Nadorove (tumorove) markery
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Siroké spektrum molekul

(vétSinou proteint) rozdilnych
vlastnosti, ktere se vyskytuji se ve
zvysené koncentraci

v nadorovych tkanich nebo

v krvi onkologickych nemocnych




Mohou byt produkovany

v Nadorovymi bunkami

Nadorem asociované antigeny-

nadorove specificke antigeny a s

nadorem asociovane antigeny)

v Jinymi tkanemi jako jejich
odpoved na pritomnost nadoru

Indukovane TM



Nadorove bunky

_|_
> Nekontrovatelny rtst urcité ¢asti bunécné

populace
> Zmeny v genomu/ enzymovem systemu

> Jsou naruseny kontrolujici a Fidici
mechanismy pro normalni rtst



Rozdéleni nadoru

1> Benigni (nezhoubné)-nepronika do okolnich
tkani ani se nesiri do jinych Casti téla

> Maligni (zhoubné)
- karcinomy (epitelialni nadory)
- sarkomy (mesenchymalni ptivod)
- hematologické nadory

Casto vytvareji metastazy =druhotné loisko
maligniho nadoru, ktere vznika Sirenim nadorovych bunek
primym prorUstanim, krevnim obéhem nebo lymfatickou
cestou)



Mezinarodni klasifikace
malignich nadoru (TNM)

+T rozsah primarniho nadoru
N stav regionalnich uzlin (metastaz)
M pritomnost vzdalenych metastaz



Tridéni tumorovych markeru
(podle vyskytu)

1.+Humorélni (prokazovane v krvi
nebo jinych telesnych tekutinach)

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

Steroidni receptory (estrogenove, progesteronove)
Receptory ristovych faktord
Onkoproteiny (Her-2/neu)

Produkty supresorovych gent (p53)
Proteinazy



Tkanové a bunécné markery
_|_
Molekuly receptorové povahy

> Estrogenovy receptor

> Progesteronovy receptor

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

» Receptor pro IL-2
» C-erb-B2, ...



Tridéni tumorovych markeri
(podle biologickeé funkce)

L
1. Onkofetalni a onkoplacentarni
antigeny (CEA,AFP, hCG)
Onkofetalni antigeny — latky vytvarené organismem ve fetalnim

obdobi(po narozeni se tvori jen v souvislosti s néjakym
onemocnenim, nejcasteji nadorem)

2. Karbohydratovée molekuly s epitopy

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



3. Proliferacni a diferenciacni antigeny
(TPS, PSA, TK, CEA)

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

5. Enzymy (NSE, TK, LD)

6. Specificke proteiny (ferritin, beta2-
mikroglobulin,

monoklonalni imunoglobuliny
volneé lehke retézce kapa a lambda



7. 5eceptory (estrogenove, progesteronove,
ristovych hormont)

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

!

Gen bunécného nebo virového plivodu
zodpovédny za rychly a nekontrolovany rist
zivocisnych bunek (mutovany gen)

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



Jaky je vyznam stanoveni TM?

_|_
v Sledovani efektu terapie

v VCasny zachyt progrese a recidivy choroby

v Rozliseni mezi benignim a malignim nadorem
v UrCeni stadia onemocnéni

v Odhad prognozy



koncentrace ®
TU markeru

v krvi

-
cas sledovani



Screening a primarni diagnostika
_'_
U asymptomatickych vysSetrovanych

Vétsina nadorovych markeri
neni k tomuto ucelu vhodna



Diagnosticke vyuziti (1)

Doporuceni odbornych spolecnosti

_l_
Typ nadoru Hlavni Vedlejsi

Tluste strevo, rektum |CEA, CA19-9
Zaludek CEA,CA72-4 |CA19-9
Pankreas CA19-9, CEA |CA125
Prsni zlaza CA15-3, CEA |CA125, TPS
Ovarium CA125,CA19-9 | CA/2-4
Déloha SCCA, CA125 |CEA




Diagnosticke vyuziti (2)

Typ nadoru Hlavni Vedlejsi

Plice (malobunéény) NSE, CEA TPS

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

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




Doporuéené nadorové markery vhodné pro monitorovani priibéhu choroby a Géinnosti terapie

