadorovych onemocnéni univerzalni nadorovy marker.



Pozadavky kladené na idealni nadorovy marker jsou nasledujici:

je produkovan pouze u malignich onemocnéni

je organoveé specificky

vyskytuje se ve vysokych koncentracich v biologickych tekutinach
koreluje s velikosti nadoru

koreluje se stadiem onemocnéni

koreluje s progn6zou

koreluje s ucinnosti terapie

V Klinické praxi neexistuje v sou€asné dobé zadny nadorovy marker, ktery by tato

kriteria splfoval. Je proto nutné si vzdy uvédomit optimalni indikace a souCasné i

limitace téchto vySetfeni. Spravné indikované vySetfeni nadorovych markerd muze

pfispét predevsim k v€asnému zachytu recidivy €i progrese onemocnéni a timi k

rychlejS§imu terapeutickému zakroku, ktery muze prodlouzit Zivot nemocného.

Organova specificita pfi vySetfovani nadorovych markert je nizka, a proto je

nezbytné nutné jejich dynamické sledovani v pravidelnych intervalech.

Indikace vysetifeni nadorovych markert u karcinomu tlustého stfeva maiji své

limitace. Jedna se o doplrikovou diagnostickou metodu. Pro spravnou interpretaci

vysledku je proto nezbytna nejen spravna volba nadorovych markert, ale predevsim

zpusob jejich klinického vyhodnoceni, které vyzaduje uzkou interdisciplinarni

spolupraci mezi klinikem a laboratornim pracovnikem.

U nadoru tlustého stieva a konec¢niku je hlavnim stanovovanym markerem

karcinoembryonalni antigen (CEA). Jako marker druhé volby je doporu¢ovan CA 19-

9. Jako optimalni se jevi kombinace téchto dvou markeru. K dalSim markerdm, které

jsou studovany v souvislosti s kolorektalnim karcinomem patfi CA 72-4, dale pak
dalSi nadorové markery CA typu (CA 242, CA 195), markery cytokeratinu (TPA,TPS)

a fada dalSich. V prehledné Tabulce €. 5 jsme se zaméfili na nejCastéji vySetfované

nadorové markery v klinické praxi obecné.



Tabulka ¢. 5. Rozdéleni nadorovych biomarkert podle funkce:

Skupina markeru: Jednotlivé markery.
« CEA
Majici funkci u plodu « AFP
e« hCG
Onkofetalni a . SP1
mucinézni .« CA125
antigeny Karbohydratové(cancer) « CA15-3
_ « CA19-9
antigeny « CA50
e CAT24
« TPA
Cytokeratinové nadorové markery « TPS
e CYFRAZ21.1
« SCC
Proliferaéni e Neuronspecificka enolaza
e Thymidinkinaza
Enzymy « Prostaticky specificky antigen
Ostatni « Kysela prostaticka fosfataza
o Laktatdehydrogenaza
e Adrenokortikotropni hormon
« Antidiureticky hormon
Ektopicka sekrece o Kortizon
e Parathormon
e Prolaktin
Hormony
o Placentarni laktogen
L « Kalcitonin
Produkované nadorem
e Parathormon
e Prolaktin
o Estrogenoveé
Receptory
e Progesteronové
e Feritin
Ostatni blize nespecifikované latky e Bo-mikroglobulin

e Imunoglobuliny




VétSina nadorovych markeru patfi mezi onkofetalni antigeny. Jde o latky, které
nachazime v pomérné vysokych koncentracich u plodu, kde se vyskytuji na povrchu
diferencujicich se bunék (diferencia¢ni antigeny) a hraji vyznamnou roli ve vyvoji
plodu. U zdravych dospélych osob je jejich hladina velice nizka a pfesna biologicka
funkce neni znama. Pfi vétSiné nadorovych onemocnéni se jejich aktivita vyrazné
zvysSuje. Typickeé pro né je, Zze se vyskytuji pfedevSim u dobfe diferencovanych
nadoru a jejich hladina vétSinou koreluje s velikosti nadorové masy. Jejich stanoveni
ma vyznam zejmeéna pro urceni prognozy nadorového onemocnéni a kontrolu

terapie.

Cytokeratinové nadorové markery jsou markery vzniklé naruSenim nebo
nekontrolovanym rustem cytoskeletu buriky. Vyskytuji se jako o cirkulujici fragmenty
nebo komplexy fragmentu cytokeratint 8, 18, 19 normalniho epitelu. Souviseji
vyrazné s bunécnou proliferaci a mnozi autofi je fadi mezi proliferacni nadorové

markery.

