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Cilem tohoto sdéleni je uvést prehledné soucasné moznosti diagnostiky a monitorova-

ni zhoubnych nadori v klinickobiochemické laboratofi s diirazem na novinky posled-

nich let.

Nadorové markery v roce 2019

MUDr. PAVEL MALINA, Ph.D.

Oddélent klinické biochemie Nemocnice Pisek, a.s.

20 |4 312019

Uvod

Uvodem je nutno fici, co vlastné mizeme

hledat pti patrani po zhoubném nédoru.

Jedna se o tyto mozZnosti:
1. gen (BRCA 1, 2, APC, TP53...);
2. produkt genu (vétSinou proteiny) —
klasické solubilni nadorové markery;
3. tkanové a bunééné markery:
a. cirkulujici nadorové bunky;
b. cirkulujici nadorova DNA (ct-DNA).

Nadorovym markerem rozumime sub-
stanci pfitomnou v nadoru nebo produ-
kovanou nadorem nebo hostitelem jako
odpovéd na pfitomnost tumoru. Tuto
substanci lze vyuzit k diferenciaci nd-

doru od normalni tkdné nebo uvazovat

o pritomnosti tumoru na zakladé analy-
zy télesnych tekutin. Substanci je mozné
mérit kvalitativné nebo kvantitativné
metodami chemickymi, imunologicky-
mi nebo metodami molekularni biolo-
gie. Je vSak nezbytné védét, ze nezvysena
koncentrace nadorového markeru neni
dikazem nepiitomnosti maligniho one-
mocnéni, naopak pozitivni vysledek ne-
musi nutné znamenat pfitomnost zhoub-

ného nadoru.!

Zasadnim faktorem, ktery komplikuje
vyuziti nddorovych markert, je hetero-
genita nadort. Nadory pochdzeji z riiz-
nych tkani, z raznych bunéénych typu
v jedné tkani, maji dal$i histologické
subtypy a diky rliznym mutacim v na-
dorovych bunkich a dal$im mutacim
v dcetinych nddorovych bunkach je vy-
sledné buné¢né slozeni velmi heterogen-
ni. V zavislosti na stupni diferenciace ¢i
dediferenciace jsou pak nadory agresiv-
ni, méné agresivni a neagresivni. Vzhle-
dem k heterogenité nadoru muze byt

produkce nadorovych markertt odlisna



u stejnych histologickych typtl (napt.
2 pacienti s karcinomem tlustého stre-
va, kazdy md jiné spektrum zvySenych
nadorovych markertt). Kazdy zhoubny
nador je unikatni a je pravdépodobné
charakterizovan unikatnimi nadorovymi
markery. Neexistuji tedy az na vyjimky
(PSA a tyreoglobulin) zadné nadorové
specifické ani organové specifické mar-
kery?

Co se tyka klasickych nadorovych mar-

kerd, je tfeba ivodem zminit, k ¢emu je

mozno je vyuzivat. V tuvahu prichdzeji
tyto oblasti:

1. Screening a primarni diagnostika
- vzhledem k pomérné nizké dia-
gnostické senzitivité a specificité neni
vétsina nadorovych markert vhodna
k tomuto ucelu u asymptomatickych
vySetfovanych. U symptomatickych
nemocnych nebo u skupin pacientti
s vysokym rizikem vyvoje nadoro-
vého onemocnéni Ize pouzit néktery
z nadorovych markert ke screeningu
choroby.!

2. Diferencialni diagnostika — pfi nale-
zu nadoru nejasného pivodu ¢i me-
tastatického postizeni mutize spektrum
nékolika nadorovych markert nasmé-
rovat lékare k definitivni diagnéze
(za doplnéni zobrazovacich vySetteni
a biopsie s naslednym histologickym
vySetfenim).

3. Rozsah onemocnéni - vysoka hodno-
ta nadorového markeru v séru miize
indikovat pokrocilou fazi ¢i generali-
zaci nadorového onemocnéni.