Nador — lokalizace Markery zakladni Markery dopliikové

tlusté strevo CEA CA19-9

Zaludek CA72-4 CEA

jicen Horni tretina SCC CYFRA 21-1

Dolni tretina CAT72-4 CEA

pankreas CEA, CA 199

Alfa-1-fetoprotein
CEA

jatra a Zluénik
hepatom

cholangiocelularni CA19-9

y CEA

S CA 15-3, CEA TPA (TPS)

nemucinézni CA 125 HE4 TPA (TPS)

mucindézni CA 199, CA 724 CEA

AR Alfa-1-fetoprotein

germinativni hCG

epidermoidni SCC CEA, CYFRA 21-1

e adenokarcinomy CEA

déloha CA15-3 CE

vulva SCC

ledviny CEA, TPA (TPS) NSE

moéovy méchyi TPA (TPS) CYFRA 21-1

e PSA, PSA volng ACP

seminomy Ke NSE, SP1

testes Alfa-1-fetoprotein
hCG

neseminomy Alfa-1-fetoprotein

Karcinoid HIOK, NSE

diferencované TG

nadledviny — kira 17-ketosteroidy 17-hydroxysteroidy

Stitna Zlaza medulami Kalcitonin, CEA NSE

anaplastické TPA (TPS)

Melanogeny S-100 protein,

Melanom NSE Thymidinkiniza

[ SCLC CEA NSE TPA (TPS)

plice [ NSCLC CYFRA 21-1, CEA SCC

hlava a krk CEA SCC, CYFRA 21-1

neuroblastomy NSE

—_— o :
centraini nervovy gliomy CEA

ysté e
sysiem astrocytomy Thymidinkindza

Thymidinkindza

leukémie Eeritin

Beta-2-mikroglobulin

hodgkinsky Feritin

e Beta-2-mikroglobulin

Thymidinkindza

Beta-2-mikroglobulin
Feritin

hodgkinsky

lymfom Beta-2-mikroglobulin

Thymidinkinaza

non-hodgkinsky

Beta-2-mikroglobulin
paraproteiny

mnohocetny myelom




Negativni nalez neznamena

nepritomnost nadoru!
a haopak

Pozitivni nalez neznamena

pritomnost zhoubného
nadoru!

Universalni tumorovy marker,
ktery by jednoznacné urcil, zda
jedinec ma nebo nema nadorovou
chorobu neni zatim znam!




Preanalyticka faze

i Pravidla pro odber/vybér TM

v Typ TM je dan lokalitou nadoru
v Frekvence podle uvedenych zasad (polocas,
doporucené casovani)

v Respektovat doporuceni odbornych
spolecnosti

v Obvykle serum, neni-li vyzadovano jinak
v Nutna kontrola preanalytickych vlivl pFi
odberu



Zvysené hodnoty mizeme
nalézt take

_I_

U nemalignich onemocnéni(hyperplazie prostaty-PSA)

Po vysetrovacich zasazich(rektaini vySetfeni prostaty-
PSA)

Po chirurgickem zakroku(CA 19-9, CA 125)

Po kontaminaci analyzovaného materialu(sliny-
SCCA)

Pri akutni terapii(chemoterapie, radioterapie-TPS)
Interference (hemolyza-NSE)
Koureni (CEA), téhotenstvi (hCG)



Metody stanoveni TM

_|_
1. Imunoanalytické metody

2. Metody molekularni biologie
3. Metody chemickeé
Stanoveni enzymti
Metody chromatograficke
Metody elektroforetickeé



Standardizace imunoanalytickych
metod na stanoveni TM je nizka

-

NI\ .

Priciny
v Nizka specifita pouzivanych
protilatek,které jsou orientované proti
nestejnym epitoplim
v Antigen existuje ve vice izoformach
v Interference



Dalsi metody pouzivané pro

diagnostiku nadort

_'_
> Imunohistochemie (tkané z bioptickych

vzork{)
> Biofyzikalni (rtg, CT, Sono, PET)
> PrUtokova cytometrie



Referencni rozmezi ?

Cut-off /diagnosticky rozhodovaci limit
(diskriminacni hodnota)

Je to hodnota vysledku laboratorni zkousky,
ktera rozlisi jedince s pritomnosti choroby od
jedinct bez jeji pritomnosti s danou:

Senzitivitou a specificitou
Prediktivni hodnotou

Vérohodnosti
Hodnota zvolena na bazi konsenzu odbornikii




Analyticka senzitivita a specificita

_|_

Senzitivita — schopnost stanovit nizkeé
koncentrace stanovovaneho analytu

Specificita — schopnost stanovit prave
a jen konkretni analyt



Idealni stav

Rozhodovaci limit

zdravi nemocni

100%
specificita

100%
senzitivita

koncentrace



Realita: smisena populace

< >

_A




Klinicka specificita (specificnost)

Udava procento spravné negativnich
vysledkidl ze souboru zdravych.

