Chem. Listy 706, 1619 (2012)

Referat

NADOROVE MARKERY A JEJICH VYUZITI V KLINICKE PRAXI

IVvA MACHOVA®, ANDREA BRAZDOVA",
MARTIN FUSEK” a JARMILA ZIiDKOVA"

“ Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i.,
Flemingovo ndmésti 2, 166 10 Praha 6 — Dejvice, ” Ustav
biochemie a mikrobiologie, Vysoka skola chemicko-
technologicka, Technicka 5, 166 28 Praha 6 — Dejvice
iva.machova@yscht.cz

Doslo 8.8.11, ptijato 22.8.11.

Klicova slova: nadorové markery, prostaticky specificky
antigen, tkanovy polypeptidovy antigen, o-fetoprotein

Obsah

1. Uvod
2. Charakteristika nddorovych markerti
2.1. Aplikace v praxi klinické biochemie
2.2. Klasifikace nadorovych markert
2.2.1. Markery produkované nddorem
2.2.2. Markery asociované s nadorem
2.2.3. Detekce mutace genil jako rakovinny marker
3. Zavér

1. Uvod

Rakovina je definovana jako soubor onemocnéni vy-
chézejici z poruch genomu, napt. mutace, delece, amplifi-
kace nebo nedostate¢né reparace genovych defekti. Tyto
poruchy vedou k poruchdm regulace riistu a mnoZzeni po-
Skozenych bunék. V soucasnosti nejsou dostupné lécebné
postupy, které by tyto poruchy na urovni DNA cilené
opravovaly. Casné zachycena nadorovd onemocnéni mo-
hou byt Uspésné 1écitelnd. Dilraz je kladen piedevSim
na vcasnou diagnostiku onkologickych onemocnéni
a 1é¢bu s minimalnimi neZ4ddoucimi ucinky a ndklady.
Onkologicka onemocnéni jsou po nemocech srdce a cév
nejéast&jsi pricinou umrti v CR'. Statistiky ukazuji zvy3u-
jici se vyskyt nadorovych onemocnéni. Lécba pacienta
s nadorovym onemocnénim zahrnuje casto kombinaci
nékolika postuptt (1é¢ba chirurgicka, chemoterapeuticka,
biologicka, radioterapeutickd, popi. hormonalni terapie,
imunoterapie, hypertermie, kryoterapie, fotodynamicka
terapie)’. Stanoveni hladiny nadorovych markeri je nedil-
nou soucasti vySetfovacich metod pro stanoveni diagnozy,
prognézy a kontroly pribé¢hu 1écby.

Nadorovym markerem rozumime molekuly pfevazné
bilkovinné povahy, které se nachdzeji v organismu
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v disledku maligniho zvratu. Lokalizace nadorovych mar-
kerti je rozmanitd. Mohou byt pfitomny pfimo ve tkani
nadoru (bunéény nadorovy marker) nebo jsou naddorem
produkovany (s nadorem asociované antigeny), popt. jsou
produkovany hostitelem jako odpovéd’ na pfitomnost na-
doru (indukované nadorové markery — proteiny akutni
faze, napt. o-1l-antitrypsin, C-reaktivni protein, haptoglo-
bin)**. Mezi markery produkované p¥imo tumory se fadi
enzymy (laktatdehydrogenasa), imunoglobuliny a jejich
casti (tzv. paraproteiny), hormony (choriovy gonadotropin,
kalcitonin), fragmenty glykoproteinti, onkofetalni antigeny
(a-1-fetoprotein, karcinoembryonalni antigen), fragmenty
cytokeratin (tkanovy polypeptidovy specificky antigen,
tkanovy polypeptidovy antigen), molekuly receptorové
povahy (estrogenovy a progesteronovy typ) a cirkulujici
bun&éné elementy (cirkulujici nadorové buiky)’. Mezi
nejnovejsi rakovinné markery patfi i detekce genovych
mutaci, napf. tumor- asociovanych gend.