4. Prognéza - urceni prognézy one-
mocnéni je omezeno pouze na né-
kolik markert: Znac¢ny vyznam ma
AFP a hCG u germinativnich tumo-
ri, ur¢ity vyznam méa hodnota CEA
u kolorektalnich karcinomd, pripadné
2 mikroglobulin u myelom?L.'

5. Sledovani pribéhu choroby - je hlav-
ni indikaci téchto vySetfeni. Soucasti
sledovani pacientit po protinadorové
1é¢bé je monitorovani remise a ¢asna
detekce relapsu. K tomuto tcelu je vel-

mi vhodné vySetfovani odpovidajicich
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nadorovych markert v definovanych
intervalech.

6. Utinek terapie — sledovani ucinku te-
rapie v jejim pribéhu (chemoterapie,
radioterapie, chirurgicka terapie, imu-
noterapie) pomoci nadorovych mar-
kerti je vyznamnou indikaci vysetfeni

solubilnich nadorovych markert.

Je nutno mit na paméti, Ze vétSina na-
dorovych markerd se mize zvySovat
v dtisledku nenadorového onemocnéni -
velmi casto se napt. zvySuje CA 19-9 a ze-
jména CA 125 u pleuralnich ¢i bfisnich
vypotki. Prehledna tabulka pri¢in nena-
dorového zvyseni viz napt. v Doporuceni
k vyuziti nddorovych markert v klinické

praxi.'

Geny asociované s nddory

Co se tyce gentl asociovanych s nadory,
spada tato oblast do pisobnosti klinické
genetiky ¢i onkogenetiky, a je tedy mimo
ramec tohoto sdéleni. Pouze stru¢né zmi-

nuji zakladni fakta.

Mezi nejcastéj$i hereditarni malignity

patfi:

1. hereditirni nadorovd predispozice
ke karcinomu prsu a ovaria (HBOC)
- geny BRCA 1, 2;

2. hereditarni nepolypézni kolorektalni
karcinom (HNPCC) - Lynchiv syn-
drom - geny MLH1, MSH2, MSHS6;

3. familidrni adenomatézni polypoza
(FAP) - gen APC.

Rozvoj nddort u hereditarnich malignit
popisuje Knudsonova teorie dvojiho za-
sahu: Jednim zasahem je pfitomnost jed-
né mutované alely tumor-supresorového
genu s pritomnosti germinalni mutace
ve vSech bunkich organismu (autozo-
malné dominantni dédi¢nost) a druhym
zasahem je ziskand somatickd mutace ve-
douci ke ztraté heterozygozity v somatic-
kych bunkach se ztratou funkce obou alel
ptislusného tumor-supresorového genu,

vedouci k rozvoji malignity.

Klasické nddorové markery

Co se tyka jejich kompletniho vyctu, je
dostupny prehledné v tab. ¢. 1 - priloze
Doporuceni k vyuziti nddorovych marke-

rt v klinické praxi.!

Kombinace relevantnich nadorovych
markerti vyrazné zvy$uje diagnostickou
efektivitu. Bézné dochdzi pri relapsu cho-
roby k vzestupu jen nékterého markeru
z vy$etfované palety u jednoho pacienta.
Po dokonceni prvni faze lécby by mélo
byt provedeno kontrolni méfeni nddoro-
vého markeru nezavisle na tom, zda byla
vstupni hodnota v ramci nebo mimo re-

ferenéni rozmezi.?

Pouzita analytickd metoda by méla byt
uvedena spolu s vysledkem méteni! Ten-
to fakt je dan nedostate¢nou standardiza-
ci a tim padem chybéjici srovnatelnosti
metod riiznych vyrobcu. Klinicky dopad
to ma zejména pii putovani onkologic-
kych pacientii mezi riznymi pracovisti,
napt. regionalni pracovisté vs. Komplexni

onkologické centrum.?

100% vzestup nadorového markeru vzta-
zeny na bazalni hodnotu daného pacien-
ta téméf vzdy znamena 100% nadorovou
specificitu, a to i v ramci referen¢niho

rozmezi.?

