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Maligni onemocnéni

* Vykazuje obvykle fadu laboratorné zjistitelnych abnormalit,
jeZ jsou svym charakterem nespecifické

« Casto dochazi k situaci, Ze tyto abnormality mohou

predchazet vyvoji manifestniho onemocnéni — nékdy po
dlouhou dobu



Diferencialni diagnosa z
laboratorniho pohledu —
nejvyznamne)Si nalezy

anémie, trombocytopenie,

/Zmeénéné jaterni testy, napr. LDH
Elektroforéza serovych bilkovin (M-spike)
Tendence k hyperkoagulaci

Zvysena sedimentace



Problem Casn¢ detekce rakoviny

« Limitace existujicich metodologii (sensitivita VERSUS
specificita)

e Celularni kinetika:

— 10° bun€k = 1 mg nadoru

— 10 bunék = 1 ng nadoru



Situace, ktere nastavaji v realném zivote
casteyi

* 102 bun¢k=1.e 1 kg tumoru (!)

 ...detekce pomoci PET je slibnym nastrojem za
predpokladu, Ze tumor ochotn¢ vychytava radiofarmakum



Monitorovani akutni toxicity
» Cytotoxicka terapie indukuje rychly bunéény rozpad

* Tento rozpad vyustuje v:
 hyperkalémii, hyperurikémii, hyperfosfatémii

— Muze vyvolat akutni realni selhani
 zvySeny kreatinin a urea



snahy objevit 1dealni nadorovy
marker. ..

 Idealni nadorovy marker by mél byt:
— specificky pro dany typ nadoru nebo pro malignitu obecné

— dostatecné citlivy pro Casnou diagnosu pro ucely screeningu



 ...tyto predpoklady nejsou bohuzel u vétSiny nadorovych
markeru splnény



Co jsou nadorove markery ?

— enzymy: (LDH, NSE, PSA etc)

— hormony: katecholaminy, hCG, ACTH

— onkofetalni antigeny: AFP, CEA,

— ,,specificke® antigeny: CA15-3, CA19-9, CA125
— hormonalni receptory

— genetickeé markery: onkogeny, tumor supresory



Struc¢na historie

1847:

— Bence-Jones protein

 precipitated protein in acidified boiled urine
— (monoclonal light chain)

1896 G. Beatson, castration and breast cancer
1928 ectopic hormone syndrome (ACTH-like

1930 hCG discovered
1962 hormone receptors (ER-alpha)

1985 Knudson - a two hit hypothesis



,,...omiky 2007 a tumor markery

Genomickéeé: BRCAL,2
Transcriptomické: rizné mRNA
Proteomicke: proteiny, enzymy
Metabolomickée: hormony, metabolity

Celulomické: hrubé celularni aberace

 (chromosomalni, endoreduplikace, etc: 1.e. RS bunky)



Biomarkers: one housekeeping gene + its protein product and mRNA in tissues
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Tumor markery: uziti v klinice

Populacni screening
Diferencialoni diagnosa
Prognosticke indikatory
Monitoring odpovédi na terapii

Detekce navratu choroby



Summary of Key Guideline
Recommendations for the use of CA 125
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Y = Recommended by the organization Source: Sturgeon, C. Practice Guidelines for Tumor Marker Use in the Clinic. Clinical Chemistry 48:8, 1151-1159. 2002.

N = Not recommended by the organization
N/ = Only if CEA is increased at presentation and CA 125 is not
N™ = In combination with transvaginal sonography, CA 125 may have a role in the early detection of ovarian cancer in women with a hereditary ovarian cancer syndrome.

ACBI = Association of Clinical Biochemists in Ireland; AJCC = American Joint Committee on Cancer; EGTM = European Group on Tumor Markers; ESMO = European Society
for Medical Oncology

NACB =National Academy of Clinical Biochemistry; SOR = Standards, Options, and Recommendations


http://egtm.web.med.uni-muenchen.de/welcome.html
http://www.esmo.org/

Tumor markery: analyticke metody

« Kvantitativni imunoanalyza
— dnes hlavni analyticky pristup

 Manualni ELISA

* Urceni aktivity enzymu

« UrcCeni vazebné kapacity

* Chromatografické techniky a hmotnostni
spektrometrie



Karcinoembryonalni antigen (CEA)

glykoprotein (MW 180,000D)

ma 6 antigennich determinant

Je produkovan béhem embryonalniho vyvoje v GIT fétu
Hladiny jsou zvySené u kuraku

Je zvySen u kolorektalniho karcinomu, karcinomu pankreatu,
prsu, plic, Zaludku

Jeho hlavni klinické vyuziti: detekce navratu choroby a efektu
terapie.