2. Charakteristika nadorovych markeru

Idealni nadorovy marker pro klinickou praxi by mél
mit stoprocentni specifitu pfi co nejvySsi senzitivité,
v praxi by se jednalo o jeho ,,nulovou hladinu“ u lidi
bez maligniho onemocnéni a rany zichyt rakovinného
bujeni. Jakykoli organové specificky marker by mél kore-
lovat se stddiem a rlstem nadoru, prognézou a ucinnosti
terapie®. V soulasnosti zatim neni k dispozici univerzalni
marker, proto se pfi analyzach stanovuje vice rakovinnych
markert, jejichZ vzajemna specifita a senzitivita se prekryva.

2.1. Aplikace v praxi klinické biochemie

Vyhodou biochemické diagnostiky onkologickych
onemocnéni pomoci markerd je relativné nizky prah stano-
vitelnosti, diky kterému je mozno odhalit pfitomnost ma-
ligniho bujeni s nddorem jiz o hmotnosti 1 mg, tedy
cca 10° rakovinnych bungk. Klinicka diagndza je schopna
vétsinou odhalit nadory obsahujici cca 10° bunék®.
V soucasnosti je vétSina rozpustnych nadorovych markeri
stanovovana z krevniho séra pacientd. V ramci lécebné
terapie se markery vyuzivaji pro primarni diagnostiku, sle-
dovani konkrétniho pribéhu nemoci a ucinnosti terapie.
Dilezitou tlohu mohou sehrat i ve screeningu onemocnéni.

Screening je organizované, kontinudlni a vyhodnoco-
vané preventivni vySetfeni provadéné pro vcasny zichyt
zhoubnych onemocnéni u asymptomatickych pacientl.
VétSina marker vzhledem k nizké specifit€ a senzitivité
neni vhodna pro preventivni screening velkého poctu
asymptomatickych pacientll. Ke screeningu se vétSinou
pristupuje u symptomatickych pacientii nebo u pacientl
s vysokym rizikem vyvoje naddorového onemocnéni, pte-
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devsim u genetickych predispozic — napf. vysetfovani kal-
citoninu v rodindch s vyskytem meduldrniho karcinomu
$titné zlazy®.

Pro stanoveni skute¢né hodnoty markert u diagnosti-
kovaného onemocnéni a v pribéhu 1écby je tfeba brat oh-
led na biologické polo€asy rozpadu jednotlivych markert.
Je dulezité zvolit spravné intervaly vySetfeni krve tak, aby
byl skutecné postihnut U¢inek terapie, nikoliv jen tzv. lysis
fenomén (prudké navyseni hladiny markeru v disledku
cytolyzy zpusobené protinadorovou terapii). Z tohoto du-
vodu se nadorové markery stanovuji nejdfive koncem
3. tydne, resp. ve 4. tydnu od zahajeni terapie’.
U stanoveni hladin je nutné vyloucit pfipadné rusivé vlivy.
Je znamo, ze né€kterd stanoveni jsou ovlivnéna postupem
vySetieni. Naptiklad stanoveni prostatického specifického
antigenu (PSA), jakozto markeru rakoviny prostaty, je
podminéno odbérem krve az 48 h po rektalnim vySetteni
prostaty. Zavaznym bodem vyhodnoceni analyzy je moz-
nost falesné pozitivy vysledkd zptisobené zvysenou hladi-
nou markerd jako dasledek jejich produkce u nemalignich
onemocnéni, zivotospravou a jinymi vlivy nebo poruchou
jejich vylucovani (zejména u poruchy funkce jater
a ledvin)**. Hladina markerti se posuzuje v zavislosti
na klinické remisi a priibéhu terapie. Trend stoupajici hla-
diny ve tfech po sobé jdoucich odbérech znac¢i recidivu,
resp. progresi. Nartst o vice nez 25 % znaci progresi one-
mocnéni, pokles o vice nez 50 % znaéi parcialni remisi*.

2.2. Klasifikace nddorovych markert

Jak bylo jiz vySe zminéno, rakovinné markery lze
klasifikovat do dvou hlavnich skupin: markery produkova-
né nadorem a markery asociované s nadorem.

2.2.1. Markery produkované nadorem

Tato skupina se dale ¢leni na antigeny (onkofetalni,
onkoplacentarni, specifické, proliferacni atd.), hormony,
enzymy.