V poslednich letech nddorovych markert
tohoto typu jiz tolik neptibyva, ale z téch
prinosnych je tfeba zminit marker HE4,
jehoz pouziti spole¢né s CA 125 v ramci
ROMA skére prineslo pokrok v diagnos-

tice ovarialnich karcinomu.

Nddorové markery u nddorii
nezndmé lokalizace

A7 20 % nemocnych pfijatych do nemoc-
nice se zhoubnym nddorem ma pokrocilé
stadium choroby, 2-6 % nové diagnosti-
kovanych nemocnych se solidnim zhoub-
nym nadorem ma dg. ,nddor neznamé

lokalizace® (CUP = cancer of unknown
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primary site). K bliz§imu urceni pri-
marntho nddoru napomahaji stanovené
cut-off hodnoty s vysokou nadorovou
specificitou 98-99 %, které jsou uvedeny
vtab. ¢ 1.

Vyuzitim téchto specifickych cut-off hod-
not lze zpresnit uréeni primarniho nado-
ru a nasmérovat diagnostiku k adekvatni
biopsii. Pro zajimavost jsou v tabulce
uvedeny hodnoty se specificitou 98 %
i 99 % - jejich rozdilnd hodnota, napt.
u CA 125-300 kU/l a 1 000 kU/], vypovi-
dd o tom, Ze i v intervalu 300-1 000 kU/1
se mohou nachazet nenadorové pric¢iny
zvy$eni uvedeného markeru. Porovnani
téchto dvou hodnot u rtznych markert
je nejen zajimavé, ale pro klinickou praxi

velmi pouc¢né.

Tekutd biopsie - stanoveni
volné cirkulujici DNA*

Toto téma by jisté vydalo na samostat-

ny ¢lanek, nicméné si dovolim shrnout

pouze zdkladni charakteristiku a pfinosy

této metodiky.>®

Volna cirkulujici DNA, z anglického vy-
razu cell-free DNA (cfDNA), predstavuje
extracelularni kratké fragmenty dvoure-
tézcovych molekul DNA o délce 180 bp,
vyskytujici se v krevnim obéhu a jinych tél-
nich tekutinach ¢lovéka.” CfDNA (v tomto
konkrétnim pfipadé nddorové DNA také
oznacovana jako ctDNA) v krevni plazmé
zdravych jedincii byla poprvé popsana
v roce 1948.8 V roce 1977 Leon et al. po-
psali vyskyt cfDNA v souvislosti s nado-
ry? V periferni krvi zdravych jedincti se
cfDNA vyskytuje ve velmi nizkych kon-
centracich (10-100 ng/ml). K uvolnéni
fragmentti molekul DNA z bunék dochazi
apoptozou, tedy programovanou bunéc-

nou smrti.!

Vy$$i koncentrace <fDNA nachazime
u stavd, jako je zdnét, trauma, operacni
zakrok, infarkt ¢i autoimunitni onemoc-
néni. Zvy$ené hladiny cfDNA v krev-

nim redisti jsou vysledkem nadmérného

uvolnéni fragmenttt molekul DNA, které
byly zptisobeny masivnim amrtim bunék
¢i nedostate¢nym odstranénim uvolnéné
DNA z mrtvych bunék cinnosti jater.S
Vyrazné vyssi hladiny cfDNA, dosahujici
koncentrace az 1 000 ng/ml, jsou patr-
né predev$im u riznych druhii malignit

a zejména pak u pacientt s metastdzemi.’