Enzymatické nadorové markery jsou po onkofetalnich antigenech druhym nejCasté;ji
uzivanou skupinou nadorovych marker. Mizeme je rozdélit na dvé podskupiny.
Prvni podskupinu tvofi enzymy majici biologickou funkci pfedevsim pfi bunécném
déleni, (napf. thymidinkinaza a neuron-specicificka enolaza). Tyto markery jsou
znacné zvysené u vSech stavl charakterizovanych prfedevsim vyraznou bunéénou
proliferaci. Proto se uplatriuji pfi ur€ovani progndzy a stadia onemocnéni. Markery
druhé podskupiny jsou enzymy, které se vyskytuji i ve zdravych tkanich, kde pini své
biologické funkce. Tyto markery jsou vysoce organoveé Ci tkanové specifické, ale
neposkytuji jakoukoliv informaci o typu poskozeni daného organu €i tkané. Daji se

pouzit k ur€eni primarni lokalizace nadoru.

DalSim typem nadorovych markeru jsou hormony. Jsou produkovany bud pfimo
samotnymi endokrinnimi burikami (napf. kalcitonin medularnim karcinomem §titné
Zlazy nebo tyreoglobulin pfi typu folikularnim) nebo jsou produkovany ektopicky
(napf. latka podobna ACTH nebo hCG pfi bronchogennim karcinomu). Tyto nadorové
markery jsou nejCastéji vyuzivany ke kontrole efektu at' jiz operacni Ci

medikamentozni |€Cby.



U nadord hormonalné aktivnich se stanovuji i pocty receptora. Na rozdil od
predchozich markeru, které se pfevazné stanovuji v séru, jde o markery tkanove,
které se stanovuji v bioptickém materialu. Maji jednak vyznam pro urCeni prognézy
nadoru, ale rozhodujici vyznam maiji pro volbu a kontrolu terapie (jako napf. u nadort

prsu).

Posledni skupinu nadorovych markerud tvofi nejriizné;jsi tkdnémi produkované blize
nespecifikované latky, které se nedaji zafadit do zadné z pfedchozich skupin, ale
pfi nadorovém bujeni se jejich hladiny v krvi zvySuji jako nespecificka reakce
organizmu na pfitomnost nadorového onemocnéni (feritin, 3,-mikroglobulin,

imunoglobuliny).

Charakteristika vybranych biomarkert

CEA (karcinoembryonalni antigen)

Charakteristika : CEA je smési 36 glykoproteint s molekulovou hmotnosti mezi 150
- 300 kDa, ktere jsou z 55 % tvoreny sacharidy a ze 45 % bilkovinami. Vysoka
heterogenita molekuly je dana heterogenitou sacharidové slozky, proteinova slozka

je konstantni. AZ dosud je znamo 16 kdédujicich genu.

Vyskyt : CEA je onkofetalni bilkovinou, kterou Ize prokazat na povrchu membran
epitelovych bunék predevsim traviciho Ustroji a bronchd. V prvnim trimestru je
obsazen v bunécéné cytoplazmé. V pozdéjsich fazich vyvoje plodu je soucasti
povrchu bunéénych membran. U dospélych je produkovan jen ve velice omezené
mife epitelialnimi bufikami bronchd, prsni Zlazy a traviciho Ustroji. V minimalnich
koncentracich se CEA vyskytuje v krvi, pleuralnim vypotku, ascitu a mozkomisnim
moku. NejvysSi koncentrace jsou ve vyvodech slinnych zlaz. CEA je prfedevSim

metabolizovan v jatrech a vyluCovan ledvinami.



Tabulka €. 6. ZvySené hodnoty CEA:

Maligni onemocnéni

Benigni onemocnéni

Traviciho ustroji
o Ca Zaludku
o Ca tracniku
o Carekta
o Caplic
Gynekologickych nadorech
o Caprsu
o Ca vajecniku
o Ca délohy
Ca prostaty

Ca stitné zlazy

u kufaku ( do 5 ng/ml)

pfi chronickém ledvinovém selhan

benignich onemocnénich GIT a jater

ulcerdzni kolitida
Crohnova choroba
Stievni polypéza
chronické hepatitidé
jaterni cirh6za
chronicka pankreatitida
Zanétlivda onemocnéni plic
bronchopneumonie
chronicka bronchitida
TBC plic
Mukoviscidéza
Autoimunitni choroby

Benignich adenomech prsu

Tabulka ¢.7. Referen¢ni hodnoty CEA:

Hodnoty Jednotky:
Normailni hodnoty: 0-3 ng/mi
Hranicni hodnoty 3-5 ng/mi
Patologické hodnoty >5 ng/mi




Nadorové markery mucinézni
CA 19-9

Charakteristika : CA 19-9 je monoklonalni protilatkou definovany mucin-sialo-
glykolipid s molekulovou hmotnosti vice nez 1000 kDa s 10 % sacharidu. Patfi mezi

onkofetalni nadorové markery.

Vyskyt : Vyskyt CA 19-9 uzce souvisi s Lewis(a) determinantou krevni skupiny. U

vzacné se vyskytujici Lewis(a-/b-) skupiny neni tento nadorovy marker produkovan.