Vyznamnym onkofetdlnim markerem je a-fetoprotein
(AFP). AFP je fyziologicky glykoprotein produkovany ve
fetalnich jatrech a zloutkovém vaku v prib&éhu embryonal-
niho a fetalniho obdobi. Jedna se o analog albuminu, jehoz
hlavni funkci v organismu je transport fady latek
(bilirubin, mastné kyseliny, retinoidy, atd.). Po narozeni
jeho koncentrace klesa. V dospélém zdravém organismu je
jeho syntéza minimalni, pouze u té¢hotnych Zen prechazi
pres placentu do krve a je tedy fyziologicky zvysSen
v téhotenstvi*®. Z klinického pohledu je senzitivita AFP
vysoka predevSim u hepatocelularniho karcinomu
(senzitivita u nelééeného onemocnéni je az 80 %), dale
pak pro germindlni nadory vajecnikl a varlat. U Cisté em-
bryonalnich nadorti a nadord Zloutkového vaku je dosaze-
no az 80% senzitivity, u teratom je to 20 % (cit.*™®).

Do skupiny onkoplacentarnich markerti se fadi napf.
glykoproteinovy hormon lidsky choriovy gonadotropin
(hCQ). Tento hormon se sklada z a-podjednotky, ktera je
témet shodna s dalSimi hormony (folikuly stimulujici
a luteiniza¢ni hormon) a B-podjednotky, kterd odpovida za
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biologickou funkci jednotlivych hormont®. Fyziologicky
je hCG zvySen v priib¢hu te€hotenstvi. V tomto piipadé
tedy nelze hCG spojovat s rakovinnymi markery”*. Meto-
dy stanoveni hCG jsou zaloZeny na rozpoznani epitopti C-
konce B-podjednotky specifickymi protilatkami. Citlivost
téchto testl je limitovana afinitou protilatek k B-hCG.
Zvysend hladina slouzi jako ukazatel nadoru varlat,
tzv. seminomu. Ve vysokych koncentracich je hCG produ-
kovan predevsim trofoblastickymi nadory. Zvysené hod-
noty hCG se nalézaji u fady jinych nadort, véetné nadoru
vajeénikli, gastrointestinalnich, mocového méchyie, plic,
pankreatu, ledvin. Screening pomoci hCG je doporuc¢ovan
u symptomatickych pacientl, napf. pfi podezieni
na germindlni nadory varlat. Stanoveni hladiny hCG v séru
se pouziva predevsim pro uréeni stadia nemoci, potvrzeni
histologického charakteru nadord varlat a pro nasledné
monitorovani’. Zvysena koncentrace hCG se vyskytuje
i u patologickych stavi, které nesouvisi s nadorovym one-
mocnénim, napf. pfi vyskytu myoml nebo ovarialnich
cyst4.

Prostaticky specificky antigen (PSA) zastupuje skupi-
nu specifickych markerd. Jedn4 se o serinovou proteasu
Stépici inhibitor motility spermii — semenogelin, prevlada-
jici protein lidského ejakulatu*>’. Fyziologicky dochézi
k produkci PSA v kolumnarnich a kuboidnich bunkach
prostaty. PSA je mimo to produkovan normalnimi
1 malignimi bufikami mlééné Zlazy, avSak jednad se
jen o buiiky s progesteronovym receptorem’. Zvysena
hladina PSA je pfednostn€ spojena s nemocemi souviseji-
cimi s prostatou, tyto nemoci nemusi byt rakovinného
ptvodu. Casto se jedna o benigni hyperplasii prostaty nebo
prostatitidu'®. Vzhledem k tomu, Ze hladina PSA u muzi
nad 40 let postupné s vékem vzriista, je tfeba nastavit de-
tekéni limity podle v&kovych skupin pacientd''. Zvysené
hladiny PSA zptsobuji i neddvna rektalni vySetfeni prosta-
ty, ejakulace, biopsie, transuretalni resekce nebo jina me-
chanicka drazdéni prostaty4’5.