Detekce nddorové specifické cfDNA, na-
zyvana také tekuta biopsie (liquid biopsy),
se stdva nadéjnym ndstrojem pro mini-
malné invazivni monitoring pacientt
s malignim onemocnénim. Frakce DNA
pochézejici z nadorové tkané se volné
vyskytuji v periferni krvi téchto pacientt
(zejména v pokrodilych stadiich nemoci).
Nedavné studie také ukazaly, ze cfDNA
odvozena od nadorovych bunék mize
byt pouzita pro monitorovani nadoro-
vé masy a odpovédi na lé¢bu u pacientd
se solidnimi nadory, ale také u pacientt
s hematologickymi malignitami. Hla-
diny cfDNA v plazmé pacientt koreluji
s progresi nemoci, umoziuji kontinualné

sledovat minimdlni rezidudlni chorobu,

Specificita 98 %* Specificita 99 %? Benigni pri¢iny zptsobujici elevaci (uvedeny cut-off
hodnoty pro specificitu 98 % pfi daném stavu)
CEA > 15 pg/I > 20 pg/l Jaterni choroby Selhani ledvin
> 20 pg/l > 25 g/l
CA 19-9 > 300 kU/I >1 000 kU/I Jaterni choroby Ikterus (total bilirubin
Vypotky do 136 pmol/I:
> 500 kU/I > 500 kU/I,
nad 136 pmol/I:
>1 000 kU/l)
CA 125 > 300 kU/I > 1000 kU/I Jaterni choroby Ascites
Vypotky >900 kU/I
> 500 kU/I
CA 15-3 > 100 kU/I >100 kU/I - -
CA 72-4 >80 kU/I > 100 kU/I Lécba kortikoidy Lécba acylpyrinem
AFP > 40 pg/l >1 000 pg/l Jaterni choroby -
>80 pg/l
CYFRA 21-1 > 75 pg/l >20 pg/l Jaterni choroby Selhani ledvin
> 11 pg/l >19 pg/l
SCCA >4 g/l >10 pg/l Selhani ledvin Kozni choroby
NSE > 45 g/l > 50 pg/l Selhani ledvin Hemolyza
> 50 pg/l
ProGRP > 150 ng/I > 200 ng/I Selhani ledvin -
> 350 ng/I
S-100 >0,3 pg/l >1,0 ug/l Selhani ledvin -
PSA > 30 pg/l > 50 pg/l Prostatitida -
HE4 > 150 pmol/Il - - -

A Tab. ¢ 1: Cuf-off hodnoty nddorovych markerii s nddorovou specificitou 98-99 % (adaptovino podle Stieber P? a Molina R. et al.*)
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ur¢it molekuldrni relaps onemocnéni

a zahdjit tak véasnou lécbu.!!

Pfed vlastni analyzou cfDNA je tfeba
izolovat DNA, napt. firma ROCHE nabi-
zi izolatory nukleovych kyselin MagNA
Pure 24 a 96, které jsou schopny izolovat
cfDNA ndadorového ptivodu ze 2 nebo
4 ml plazmy. Pro detekci mutaci v omeze-
ném poctu geni se jako nejvhodnéjsi jevi
rizné varianty digitalni PCR - na mikro-
¢ipech ¢i mikrokapkach nejlépe v kombi-
naci s metodou BEAMing, ktera je zalo-
zena na zachyceni DNA na magnetické
kuli¢ky a nasledné analyze pomoci digi-
talni PCR. CtDNA miize byt s jeji pomo-
ci detekovéna i v pripadech, kdy ji DNA
ze zdravych bunék precisluje v poméru
10 000 : 1. Technologie sekvenovani nové
generace (next generation sequencing -
NGS) jsou aplikovatelné na analyzu DNA
v plazmé a umoznuji podrobnéjsi detekei
mutaci v rozsahlejsich oblastech geno-

mu.12,13,14

Nddorové markery v Sirsim
smyslu

Zde zminim pouze kvantitativni stano-
veni hemoglobinu ve stolici, provadéné
v ramci screeningu kolorektalniho kar-
cinomu. Jednd se o principidlné jedno-
duché vysetfeni, které vsak nepochybné
zachranuje Zivoty. Jen z vlastni zku$enos-
ti vim o mnoha lidech, u nichz toto vy-
$etfeni provedené v nasi laboratoii vedlo
k odhaleni zhoubného nadoru v casné
fazi, coz zabranilo rozvoji pokrocilého
novotvaru a umoznilo jeho endoskopic-
ké odstranéni bez zitéze velkou bfi$ni
operaci. Rada z nich, kdykoli je potkdm,
je nesmirné vdécna, Ze jsme jim toto vy-
$etfeni provedli. Odpustte prosim trochu
toho sentimentu, ale pro dokresleni vy-
znamu tohoto stanoveni jsem to povazo-

val za nezbytné.