U plodu se vyskytuje v epitelovych burikach, pfedevsim traviciho ustroji, pankreatu a
jater. U dospélych je produkovan jen ve velice omezené mife epitelialnimi burfikami
bronchd a traviciho ustroji. V minimalnich koncentracich se vyskytuje v krvi,
pleuralnim vypotku, ascitu a mozkomisnim moku. CA 19-9 se eliminuje vyhradné
Zlu€i. U malo diferencovanych karcinomu se jeho produkce snizuje a

v anaplastickych chybi uplné.

Tabulka ¢.8. Zvysené hodnoty CA 19-9:

Maligni onemocnéni Benigni onemocnéni

o Karcinomy traviciho ustroji Onemocnéni jater a zlu€ovych cest

o Ca pankreatu o cirhdza jater
o Ca Zlu€niku a ZluCovych o primarni biliarni cirhdza
cest

o akutni hepatitida

o primarni Ca jater o toxicka hepatitida

o Ca Zaludku o chronicka hepatitida

o kolorektalni karcinom o cholecystitida

« Caprsu o cholangoitida

e Ca ovarii (pfedevsim

mucinézniho typu) o choledocholitiaza

. Cadélohy Akutni a chronicka pankreatitida

Benigni onemocnéni zaludku

Metastazy vySe uvedenych , N o e
* yvy y a stfeva (pfedevsim zanétliva)

karcinomu do jater




Tabulka €. 9. Referenéni hodnoty CA 19-9:

Hodnoty: Jednotky:
Normalni hodnoty: 0-30 IU/ml
Hrani¢ni hodnoty 30-40 IU/ml
Patologické hodnoty > 40 [U/ml

PSA

Z.akladni charakteristika

Prostaticky specificky antigen (PSA) je glykoprotein s molekulovou hmotnosti 30-
34kDa. Je to serinova proteaza, jejiz hlavni role je proteolyza a zkapalnéni seminalni
tekutiny a usnadnéni pohybu spermatozoi. Patfi do skupiny kalikreind. Je
produkovan predevsim prostatou, pouze limitované mnoZstvi prechazi do télnich
tekutin. Koncentrace volné, tj. nekomplexované formy PSA (fPSA) v séru, vztaZzena
ke koncentraci PSA celkového, se lisi pro benigni a maligni nadorové onemocnéni

prostaty.

PSA je pfitomen v prostatické a seminalni plazmé, ve zdravé, hyperplastické i
maligni prostatické tkani a v metastazach prostatického piavodu. PSA je rovnéz
produkovan paraureteralnimi Zlazkami a ve velmi nizkych koncentracich se vyskytuje
i u Zen.V séru je pfitomen ve 3 hlavnich formach- volny (fPSA), vazany na a2-
makroglobulin a na a1-antichymotrypsin. Komplex s a2-makroglobulinem je

imunologicky neaktivni, ale dalsi dvé formy jsou imunologicky detekovatelné.

Chemicka struktura

Prostaticky specificky antigen (PSA) je glykoprotein s molekulovou hmotnosti 30-
34kDa. Je to serinova proteaza.

Tvorba, metabolismus, vylu¢ovani, funkce

Je produkovan predevsim prostatou. V séru je pfitomen ve 3 hlavnich formach-

volny(fPSA), vazany na a2-makroglobulin a na a1-antichymotrypsin.



Biologicky polocas

PSA- 2-3 dny

Preanalytika

Material: serum

Vliv materialu: vadi hemolyza
Vliv dennich a jinych cyklG:

Vzorky PSA musi byt odebrany pfed manipulacemi s prostatou - digitalni rektalni
vySetfeni (DRE), masaz prostaty, transrektalni ultrazvukové vySetfeni (TRUS) a
biopsie prostaty. Digitalni rektalni vySetfeni mize zpUsobit pfechodné zvyseni
sérovych hladin PSA. V pfipadé hrani¢niho zvySeni bylo doporu¢eno opakované
méfeni hladiny PSA. Hladinu zvySuje i jizda na kole nebo na koni. Transrektalni
punkéni biopsie jehlou také zapfi€ini pfetrvavajici zvySeni hladiny PSA. Proto se
mezi punkéni biopsii jehlou a odbérem vzorku na méfeni PSA doporucuje

Sestitydenni prodleva.
Vliv I€kU: inhibitory 5alfa reduktazy

Dalsi vlivy: manipulace s prostatou

Proliferativni nadorové markery

TK (thymidinkinaza)

Charakteristika: Thymidinkinaza katalyzuje preménu thymidinu na
thymidinmonofosfat (TMP) za pfitomnosti adenosintrifosfatu (ATP). TMP je pfeveden
v nékolika krocich na trifosfat, ktery je zabudovan do DNA. ProtoZe |ze do DNA
zabudovat thymidin jen ve fosforylované formé&, hraje thymidinkinaza podstatnou roli
pfi zpracovani thymidinu v burice. De novo syntéza thymidinfosfatu normalné probiha

za katalyzy thymidylatsyntetazy z deoxyuridinmonofosfatu za pfitomnosti kyseliny



listové a vitaminu Bi,. Thymidinkinaza na rozdil od thymidylatsyntetazy pouziva jako
substrat bud exogenni thymidin z potravy nebo endogenni thymidin uvolnény z
odbouravacich reakci. Je oznacovana také jako “salvage enzyme" (zachranny
enzym). TK je nespecificky nadorovy marker schopny zachytit maligni rast v riznych
organech.