Do skupiny prolifera¢nich marker antigenné speci-
fickych fadime tkanovy polypeptidovy antigen (TPA).
TPA je jednotetézcovy polypeptid tvoieny proteolytickymi
fragmenty cytokeratinu typu stfedni mikrofilamenty
(cytokeratin 8, 18 a 19) (cit.**'?). Produkce TPA byva
spojena s rychlou obnovou bunék. Zvysené hladiny v séru
byly pozorovany zejména u pacientd s rakovinou'®. Vyuzi-
va se k monitorovani progrese karcinomu mocového me-
chyte, nadoru prsu, plic, ledvin a gastrointestinalniho trak-
tu*’. Nicméné i néktera onemocnéni jater (cirhdza, hepati-
tida) nebo infek&ni choroby zvysuji hodnotu TPA (cit.*).

2.2.2. Markery asociované s nadorem

Markery sdruzované s naddorem jsou zastoupeny urci-
tymi proteiny v plazmé a receptory (napf. steroidni recep-
tory).

Vyznamnym plazmatickym proteinem slouzicim také
jako rakovinny marker je ferritin. Tento glykoprotein je
fyziologicky produkovan retikuloendotelidlnimi buikami
sleziny, jater a kostni dfené. SniZena koncentrace byva
priivodnim jevem anémie z nedostatku Zeleza®*. Patologic-
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ké zvyseni ferritinu nalezneme u nadorovych onemocnéni,
jako je akutni myeloblastickd leukemie, hodgkiniv
a nehodgkintiv lymfom, mnohocetny myelom. Nespecific-
ké zvySeni pak provazi i maligni melanomy a testikularni
nadory. Koncentrace tohoto markeru hematologickych
malignit obvykle koreluje se zavaznosti onemocnéni.

Steroidni receptory jsou v soucasnosti nejvyznamngéj-
$im markerem rakoviny prsu®. Primarnim ti¢elem stanove-
ni molekul estrogenového (ER) a progesteronového (PR)
receptoru  je odhadnout pravdépodobnou odpovéd
na endokrinni terapii u pacienti s rakovinou prsu. Jejich
stanoveni se provadi v soucasnosti nejvice imunohistoche-
micky™®.

Dalsi vyznamny receptor je z rodiny guanylyl cyklas
— guanylyl cyklasa C (GCC), ktery se fyziologicky nachazi
jen ve stfevni sliznici. Aktivita GCC byla v nedavné dobé
nalezena také u lidi s primarnim a metastazujicim karcino-
mem tlustého stfeva, ¢cimz by GCC mohl predstavovat
selektivni marker pro metastazy kolorektalniho karcinomu
v extraintestindlnich tkanich. Selektivni exprese GCC
v normalni stfevni sliznici a v nadorovych bunkach tlusté-
ho stfeva mize byt vyuzita k rozvoji diagnostickych testl
pro detekci nadorovych bunék v normalnich tka-
nich a v krvi pro stanoveni stadia nemoci a pro sledovani
onemocnéni'*,

Dalsim markerem nezarazenym do uvadénych skupin
je napf. hemoglobin, jehoz prikaz ve stolici je asociovan
s kolorektalnim karcinomem.

2.2.3. Detekce mutace genii jako rakovinny marker

Soucasny trend v oblasti diagnostiky rakoviny je spo-
jen se studiem mutaci na urovni DNA. Jedna se predevsim
o tzv. tumor-asociované geny, které jsou zkoumany imu-
nohistochemickymi a molekularnimi analyzami (PCR,
chipové technologie) jako moZné budouci diagnostické,
prognostické a terapeutické markery.

Jeden z nejcastéji mutovanych tumor-supresorovych
gent u lidskych nadort je gen p53. Mutace genu p53 vede
ke vzniku nefunkéniho proteinu p53, ktery tak nemuze
kontrolovat genomovou integritu ani indukovat apoptozu,
coz ma za nasledek mnozeni poskozené bunky a tedy roz-
voj rakovinného bujeni. U nemalobunéc¢ného typu rakovi-
ny plic se mutace genu p53 nalézaji az v poloviné nadorti
a Cast&ji se vykytuje u nadori skvamoéznich bunék nez
u adenokarcinomu'. O jeho vyuziti jako rakovinného mar-
keru se uvazuje predev§im ve spojitosti s hodnocenim
progndzy u rakoviny prsu, plic a tlustého stfeva. U rakovi-
ny prsu byla prokazana spojitost mezi vyskytem abnormal-
niho p53 a zvySenou agresivitou nadoru, zvySenym rizi-
kem recidivy i umrti'S.