Alfa-fetoprotein (AFP)

glykoprotein (MW 70,000D)
Objevuje se v zloutkovém vaku, fetalnich jatrech a GIT, jeho funkce je
neznama (fetalni analog albuminu ?)
Peak ve fetalnim séru mezi 12-16 tydnem
Pouziva se pro:
— diagnostiku NTD and trisomie 21
— diagnosu a monitoring hepatocelularniho karcinomu

— monitoring terapie germinalnich tumori (testikularnich a ovarialnich nadoru)
— pro screening HBs-positivni hepatitidy (2x/year)



Cancer antigen 15-3 (CA 15-3)

mucin-glykoprotein MUC1 (MW 300,000D)

— vyuziva se zejména u karcinomu prsu

Epitopes of MUC1 denoted CA15-3 (Europe) and CA27-29 (U.S.)

Pouziti zejména pro monitorovani terapie a detekci navratu choroby u
karcinomu prsu

Jeho koncentrace jsou ¢asto zvySené i u jinych pokrocilych malignit
(ovarium, cervix, atd.)



Cancer antigen 125 (CA 125)

Jde o diferenciacni antigen z coelomového epitelu

— Zejména se zvySuje u ovarialnich nadoru

uziti ve sledovani efektu terapie, kde ma sensitivitu az 80% pri 90%
specificité)

vyskytuje se ovSem rada faleSnych positivit — asciticka tekutina, jaterni
poskozeni, cholestaza, jakykoli proces proces v omentu (zanét, atd)



Poorly differentiated serous ovarian cancer

Hematoxylin/eosin CA125 immunostaining
with presurgery serum concentration

of 5404 U/ml (AxSYM)



International organizations recommend the use of CA125 in
management of ovarian cancer
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Carbohydrate antigen 19-9 (CA 19-9)

* marker volby u karcinomu pankreatu (82 % sensitivita)

— pacienti s variantou krevni skupiny sialyl-Lewis a-b neprodukuji CA19-9 (3-7% populace)

« Je také zvySen u gastrointestinalnich tumori a u mucinosnich ovarialnich
nadoru

— vylucuyje se zZluci — cholestdza miize tedy pusobit faleSnou positivitu



Antigen skvamosnich bun¢k (SCC)

* glykoprotein (MW.42,000D)

— kontaminace vzorku kuzi nebo potem vyznamné zpusobuje faleSnou positivitu

— pouziti u skvamosniho karcinomu cervixu (sensitivita 70-85%),

* small cell lung cancer (SCLC - sensitivity 30-40%),
* ,head and neck* nadory (sensitivity 60%)



Cytokeratin 19 fragment (CYFRA21-1)

e Cytokeratiny jsou insolubilni bunécné strukturalni
proteiny
— tyto proteiny jsou fragmentovany béhem rozpadu bunék

— cytokeratinové fragmenty jsou rozpustné v séru

. CYFRA 21-1 (MW 30,000D)

— Je vhodny marker u ,,non-small-cell lung cancer*
(NSCLC) - sensitivita 40-80% v zavislosti na stadiu

— Je vhodnym markerem u karcinomu mocového méchyre
invadujiciho do svaloviny méchyre



Choriongonadotropin (hCGQG)

* glykoproteinovy hormon (MW 46 000D)

— tvofeny nekovalentné vazanymi podjednotkami alfa a
beta

* hCG-specific antibodies are designed against beta chain

— syntetizovan placentarnim syncitiotrofoblastem

— u germinalnich nadoru je syntetizovan trofoblastickymi
strukturami nebo nebo syncytiotrofoblastickymi
velkymi bunkami (bunky seminomu)

— hlavni ucel je detekce a monitoring gravidity



Choriongonadotropin (hCGQG)

U netéhotnych Zen a muzu jej Ize vyuzit k detekci maligniho onemocnéni
ma 100% sensitivitu pro placentarni a testikularni choriokarcinomy
ma 97% sensitivitu pro hydatiformni molu,

48 - 86% sensitivita pro non-seminal germ cell tumory



Prostate-specific antigen (PSA)

...Jde pravdeépodobné o nejlepsi nadorovy marker pouzivany v
soucasnosti v klinicke

glykoprotein (MW 34,000D), produkt prostaticke zlazy
je to serinova proteaza ucinkujici na liquidifikaci ejakulatu

je CasteCné vazan na alfa-1-antichymotrypsin



Prostate-specific antigen (PSA)

e celkovy PSA < 2.5 ng/ml pod 50 let, PSA< 5 nad 50 let
— dulezity je pomér: free PSA/total PSA (u karcinomu < 0,18)

 uziti pro screening, diagnosu a monitoring karcinomu prostaty

 faleSna positivita se objevuje u prostatitis a po vysetieni per rectum



Neuron-specificka enolasa ( NSE)

Jde o variantu glykolytickeho enzymu enolasy

Vyskytuje se v neuroendokrinnich tkanich a plicich

Je to marker volby SCLC (small cell lung cancer), jak v diagnostice, tak
monitoringu

Vhodny 1 v pediatrické onkologii pro neuroblastom (85%sensitivita), obcCas je
prvni nalez diagnosticky

!!! Hemolyza zvysuje, koncentraci, tj dochazi k vyznamné falesné positivite.