Vyskyt: V eukaryotnich bunkach se nachazeji dva izoenzymy thymidinkinazy, které
se odlisuji biochemicky a elektroforeticky. U zdravého dospélého jedince se nachazeji

v séru jen nizké koncentrace TK 1, vySSi hodnoty se mohou vyskytnout u

neoplastickych onemocnéni a nékterych virovych infekci.

Tabulka ¢. 10. ZvySené hodnoty TK:

Maligni onemocnéni Benigni onemocnéni
« hematologicka maligni « virove infekce
onemocnéni .,
e psoriaza

. II:arLg:]oognrqeog nasledujicich . TBC pleuritida
o bronchogenni karcinom + sarkoid6za

revmaticka onemocnéni
o Caprsu *

o kolorektalni karcinom e zanetliva onemocnéni plic a
traviciho ustroji

o Ca prostat C .

P y e pernicidozni a megaloblasticke

o Catestes anémie
o Ca mocového méchyre o Kkolagendzy

o karcinomatdza seréznich
blan

Tabulka ¢&. 11. Referenc¢ni hodnoty TK:

Hodnoty: Jednotky:
Normalni hodnoty: 0-5 U/l
Hrani¢ni hodnoty 5-10 197]

Patologické hodnoty > 10 U/l




Fragmenty cytokeratinu

Jde o cirkulujici komplexy fragmentu cytokeratina 8, 18, 19, které se vyskytu;ji jak

v normalnim epitelu (jednoduchy, zlazovy, vyvodovy, pfechodny apod. ) tak v
nadorovych bunkach odvozujicich se od tohoto epitelu (mlé¢na zlaza, plice, ovarium,
stfevo, trachea, moCovy méchyf, pankreas, vétSina endokrinnich Zlaz, prostata

apod.). Jsou pak prokazovany protilatkami riizné oznacovanych testu.

Cytokeratiny tvofi tzv. intermediarni filamenta jsou souc€asti cytoskeletonu; jsou dva
typy: cytokeratinl : typ | - kyselé cytokeratininy 9 — 19 a cytokeratiny a typ Il neutralni
a bazické 1 — 8. V burikach jsou organizovany jako heterodimery. V procesu
buné&ného déleni je jejich zmnozeni projevem proliferace bunék. U malignich nador(
v progresi (Sifeni do okoli, metastazy) dochazi k proteolytickému odstépovani
solubilnich fragmentu, které se dostavaji do krevniho obéhu a jsou tak markery

nadorové proliferace.

Tabulka ¢. 12. Reaktivita riiznych testd proti fragmentim cytokeratinu

Test Fragment 8 | Fragment 18 | Dimer 8/19 | Fragment 19
TPA +++ + +++ +++
TPS + +++ + +
TPA-M + + +++ +++
TPACcyk + +++ + -
CYFRA 21-1 - - +++ +++

TPA (tkanovy polypeptidicky antigen)

Charakteristika : Tkanovy polypeptidicky antigen pfibuzny s fragmenty cytokeratinu

8, 18 a 19. Je tvofen normalnimi i nadorovymi bunkami. K markantnimu zvyseni

dochazi pfi vyrazném zvyseni proliferaéni aktivity. V t€hotenstvi stoupa béhem

gestace (k navratu k vychozim hodnotam dochazi 5 dni po porodu); zvysSen téz u

zanétu.

Vyskyt : Fyziologicky je TPA (spole€né s TPS) produkovan trofoblastem placenty, a

dale v jatrech, plicich, stfevé a ledvinach vyvijejiciho se plodu. U zdravych dospélych



je mozné oba markery zjistit v epitelialni vystelce vyvodu mié¢né zZlazy, mocového

méchyfe, v plicich a v organech traviciho traktu.

Tabulka ¢. 13. ZvySené hodnoty TPA:

Maligni onemocnéni Benigni onemocnéni
e Caprsu e hepatitida
e nadory orofacialni oblasti o jaterni cirh6za
o Ca prostaty o diabetes mellitus
o Ca stitné Zlazy o infekce respiracniho traktu
e Ca plic nemalobunécny e benigni onemocnéni prsu
o Caledvin « benigni onemocnéni traviciho
o Ca mocCového méchyre ustroji
. Ca ovarii e pooperacni stavy
« nadory varlat e revmaticka onemocnéni

Tabulka ¢. 14. Referencni hodnoty TPA:

Hodnoty: Jednotky:
Normalni hodnoty: 0-120 IU/ml
Hrani¢ni hodnoty 120 - 140 IU/ml
Patologické hodnoty > 140 IU/ml

Pozn.: V dlouhodobych studiich je nutné dodrzovat pouZzivani jednoho typu stanoveni
(TPA nebo TPS) vzhledem k odlisné specifité protilatek.