V patogenezi lidskych nadort hraje dtlezitou roli také
mutace ras geni. Mutaci na kodonu 12,13 nebo 61 jedno-
ho ze tfi ras gent (K-ras, N-ras, H-ras) dochazi ke vzniku
aktivniho onkogenu. Mutace ras gent se naléza v riznych
typech nador. Nejvyssi incidence je u adenokarcinomu
slinivky bfisni, tlustého stfeva, plic, nadori §titné zlazy
a u myeloidni leukémie. U jednotlivych druhti nadort se
muize vyskytovat s vyssi Cetnosti jen jeden urcity mutova-
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ny ras gen, napt. mutace K-ras genu u adenokarcinomu
plic, slinivky a tlustého stfeva, oproti tomu N-ras u mye-
loidni leukémie'”.

V soucasnosti jsou mutace genil detegovany piede-
v§im pro predikci odpovédi pacienta na nécktera 1éCiva,
popt. sledovani G€innosti terapie (napf. gen Her-2 u paci-
entt s rakovinou prsu) nebo pro odhaleni pacienti
s vysokym rizikem vzniku rakoviny prsu a vajecnikd
v ramci screeningu (napf. BRCA 1 a 2)%'%.

Genovou nestabilitu vedouci k tvorbé nadort zpiso-
buje krom¢ tumor-supresorovych gentl i mutace gend zod-
povédnych za opravu chyb v DNA (tzv. mismatch repair
gene — MMR). Nadory s defektnim MMR maji odlisné
molekularni a klinicko-patologické vlastnosti oproti nado-
rum s funkénim MMR a obvykle maji i pfiznivéjsi progno-
zu. Mutace v téchto genech zabrafiuje opravam deleci
a inzerci vzniklych v mikrosatelitech a vznika tak tzv. mi-
krosatelitni nestabilita (MSI), ktera se vyskytuje az u 90 %
hereditarnich nepolyp6znich kolorektalnich karcinomu
au 10-15 % sporadickych adenomil tlustého stfeva. Siroce
vyuzivanym markerem pro stanoveni MSI v nadoru je
poly(A)mononukleotidova repetice BAT26 (cit.').

3. Zavér

Onkologickd onemocnéni jsou po nemocech srdce
a cév nejlast&j3i pticinou amrti v CR'. Kazdy rok je dia-
gnostikovana a pfijata k 1écbé fada novych pacienti
s nadorovym onemocnénim, v roce 2009 — 55 696 pacien-
ti, v roce 2010 — 55 157 pacienti™®. Stanoveni hladiny
nadorovych marker je nedilnou soucasti vySetfovacich
metod pro vcasné zachyceni nemoci, stanoveni diagnozy
a kontroly prib&hu 1é¢by. V soucasnosti neni znam mar-
ker, jehoz specifita a senzitivita by byla natolik vysoka,
aby mohl byt pouzit jako tzv. univerzalni standard. Nicmé-
né je znama fada specifickych markert, jejichz soub&ézné
stanoveni je dostatecné senzitivni pro zachyt velkého pro-
centa onkologickych onemocnéni. Efektivni vyuziti celé
fady nadorovych markert v klinické praxi vyzaduje spolu-
praci praktickych lékart, onkologt, chirurgli a dalSich
specialistti. Dikladny popis, spravna interpretace a odhale-
ni ¢i vyvarovani se falesné pozitivit¢ vysledkl u nékterych
fyziologickych nebo i patologickych stavil nesouvisejicich
s rakovinou by mohlo pfispét ke spolehlivému screeningu
a volbé ucinné terapie.

Tato prdce byla financovina z ucelové podpory na
specificky  vysokoskolsky vyzkum MSMT (Rozhodnuti
¢. 21/2011), 144 600110902 a podporena grantovym pro-
jektem VZ MSMT 320519126.
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Tumor markers known also as cancer or oncological
markers are substances produced either by tumor or nor-
mal cells as a response to the presence of cancer . The
markers are used for the detection, diagnosis, prognosis
and control of treatment. There is no absolutely specific or
universal cancer marker; therefore different markers for
different cancer types are used in clinical practice. A prob-
lematic feature of cancer markers is their falsely positive
results under physiological and non-cancer conditions.