Pravdéepodobnost, ze zdravy nebude
testem zachycen

Cim vy&Si specificita, tim je méné fale$né
pozitivnich vysledkd.

y  ~ o h v sledke
Specifita(%) = pocet spravnénegativnich vysledku 100

celkovy pocet zdravych

Doporuceni: >95%




Priklad: Specificita

1) Test ma 95% specificitu
Co to znamena?

v Z 10 000 zdravych oznaci test 500 zdravych mylné
za nemocne (FP, specificita)




Klinicka senzitivita (citlivost)
bdava procento spravneé pozitivnich vysledkl

ze souboru nemocnych.

Pravdépodobnost, ze nemocny bude
testem zachycen

Cim vyS8i sensitivita, tim je méné falegné
negativnich vysledkd.

pocet spravnépozitivnich vysledku

Sensitivita(%) = x 100

celkovy pocet nemocnych

Doporuceni: >50%




Priklad: Senzitivita

1) Test ma 95% senzitivitu

Co to znamena?

v Z 10 000 nemocnych test oznaci 500 nemocnych
mylné za zdrave (FN, senzitivita)

2) Doporuceni: Test ma >50% senzitivitu

Co to znamena?

v Z 10 000 nemocnych test oznaci 5 000 nemocnych
mylné za zdrave (FN, senzitivita)




ROC analyza a ROC krivka

v ROC analyza (receiver operating characteristic analysis) je statisticky
stup vyhodnocovani signall spravné/falesné pozitivity a
falesSné/spravné negativity.
v ROC krivka (receiver operating characteristic curve) obvykle

znazornuje vztah mezi senzitivitou a (1— specificitou), tj. vztah mezi
spravnou pozitivitou a faleSnou pozitivitou

ROC krivky se vyuZivaji na urceni rozhodovacich

limitd (cut-off) a na porovnavani alternativnich
testi.

100%

P(TP)

0% P(FP) 100%



Onkofetalni antigeny

_l_
> AFP

> CEA



AFP (Alfa-1-fetoprotein)

»Syntetizovan jiz béhem vyvoje plodu, mizi
po porodu. Hlavnim zdrojem je zloutkovy
vak, fetalni jatra a GIT.

> Glykoprotein (4% sacharidt, Mr 70 000)
podobny albuminu, popsan 1963

> Rlzné molekulové varianty lisici se v
glykosylaci
» Prof.MUDr. J. Masopust Dr.Sc.




AFP

> Soucast screeningu vrozenych vyvojovych
vad (v 2. trimestru) — ukazatel
fyziologickeko vyvoje téhotenstvi
> Zvysene hodnoty:
- ca hepatocelularni, testes, ovaria,
zaludek, pankreas
> Nespecificke zvyseni.
hepatitidy, fyziologicky v gravidite, fetalni
abnormality, alkoholismus,cirhoza a
selhani jater




CEA
(Karcinoembryonalni antigen)

_l_
> Fyziologicky je syntetizovan béhem
embryonalniho a fetalniho obdobi.
Hlavnim zdrojem je povrch sliznic
prevazne v gastrointestinalnim traktu a v
pankreatu.

» Glykoprotein (50% sacharid@, 641 AK, Mr 180 000)

> RUzné molekulové varianty liSici se v
glykosylaci, existuje >36 variant, ovliviuje
bunécnou adhezi




> Zvysenée hodnoty:
- kolorektalni ca, ca zaludku, ca pankreatu,
ca plic, mlécné zlazy, jater, ...

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



Proliferacni a diferenciacni

antigeny
_|_

> PSA
> TPS
> TK




PSA

(frostatick;'/ specificky antigen)

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

> Glykoprotein (10% sacharid), ptsobi jako
serinova proteaza

> Vlyskytuje se ve volné forme (FPSA) a
ve forme komplexd (PSA-AMG a PSA-

ACT)

AMG=alfa2-makroglobulin
ACT=alfal-antichymotrypsin




PSA
+(prostata specificky antigen)

> Referencni metoda. neni k dispozici
> CRM: neni k dispozici

ke standardizaci se zatim pouziva standard
WHO 96/670

> TMU: 15% A
> Rozhodovaci limit: do49r <2,5 pg/l
B do59r <3,5 ug/l
<4,0 pug/lI do69r <4,5 ug/l

nad 69 r <6,5 pg/I



Volny PSA (FPSA)