TPS (tkanovy polypeptidicky specificky antigen)
Tkanovy polypeptidovy antigen - specificky; tvofi se v pozdni S-fazi a G2 fazi
buné&ného cyklu (uvolfiuje se bezprostfedné po mitéze). Na rozdil od TPA je

stanovovan monoklonalni protilatkou (M3) proti jednomu epitopu - CK 18.



Tabulka ¢. 15. ZvySené hodnoty TPA:

Maligni onemocnéni Benigni onemocnéni
e Caprsu e Hepatitida
o Nadory orofacialni oblasti e Jaterni cirh6za
o« Cajater o Diabetes mellitus
o Ca pankreatu o Infekce respiracniho traktu
o Nadory varlat a ca prostaty « Benigni onemocnéni prsu
o Ca stitné zlazy e Benigni onemocnéni traviciho
. ustroji

o Caplic J

. Pooperacni stav
e Caledvin * P y

. e Revmaticka onemocnéni
e Ca ovarii

e Imunoalteracni onemocnéni

Tabulka ¢. 16. Referen¢ni hodnoty TPS:

Hodnoty: Jednotky:

Normalni hodnoty: 0-90 U/mi
Hrani¢ni hodnoty 90 - 120 U/mi
Patologické hodnoty > 120 IU/ml

Matrix metaloproteinazy:
Jedna se o skupinu proteolytickych enzymu, které plsobi svym proteolytickym
ucinkem na bazalni membranu endotelii a extracelularni matrix. V sou€asné dobé je

klasifikovano pfes 20 matrix metaloproteinaz, pfehled je uveden v Tab. €. 17.



Tabulka ¢. 17. Pfehled jednotlivych skupin matrix metaloproteinaz

Skupina Druh Zkratka Molek. Prlfnarnlosubstrgt
hmotn. (misto pasobeni)
Interst|0|§ln| MMP-1 52 kDa Kolagen typu I. - 111., VII.
kolagenaza VI, X.
Kolagenazy Neutrofl]nl MMP-8 75 kDa
kolagenaza
Kolagenaza 3 MMP-13
Gelatinaza A MMP-2 72 kDa Kolagen typu IV. - V.
Gelatinazy
Gelatinaza B MMP-9 92 kDa
Stromelysin-1 MMP-3 55 kDa Proteoglykany, _Iam|n|n,
fibronektin
romelysin-2 MMP-1 kD Kolagen IV. - V.
Stromelysin Stromelysi 0 55 kDa olage typu
Stromelysin-3 MMP-11 61 kDa Serinové proteazy
Metaloelastaza| MMP-12 54 kDa Elastin
MT1-MMP MMP-14
MMP MT2-MMP MMP-15
membranového MT3-MMP MMP-16 ~ 63 kDa Progelatinaza A
typu MT4-MMP | MMP-17
MT5-MMP MMP-21

Dfive byla uloha matrix metaloproteinaz spojovana pouze s degradaci bazalni

membrany extracelularni matrix. V posledni dobé se ukazuje, Ze matrix

metaloproteinazy maji v procesu rustu nadoru a metastazovani mnohem

v s

komplexnéjsi ulohu. Degradaci bazalnich membran kompartmentovych systémi

ovlivhuji nejen invazi nadoru do bezprostfedniho okoli, i intra a extravazaci

nadorovych bunék, ale ovliviiuji také migraci bunék v misté tvorby vzdalenych

metastaz. Hraji téZ vyznamnou ulohu v procesu angiogeneze a to vytvarenim

prostoru pro nové vznikajici cévy, podporou mobility endotelii a invazi bunék nadoru

do cév. U pacientt s kolorektalnim karcinomem byly patologické hodnoty proteinaz

MMP-1, MMP-2 a MMP-7 spjaty s vyskytem metastaz, v pfipadé MMP-1 korelovaly

hodnoty s Dukesovou klasifikaci a stupném postizeni lymfatickych uzlin. U pacientu




se stadiem Dukes C a D se metaloproteinazy MMP-1 a MMP-7 jevi jako nezavisly

prognosticky faktor nepfiznivé progndzy.

Antagonisticky proti proteolytickému ucinku matrix metaloproteinaz pasobi inhibitory
matrix metaloproteinaz TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinase). Jejich u€inek
spociva ve stabilizaci bazalni membrany, ktera se pod vlivem TIMP stava intaktni
vuci u€inku proteolytickych enzymu a znesnadriuje invazi nadorovych bunék a
endotelii. Vyznam intenzivniho zkoumani téchto latek spociva predevSim v moznosti
IéCebné intervence, kdy stabilizace bazalni membrany a inhibice proteolytickych

enzymU muze mit zasadni vyznam v kauzalni |éEbé metastaz.