Beta-2-mikroglobulin

* identicky s lehkym retézcem HLA

- MW 11,800 D

— Jeho nizké koncentrace jsou detegovany ve vétSiné
télesnych tekutin

— Je volné filtrovan glomerularni membranou a cca z 99,8
% reabsorbovan proximalnim tubulem

— Fysiologicky polocas rozpadu je cca 40 min

— Hraje dulezitou roli v aktivaci lymfocytu



Beta-2-mikroglobulin

e pouziva se pro diagnosu glomerularni a
tubularni nefropathie

— je ale velmi nestabilni moci

* ...pro urceni prognosy nehodgkinskych
lymfomu a mnohocetného myelomu



Tkanovy polypeptidovy antigen ( TPA)
Tkanovy polypeptid-specificky antigen (TPS)

 TPA je cytokeratinovy antigen s MW 22 000 D
* tradicné je povazovany za antigen ,,proliferac¢ni‘

* je vhodnym markerem pro tumory plic a méchyre

« zvySené hladiny se vSak také nachazeji u zanétu a
benigniho onemocnéni plic, jater a urogenitalniho traktu

« TPS je specificka forma TPA charakterizovana neprimo
protilatkou anti-M3



Dulezite webove odkazy

* http://egtm.web.med.uni-muenchen.de/index2.html


http://www.asco.org/
http://www.nacb.org/

Klicove faktory ve stanovoani tumorovych
markeru

 statisticke
* biologicke

* metodologicke



statisticke

Sensitivita: TP/(TP + FN) x 100
Specificita: TN/(TN + FP) x 100
PV+ : TP/(TP + FP)

PV- : TN(TN + FN)

ROC analyza
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biologicke

* ...vzpomen na nespecificitu nadorovych markert



“Benign diseases, menstrual cycle, and the first

term of pregnancy give rise to elevated levels of
CA 125”7

Approximate % of patients with

Disorder serum CA 125 >35 U/mL*
Endometriosis 24
Benign ovarian tumours 10
Acute salpingitis 40
Chronic salpingitis 8
Uterine myoma 10
Cirrhosis 67
Cirrhosis with ascites 100
Chronic active hepatitis 10
Acute pancreatitis 32
Chronic pancreatitis 2
Renal failure 15

Source: http://egtm.web.med.uni-muenchen.de/index2.html
*Note: Percentages in table may differ from package insert. due to study differences.



€€

on-ovarian malignancies give rise
to elevated CA 125 assay values”

Approximate % of patients with

Malignancy

serum CA125 >35 U/mL*

Endometrial 31-33
Cervical 25

Breast 17-20
Colorectal 15

Pancreas 52-58

Lung 29-37

Liver 50-78
Gastric 30
Biliary tract 46

Source: http://egtm.web.med.uni-muenchen.de/index2.html
*Note: Percentages in table may differ from package insert due to study differences.



metodologicke

 ...v&tSinou jde o ruzné zdroje interference



...rebaselining specimens

 appropriate time interval over which all specimens should be run 1n parallel.

B Oid Method
@ New Method
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Lidske heterofilni protilatky a anti-
mouse protilatky...

» Heterofilni protilatky:

* Endogenni, reagujici s nehumannimi protilatkamai (1.e Paul
Bunnell — Forsmannuv antigen z krali¢ich ledvin)

« HAMA

e Human anti-mouse antibody

— zpusobuji faleSné positivni nebo negativni vysledky



Molekularni markery

.geneticka chemopredikce*

Prediktivni onkologie

Farmakogenetika

Detekce minimalni residualni choroby (MRD)

— ...nove termin: ,,molecular remission‘



...“nove nadorove markery*

serovy HER2/neu

U pacientek s her2/neu positivnimi tumory

chromogranin A

* neuroendokrinni tumory

[soenzym pyruvat kinasy, ,,IPK*

* seminomy, renalni tumory typ Grawitz

S100/beta

* maligni melanom



nove laboratorni technologie

e ,array‘ technologie
« DNA/RNA, protein, tissue

e proteomic methods
+ MALDI/TOF, SELDI/TOF, LC/MSMS

o laser-capture microdissection