. |
]

Zvysena specifita vysSetreni

Pomér (FPSA/PSA) . 100

pro ,sedou zonu" PSA 4-10 ug/|
0-15% malignita

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

47



TPS
(Tkanovy polypeptidovy specificky antigen)

_|_
> Antigen odpovidajici rozpustnym
fragmenttiim cytokeratint 8 a 18

> Marker proliferacni aktivity nadorovych
bunéek

> ZVyseni:

ca ledvin,mocovy méchyr, plice, prsa
> Nespecifické zvyseni:

infekce, choroby jater, ozarovani




TPA

(Tkanovy polypeptidovy antigen)

> Antigen odpovidajici rozpustnym
fragmentim cytokeratind 8,18,19)

> Marker proliferacni aktivity nadorovych
bunéek

> Zvyseni:

ca ledvin,mocovy méchyr, plice, prsa
> Nespecificke zvyseni:

infekce, choroby jater, ozarovani




TK (Thymidinkinaza)

—|- V 4 m s V 4 V 4
> Enzym podilejici se na synteze DNA,
umoznuje syntézu DNA nahradni cestou,
ukazatel buneécné proliferace

thymidin + ATP — thymidinmonofosfat
(ATP:thymidin-5-fosfotransferaza)

> 2 izoenzymy: TK1 (fetalni) v séru 95%
TK2 (,,dospély™)



TK (Thymidinkinaza)

>+Zv§/§ené hodnoty:

- hematoonkologické malignity (akutni
leukémie a nehodgkinské lymfomy), plicni
karcinom, ca klze

> Nespecificke zvyseni:
- nemaligni plicni onemocnéni, virove
choroby, revmaticke choroby, lécba
nekterymi cytostatiky (MTX)



Karbohydratové molekuly s epitopy
rozpoznavané pomoci mAb

> CA19-9 (také GI-CA, GI-MA)
> CA15-3

> CA125

> CA72-4




CA 19-9

—|_ V' 4 AV 4 Y 4 Y 4 n
> [zolovan z bunek kolorektalniho karcinomu

hybridizacni techno

oqii

> Vyskytuje se jako g
(glykolipid) nebo v

ykoprotein ve tkanich

Krvi (mucin) a sekretech

> Pribuzny antigenu krevni skupiny Lewis a/b
5-10% populace tento antigen netvori

> Neni nadorove ani organové specificky




CA15-3

>Glykoprotein diferenciacniho typu
produkovan v dospélosti v epitelialnich bunkach
vyvodt mlécné zlazy, slinnych zlaz a bronchd

> Zvysene hodnoty:

ca prsu, ovaria, délozniho Cipku, prostaty,
nlic a kolorektalniho karcinomu

> Nespecifické zvyseni:

Denigni onemocneni prsu, jaterni cirhoza,
plicni choroby, GIT, renalni poruchy




CA125

»~ Glykoprotein s vysokym obsahem
sacharidl

> Syntetizovan predevsim v epitelialnich
bunkach u ca ovaril
> Zvysene hodnoty:

ca vajecnikt (ovarii), gynekologické
tumory,ca plic, hepatocelularni karcinom

> Nespecifické zvyseni:

gravidita, gynekologicke choroby, GIT,selhani
ledvin, chronické onemocnéni jater



HE 4
(Human Epididymal Protein 4)

_|_
Je produkovan ve vysokych koncentracich u

pacientek s ca vajecnikl

»Zvysene hodnoty:
ca vajecniku



CA 72-4
(tumor asociovany antigen, TAG 72

_l_
»Glykoprotein (mucinovy komplex)

>Zvysené hodnoty:
ca jicnu, GIT, zaludku, pankreatu,
ovaria, streva

*Nespecifické zvyseni:

choroby jater,ledvin,zanétliva onemocnéni,
viedova choroba zaludku, GIT



Hormony a jejich metabolity

> hCG

> PTH

> ACTH

» Kalcitonin

» Gastrin

> Prolaktin

» Katecholaminy a metanefriny
» Tyreoglobulin (TG)




hCG
(Lidsky choriogonadotropin)

>1Glykoproteinovy hormon tvoreny podjednotkami
alfa a beta (dimer), mtze dochazet k disociaci
na podjednotky, beta podjednotka mUze byt
stépena na mocovy gonadotropinovy peptid
(beta-core fragment)