V soucasné dobé probiha nékolik studii na mozny vyznam stanoveni metaloproteinaz
MMP-2, MMP-9 a jejich inhibitord z hlediska mozné v€asné detekce metastatického
procesu u pacientl s kolorektalnim karcinomem. Kromé pilotnich studii, které
poukazuji na mozny klinicky vyznam vSak doposud nejsou validni vysledky

k dispozici.

Nyni je v popfedi zajmu klinicky vyzkum vyuziti téchto inhibitord ve formeé 1éku.

V riznych Klinickych studiich se nyni testuje okolo 20 rliznych pfipravkul, nékteré jsou
jiz ve lll. stadiu klinického vyhodnoceni. Podrobné byly sledovany napf. Bay 12-9566
(fa Bayer), BB94 (fa British Biotechnology), které maji stabilizacni u€inek na bazalni
membranu a zamezuji tak moznému metastatickému procesu. Nékteré se davaji do

kombinace s interferony, bevacizumabem &i chemoterapii. f&122009

Adhezivni molekuly
Tato skupina zahrnuje asi 70 latek imunoglobulinového typu. Tyto molekuly maji
zasadni vyznam nejen v celé fadé fyziologickych procest (embryogeneze, imunitni
reakce, reparace poskozenych tkani), ale uplatriuji se i v celé fadé procesu
patologickych. V pfipadé adheze agregatu nadorovych bunék s krevnimi destickami
se uplatiuji predevsim selektin E, a dale imunoglobuliny ICAM-1, ICAM-2 a VCAM-1,
které se v interakci s cytokiny podileji na aktivaci endotelu a nasledné adhezi
agregatl destiCek a metastatickych nadorovych bunék k endotelu. Existuje nejméné

5 skupin adhezivnich molekul, viz Tabulka ¢. 18.



Tabulka ¢. 18. Prehled jednotlivych skupin adhezivnich molekul:

Adhezivni molekuly

Skupina Druh
Integriny B1-Bs
Selektiny E-selektin, P-selektin, L-selektin

Intercellular adhesion molecules: ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3

Imunoglobuliny Vascular cell adhesion molecules: VCAM-1

Kadheriny E-kadherin, P-kadherin, N-kadherin

Ostatni CD 22, CD 24, CD 44, CEA

V souvislosti s metastatickym procesem kolorektalniho karcinomu v jatrech pfipisuji
nékteré experimentalni prace vyznamnou ulohu onkofetalnimu antigenu CEA, ktery
se spolu s antigenem NCA (non specific cross-reacting antigen) vaze pres
peptidovou sekvenci PELPK na receptory Kupfferovych bunék v jatrech, ¢imz je
stimulovana produkce cytokinu (IL-1p, IL6), regulaéniho peptidu TNFa a dalSich
pusobku, které plsobi aktivaci endotelu krevnich jaternich kapilar, aktivaci
adhezivnich molekul (selektin E, VCAM-1, ICAM-1, ICAM-2) a tim vlastni adhezi
agregatl krevnich destiCek a metastatickych nadorovych bunék k jaternimu endotelu.
Tyto zavéry podporuji vysledky nékterych pilotnich studii, které popisuji patologicke
hodnoty selektinu E, VCAM-1, ICAM-1 u pacientl s jaternimi metastazami a to
prfedevsim v souvislosti s patologickymi hodnotami CEA. V kombinaci s CEA se tedy

jevi tyto adhezivni molekuly jako faktor Casného zachytu jaternich metastaz.

Faktory regulujici angiogenézu
Angiogeneze je proces, pfi kterém primitivni vaskulatura expanduje a nemodeluje se.
Tim dochazi k novotvorbé cév, které se mohou vzajemné propojovat a vétvit, ¢imz
dochazi ke zralému cévnimu systému. Jedna se o vicestupnovy proces (angiogenni
kaskada), ktery je regulovan fadou faktoru. Za fyziologického stavu jsou faktory
podporujici angiogenezi v dynamické rovnovaze s faktory, které ji potlacuji
(angiogenni a antiangiogenni faktory). Endothelialni buriky tedy samy o sobé pro
novotvorbu cév nestaci a pro kompletni novotvorbu je nezbytna jejich

soucinnost s peri-endoteialnimi bufikami a matrici.



U dospélého jedince je angiogeneze vysoce potlacena a jen asi u 0,01 %
endotelialnich bunék probiha déleni. VétSina nadora u lidi perzistuje in situ po dlouhé
mésice az roky bez znamek cévni novotvorby. Neovaskularizace zacne, jakmile
nadorové loZisko dosahne velikosti 1-2 mm? (asi 10° bunék) a piivod kysliku a Zivin
prostou difuzi pfestava pro vyzivu bunék a jejich déleni stacit. Limitace zasobeni
Zivinami udrzuje rovnovazné tempo mezi replikujicimi a zanikajicimi burikami, kdy je
po urcitou dobu proliferace v rovnovaze s apoptdézou. Hypoxicky nador je vSak
geneticky nestabilni, vznikaji v ném Cetné mutace (napf. mutace genu p 53, ktera
vede k potlaceni produkce antiangiogenniho trombospondinu). Objevuje se novy
fenotyp se zvySenou produkci VEGF a dalSich angiogennich faktort (tzv. TAF-tumor
angiogeneses factors). Tato zména je oznaCovana téz jako ,angiogenni switch®.
Angiogenni zvrat zahrnuje zmeénu lokalni rovnovahy mezi stimulatory a inhibitory
rustu mikrocév. Nadorové burniky mohou vytvaret zvySené mnozstvi jednoho €i vice
stimulatord, mobilizovat angiogenni faktory z extracelularni matrice, ¢i stimuluji