Jsem presvédéen o tom, Ze vySetie-
ni s takovymto dopadem na osud pa-
cient by mélo byt provadéno vyhradné
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Nadorové biomarkery v krvi

1. Cell-free DNA (cfDNA)

2. Cirkulujici nadorové bunky (CTCs)
3. Exosomy 1 & micro vesikuly

Cell-free DNA nebo také cfDNA je nejvice prostudovanym typem tekuté biopsie.
V klinickém nastaveni cfDNA se vyuziva jako selektivni marker pro vybér vhodného 1éku
a terapie a také jako prediktor [écby, stejné tak slouzi k monitoringu vyskytu rezistence.

Cirkulujici nadorové buiiky - circulating tumour cells (CTCs)
Jiny piistup v tekuté biopsii je izolace a testovani uvolnénych cirkulujicich nddorovych
bunék. Tento pristup umoznuje prognostickou predpovéd klinického nastaveni a zarovén

umoziiuje monitoring schopnosti vytvoreni Iékové rezistence.

L Exosomy
,,'_1‘: Prozatim posledni metoda testovani nador( v krvi detekujici mutaci pomoci mRNA a protein
'::. v exosomech s potencidlem detekovat translokace a genové amplifikace.

v akreditovanych laboratotich, hluboce
vzdélanymi pracovniky a na robustnich
analyzatorech - at uz jsou uréeny pouze
na toto vySetfeni, ¢i se jedna o aplikace
na mnohakandlovych biochemickych
analyzatorech. Nezbytnou soucasti je
pravidelnd interni a externi kontrola kva-
lity. V porovnani s tim je realizace tohoto
vySetfeni laboratornimi ,pololaiky (at
se na mé prakticti lékafi nezlobi) na ka-
zetkach ¢i POCT analyzétorech (pti vsi
ucté k jejich vyrobctim) hazardem se
zdravim pacientt ¢i v leps$im pripadé lze
mluvit o vySetfeni ,na kolené. POCT
testy, které neposkytuji kvantitativni vy-
sledek, je nutno v soucasné dobé zavrh-

nout uplné.

Novd éra personalizovanych
nddorovych markerii

Jednim z novych pfistupt k personalizo-
vané mediciné je vyuZiti tzv. personalizo-
vanych nadorovych markerti publikova-
né prof. Diamandisem.” Ten ve své praci
definuje tzv. unikdtni nadorovy mar-
ker: Jde o marker s nizkou senzitivitou

(5-30 %), ale wvysokou specificitou

(>95 %). Je to analogie tzv. exceptional
responders v klinickych studiich. Existuji
tisice publikovanych markerti spliujicich
tuto definici. Prof. Diamandis a kol. maji
zamér vytvorit vefejnou databdzi téchto
markert, vyvijeji a validuji vysoce robust-
ni analyzy pro stovky az tisice analytt. Uz
nyni nékteré spolecnosti nabizeji multi-
plexové ELISA analyzy pro simultanni

analyzu az 1 000 proteind v 1,5 ml séra.

Princip byl ovéfen vySetfenim 1 000 mo-
lekul se vztahem k zanétu ve vzorcich pa-
cientd s rakovinou slinivky pted chirur-
gickym vykonem a po ném. Hypotéza:
Molekuly, které dramaticky poklesnou
po chirurgickém vykonu, mohou kores-
pondovat s nadorovou masou a byt slib-

nymi nddorovymi markery.