> Stanovuje se:

Celkovy B-hCG (intaktni hormon-dimer+volna B-
podjednotka),intaktni hCG (bez volné g-
podjednotky),volna B-podjednotka, beta-core
fragment




hCG

(lidsky choriogonadotropin)
_l_

> Syntetizovan placentou ihned po poceti
> Zvysene hodnoty:
Choriokarcinom, ca testes, ca ovarii
> Nespecificke zvyseni:
Fyziologicky v tehotenstvi, cysty ovarii,
myomy



Fragmenty cytokeratinti

_l_
> TPS

> TPA
»>CYFRA21-1



CYFRA 21-1
(Solubilni fragment cytokeratinu 19)

_l_
> Vznika v epitelialnich bunkach skvamozniho

(epidermoidniho) typu

> Zvyseni: monitorovani pribéhu onemocnéni a
uspesnosti terapie
- ca plic, mocoveho mechyre, cervix,
zaludku,pankreatu, prostaty, hlavy a krku

> Nespecifickeé zvyseni:
zanetliva plicni onemocneni, infekce, TBC,...



Enzymy

+
> LD (laktatdehydrogenaza)

> NSE (nespecificka enolaza)

> PSA (prostaticky specificky antigen)

> TK (thymidinkinaza)

> Tumor M2-PK (izoenzym pyruvatkinazy)



LD
(Laktatdehydrogenaza)
_'_

Cytoplasmaticky enzym, ktery katalyzuje reakci
anaerobni glykolyzy, to vysvetluje pritomnost LD

ve vSech tkanich (pyruvat + NADH + H+ <> laktat +
NAD+)

Zvyseni jeho aktivity v krvi neni organove
specifické — stanoveni dnes slouzi spise k
vylouceni onemocneni

Doplnkovy marker pro monitorovani nemocnych s
nehodgkinskymi lymfomy, leukemii, i dalsich
nadoru




NSE
(Neuronspecificka enolaza)

_|_
> Cytoplazmaticky, glykolyticky izoenzym
enolazy (katalyzuje preménu 2-fosfoglyceratu
na fosfoenolpyruvat)

> Vyskytuje se jako dimer (ay a yy)

> Fyziologicky je produkovan v nervove a
plicni tkani vyvijejiciho se plodu, v
dospélosti v rtiznych strukturach
neuroendokrinniho plvodu



NSE

(Neuronspecificka enolaza)

> 2 vysene hodnoty:
- malobunécny plicni karcinom (SCLC),
nadory mozku (neuroblastomy) a
neuroendokrinniho systému
(feochromocytom)

> Nespecificky zvysenée hodnoty:
- nemaligni plicni onemocneéni,

jaterni choroby, hemolyza !, zranéni

mozku



Dalsi TM

_|_
» B2M (Beta-2-mikroglobulin)

> Monoklonalni imunoglobuliny
» S-100B
» Chromogranin A (CgA)




Beta-2-mikroglobulin, B2M

_|_
> Zvysene hodnoty:
- systémove onemocneni B-lymfocytarniho

Systému (mnohocetny myelom, chronicka
lymfocytarni anémie,...)

Nespecifické zvyseni:
- postizeni ledvin, chronické zanétlive
autoimunitni onemocnéni




S-100 beta

>{Poprveé popsan v centralnim nervovém
systému, sklada se z podjednotek a a B.

> Zvysene hodnoty:
- Maligni melanomy

> Nespecifické zvyseni:
akutni poskozeni mozku, kostni zlomeniny,
zanety a infekce




Chromogranin A (CgA)

> K?sel;'/ glykoprotein vyskytuijici se v
neuroendokrinnich tkanich

> Zvysene hodnoty:
- neuroendokrinni malignity
> Nespecificke zvyseni:
terapie kortikoidy, ledvinné a jaterni choroby



Monoklonalni imunoglobuliny

_|_
» Paraproteiny

abnormalni imunoglobuliny produkovany
proliferujicim klonem plazmatickych
bunék, pripadné B-lymfocytti

> Volné lehke retezce
(Bence-Jonesova bilkovina v moci)
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Hemoglobin ve stolici

>1Kolorektalni karcinom




Genetické markery

_|_
> mutace genu BRCA1 (17.chromozom)

» mutace genu BRCA2 ( 13.chromozom)

nositelky maji az 80% pravdépodobnost vzniku
nadoru prsu

> P53