k jejich produkci bunky hostitelského organizmu jako napf. makrofagy, ¢i se jedna o
kombinace téchto rlznych vlivl. Mezi nejCastéji prokazané stimulatory patfi bFGF

a VEGF, ale v nadorovych tkanich byla prokazana cela rada dalSich faktoru.
Nadprodukce angiogennich faktord neni v8ak dostacujici, musi rovnéz dojit k supresi
inhibitord, které za normalnich okolnosti brani endotel pfed mitogennimi stimuly.
Proliferace je rovnéz regulovana pericyty (produkce mitogend, i snizeni senzitivy

k ristovym faktorim).

Na bunécéné urovni neovaskularizace dochazi ke stimulaci nadorového rastu diky
zvySené perfuzi a parakrinnim plsobkdm, jako je produkce ristovych faktort (bFGF,
IGFs, PDGF, granulocyte colony-stimulating factor) &i jejich uvolnénim z bunék

hostitele a dopravenim do nadorové tkaneé.



Tabulka ¢&. 19. Pfehled angiogennich a antiangiogennich faktort

Angiogenni faktory

Faktor

Mechanismus uéinku

MMP (Metaloproteinazy)

Proteolyza bazalni membrany a
extracelularni matrix

TNF alfa

Aktivace MMP

Angiopoetiny

Inhibice exprese adhezivnich
molekul

FGF beta (fibroblast growth factor)

Inhibice proliferace a migrace
endotelovych bunék
Stimulace tvorby inhibitort proteaz

VEGF (vaskularni endotelovy rustovy faktor)

Zvyseni permeability
Navozeni proliferace endotelu

EGF (epidermal growth factor)

Stimulace vydeje VEGF

PDGF (Rust. f. odvozeny od trombocytu)

Stimulace proliferace fibroblasta
Stimulace tvorby kolagenu

PAI — 1 (Inhibitor plasminového aktivatoru 1)

Stabilizace matrix kolem novych cév

Antiangiogenni faktory

Faktor

Mechanismus Gc¢inku

FGF beta (fibroblast growth factor)

Inhibice proliferace a migrace
endotelovych bunék

Stimulace tvorby inhibitor( proteaz

Trombospodin

Univerzalni inhibice angiogeneze

TGF- beta

Inhibice proliferace
Zvyseni tvorby thrombospodinu

Angiostatin

Inhibice proliferace endotelii

PF-4 (platelet factor 4)

Inhibice proliferace endotelii

Interferon alfa, beta

Inhibice proliferace endotelii

Antiangiogenni interleukiny (IL-12, IL-18)

Inhibice migrace endotelii

Endostatin

Indukce apoptdézy endotelii

Z klinického pohledu neovaksularizace umoznuje nadoru rust a metastazovani, coz

Casto vede ke klinické symptomatologii nadorového onemocnéni. Vétsinou nadory

zacinaji byt klinicky zfejmeé az po angiogennim zvratu, ale to rovnéz neznamena, ze

to povede k rychle rostoucimu nadoru. Za urcitych okolnosti mohou byt také




vzdalené metastazy suprimovany cirkulujicimi inhibitory z primarniho loziska a
zacnou rust az po jeho odstranéni. Paradoxné&, neovaskularizace snizuje schopnost
pruniku chemoterapeutik do nadoru. Zatimco nadory mensi nez 1 cm (v pocate¢nim
stadiu neovaskularizace) jsou dobfe prokrveny, vétsi nadory jsou diky utlaku cév
prokrveny hiife. Utlak je zpGsoben zvy$enym intersticialnim tlakem pfi zvysené
permeabilité nové tvofenych cév a snizenym poctem lymfatické drenaze, coz vede
Casto k centralnim nekr6zam. Proto také neni pfekvapuijici, Ze antiangiogenni latky

snizenim intranadoroveého tlaku zlepSuji dostupnost chemoterapie.

Novotvorba cév je tedy procesem, bez kterého nemuze organizmus prezit, ale je i
zakladni podminkou preziti a dalSi progrese a metastazovani nadorového
onemocnéni. Jedna se o komplexni proces fizeny celou fadou faktori a pouze jeden

z biologickych rystu nadorového onemocnéni.