Vysetfeni markeru se provadi v séru
pred chirurgickym vykonem a po ném,
pticemz se identifikuje 3-5 personalizo-
vanych markert, které nejlépe koreluji
s nadorovou masou (nejvyraznéj$i zména
po odstranéni nadoru). Tyto markery se
pouziji pro personalizovanou monitoraci
1é¢by a relapsu. Pro jejich stanoveni bude

dedikovana specializovand ,centralni*
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laboratof, do niZ se budou zasilat krevni
vzorky mnoha pacientt z velké spadové

oblasti (desitky milionii osob).”

Shrnuti

Zavérem bych chtél zminit také technolo-
gii umélé inteligence, ktera v blizké dobé
dokaze propojit a integrovat riizné datové
vstupy (hodnoty klasickych nadorovych
markerti, cfDNA, zobrazovaci metody,
digitalizované histologické preparaty
apod.) a ve vysledku pomoci lékaiim
v diagnostice, urc¢eni optimalniho 1é¢eb-

ného postupu a sledovani.

Prvni vlastovkou v tomto sméru je ne-
davno uvedeny softwarovy ndstroj firmy
ROCHE: NAVIFY Tumor Board, ktery
poskytuje podporu pro klinickd roz-
hodovani. NAVIFY umoznuje lékaiim
shromazdovat takové udaje, jako jsou
anamnézy pacienttl, rentgenové snimky,
zpravy z patologie a elektronické 1ékar-
ské zaznamy z ruznych zdroji, a umistit
je na jedné ,.elektronické nasténce. Tam
je pak mohou spolecné prochazet 1ékari
v jedné mistnosti (,,onkotymy®) i na riz-
nych mistech svéta pomoci vzdaleného
ptistupu. Tak je usnadnéna integrace
véech udaji a rozhodovani o lé¢ebnych

modalitach.'

Vysetfeni naddorového onemocnéni zalo-
Zené na tkanové biopsii a zobrazovacich
metodach budou jiz v blizké dobé vhodné
dopliovana také analyzou ctDNA. Tato
metoda prinasi fadu vyhod, napt. moznost
¢astého odbéru vzorku, detekce mutaci
v bunkach pochdzejicich z ruznych ob-
lasti primarniho nadoru i metastdz, mo-
nitorovani vyvoje a predikce odpovédi
na lécbu. Za pomoci integrace vSech vyse
uvedenych modalit véetné klasickych na-
dorovych markert pak bude mozno indi-
vidualizovat terapii jednotlivych pacienti
na principu personalizované mediciny
a tak dale zlep$ovat nadéji na jejich vylé-

¢eni a zachovani kvality Zivota.

MUDr. Pavel Malina, Ph.D.

Oddéleni klinické biochemie Nemocnice Pisek, a.s., Karla Capka 589, Pisek
Kontakt: malina@nemopisek.cz

Vystudoval Lékatskou fakultu Univerzity Karlovy v Hradci Kralové, kde jej mezi uditeli zaujali zejména prof. Palicka

a prof. Zadak, coz ur¢ilo jeho dalsi sméfovani ke klinické biochemii a problematice umélé vyzivy. Po promoci nastoupil
do Nemocnice Pisek, od roku 2000 pracoval na Internim oddéleni a od roku 2005 az dosud pusobi na Oddéleni klinické
biochemie, pfi¢emz jej od roku 2008 vede jako primaf.
Atestoval z vnitfniho lékafstvi, klinické biochemie, klinické vyzivy a intenzivni metabolické péce. V roce 2015 dokoncil
postgradualni studium lékarské chemie a biochemie na Univerzité Palackého v Olomouci, pti kterém se vénoval zejména
markeriim zanétu ve vztahu k akutni pankreatitidé. Mezi dalsi oblasti jeho zdjmu patti markery poskozeni myokardu

a nddorové markery, v klinické ¢asti pak poruchy metabolismu lipidii a uméla vyziva.
Ve volném case relaxuje s rodinou a pti sportu (fotbal, cyklistika, turistika, lyZovani).
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