Z pfedchoziho vykladu vyplyva, Ze existuje uzky vztah mezi angiogenezi a tvorbou
metastaz. Cim je angiogeneze intenzivné&jsi, tim je riziko metastaz vétsi a prognéza
nadoroveho onemocnéni horsi. | v pfipadé kolorektalniho karcinomu bylo prokazano,
Ze intenzita angiogeneze v marginalnim okraji nadoru koreluje s prognézou
nadorového onemocnéni. Z angiogennich faktorl je nejintenzivnéji studovan
endotelialni rustovy faktor VEGF. Sérové hodnoty VEGF koreluji u pacient(

s kolorektalnim karcinomem s nepfiznivou prognézou a tato korelace je nezavisla na
vyskytu distanénich metastaz ©"™ 19%9)-Nepodafilo se prokazat, Ze se jedna o
nezavisly prognosticky faktor. Z dalSich provadénych studii publikoval Shimoyama a
kol. (Shimoyama 1999) gignjifikantné vy$$i hodnoty angiogeninu u pacientt s kolorektalnim
karcinomem ve stadiu Dukes C ve srovnani se skupinou pacientu ve stadiu Dukes A.
Sérové hodnoty signifikantné korelovaly s histologickym prikazem angiogeninu

v nadorové tkani. Rizné mechanizmy inhibice angiogeneze mohou byt v budoucnu
pfinosem v terapii nadorového onemocnéni a vysledky prvnich klinickych studii jsou

povzbudivé. Dle mista ucinku se jedna o tfi hlavni skupiny terapeutik:

o Inhibitory stimulator( a pfirozeni antagonisté angiogeneze
« Inhibitory endotelialni proliferace a migrace

« Stabilizatory bazalni membrany



Faktory apoptozy
Rust nadorovych bunék je podminén nejen nekontrolovatelnym bunéénym délenim,
ale také zvySenou schopnosti prezivat. VétSina nadorovych bunék ziskala rezistenci
vuci mechanismum vedoucim k jejich programovanému zaniku — apoptdze. Naruseni
signalizace apoptozy je obecnym prfedpokladem existence a rozvoje nadorovych
bunék. Velmi dulezitou ulohu pfi tomto procesu ma pravdépodobné onkogenni
potencial faktoru Bcl2 (B-cell ymphoma gen). Jeho nadmérna exprese ma vliv na
naruseni apoptozy. Timto mechanismem maji neoplastické bunky selekéni vyhodu,

mohou setrvavat jako loZiska v hostitelské tkani ochranéné pred apoptozou .

Je nutné velice dusledné rozliSovat mezi dvéma déji — nekrézou a apoptdzou.
Nekroza je patologicky proces, kdy dochazi k nekontrolovanému, nahlému a
chaotickému zaniku bunék. Dochazi pfi ni k dilataci endoplasmatického retikula,
alteraci mitochondrii, zdufeni buriky a nasledné k ruptufe plazmatické membrany.
Tim dochazi k definitivnimu zaniku buriky. Apoptdza je fyziologicky proces, kdy
dochazi ke kondenzaci chromatinu, segmentaci jadra, postupnou tvorbou
apoptotickych télisek, které obsahuji ¢asti cytoplasmy i fragmenty jadra. Tato téliska
jsou postupné fagocytovana makrofagy a jinymi fagocytujicimi bufikami. Rozdil

vyplyva z obrazku €. 8:



Obrézek ¢&. 8. Schéma apopt6zy MasePust 2009)
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1.1.1.1. Metody stanoveni parametra biologické aktivity

Parametry biologické aktivity Ize detekovat jednak imunohistochemicky €i v cytosolu
nadorové bunky (celularni markery) nebo cirkuluji v krvi €i jinych télnich tekutinach
(humoralni markery) a stanovuiji se zpravidla pomoci metod imunoanalytické analyzy.
Tyto metody ziskavaji postupem Casu stale vétsi popularitu. Od Cisté klinického
pouziti se dnes rozSifuji do mnoha dalSich oblasti, kde je vyZadovano specifické,

rychlé a levné stanoveni urcité latky v pfitomnosti dalSich komponent.



Tabulka €. 20. Prehled imunoanalytickych metod pouzivanych k detekci parametrd
biologické aktivity u kolorektalniho karcinomu.

Specificky nazev

Typ metody: Vyrobce Parametr
metody:
. TPA
IDL Biotech PS
IRMA
AB
(Imunoradiometricka MonoTotal
RIA analyza) CEA
Immunotech
(Radioimunoanalyza) CA 19-9
REA
(Radioenzymova Immunotech TK
analyza)
CEA
CanAg CA 19-9
CA 242
ICAM
ELISA . .
Biomedica V-CAM 1
EIA .
E-selektin
E i ly
(Enzymoimunoanalyza) IDL Biotech TPS
AB TPA
MEIA
_ _ CEA
(MikroCasticova Abbott
. ] CA 19-9
imunoanalyza)
CEA
CMIA Beckman
(Chemoluminiscenéni o CA19-9
. Chemiluminiscence
magneticka CEA
. . Roche
imunoanalyza) CA 19-9




