UNIVERZITA PARDUBICE
FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

BAKALA RSKA PRACE

2012 Tereza Toiflova



UNIVERZITA PARDUBICE
FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

KATEDRA BIOLOGICKYCH A BIOCHEMICKYCHV ED

Biomarkery ovarialniho karcinomu a metody jejich

stanoveni

Tereza Toiflova

BAKALA RSKA PRACE
2012



UNIVERSITY OF PARDUBICE
FACULTY OF CHEMICAL-TECHNOLOGY

DEPARTMENT OF BIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL SCIENCES

Biomarkers of ovarian carcinoma and methods of thei

analysis

Tereza Toiflova

BACHELOR THESIS
2012



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2011/2012

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pifjmenti:
Osobni éislo:
Studijni program:
Studijni obor:
Néazev tématu:

Zadavajici katedra:

Tereza Toiflova

C09572

B3912 Specidlni chemicko-biologické obory

Klinicka biologie a chemie

Biomarkery ovariadlniho karcinomu a metody jejich stanoveni
Katedra biologickych a biochemickych véd

Zasady pro vypracovani:

Vypracujte teoretickou reSersi zabyvajici se biomarkery ovarialntho karcinomu se zam@fenim
pfevaZné na proteiny CA125 a HE4. Uvedte mo¥nosti stanoveni t&chto biomarkerfi se soutas-
nym porovnanim citlivosti s ohledem na predikei vzniku onemocnéni.



Rozsah grafickych praci:
Rozsah pracovni zpravy:
Forma zpracovani bakalaiské prace: tiSté&na

Seznam odborné literatury:

Podle pokynt vedouciho bakaldiské prace.

Vedouci bakaldiské prace: RNDr. Lucie Korecka, Ph.D.
Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zadani bakalaiské prace: 3. Fijna 2011
Termin odevzdani bakaldiské prace: 22. ¢ervna 2012

Vi . % /

prof. Ing. Petr Lo¥tak, DrSc. doc. RNDr. Zuzana Bilkova, Ph.D.

dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 23. Gnora 2012



Prohlasuiji:
Tuto praci jsem vypracovala samostatWeskeré literarni prameny a informace, které

jsem v praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu peéuigratury.

Byla jsem seznamena s tim, Ze se na moji prachujtarava a povinnosti vyplyvajici ze
zékonac. 121/2000 Sb., autorsky zakon, zejména se &kasti, Ze Univerzita Pardubice
ma pravo na uzaeni licerini smlouvy o uziti této prace jako Skolniho diladigo8 60
odst. 1 autorského zakona, a s tim, Ze pokud dojdgiti této prace mnou nebo bude
poskytnuta licence o uZziti jinému subjektu, je UWmiita Pardubice opra¥na ode mne
poZadovat fiméieny @ispivek na Uhradu naklad které na vytvieni dila vynalozila, a to

podle okolnosti az do jejich skitee vyse.

Souhlasim s prezénim zgistuprénim své prace v Univerzitni kniho¥n

V Pardubicich dne 22. 06. 2012

Tereza Toiflova



Podtkovani:
Na tomto mist bych chéla podtkovat RNDr. Lucii Korecke, Ph.D. za odborné vedeni,
cenné rady, pomoctipieSeni probléiin a gipominky v piabéhu vypracovani bakaigké

prace.



ANOTACE

Tato prace se zabyva biomarkery ovarialniho karounoV prvni¢asti se zartuje na
prognézu onemoemi, pfiznaky a diagnostiku. Prace popisuje jednotliv&isoby
diagnostiky, jako je gynekologické vygeni, histologické vySeeni, CT vySdeni
a laboratorni vyséeni, které je nejiezit¢jSi. K laboratornimu vysS&gni se nejastji
pouZzivaji tzv. nadorové markery, coz jsou latkyer&t nam poskytuji informace
o vlastnostech a chovani nadoru. V posledsii prace jsou rozebrany jednotlivé markery
a metody jejich stanoveni, které by mohly byt poupro diagnostiku karcinomu ovaria,

zejména se zatrenim na no¥ objeveny marker HE4.

Kli ¢ova slova:karcinom ovaria; nadorové markery; CA125; HE4



ANNOTATION

This work deals with biomarkers of ovarian candére first part is focused on the
prognosis of the disease, symptoms and diagnosis Work describes the various
methods of diagnosis such as gynecological exammathistological examinations, CT
scans and laboratory analysis of tumor markersatethe most important. Tumor markers
are substances that provide us with informatioruaitize properties and behaviour of the
tumor. The last part is focused on description béracteristics of individual tumor
markers focusing particularly on the newly discedkermarker HE4, and analytical

methods for their analysis are described.

Keywords: ovarian cancer; tumor marker; CA125; HE4
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1 Uvod

Karcinom ovaria je velmi zavazné onemeéai) které souvisi s vysokou umrtnosti
Zen po celém sw. Karcinom ovaria je k&telné onemoceni, pokud je vSak
diagnostikovano &as. \EtSina tygi karcinomu je vSak diagnostikovana az v pgkém
stadiu, kde Sance nargditi klesa. Spatna diagnostika je danadevsim tim, Ze
karcinom dlouhodaobnevyvolava Zzadné klinick&jnaky.

Nejdilezit¢jSim pro stanoveni diagndzy je laboratorni stanoveladin tzv.
nadorovych markér Nadorové markery neboli Tumor Markers jsou latkigré nam
poskytuji informace o chovani a vlastnostech nadblejcastji se jedna o proteiny,
glykoproteiny¢i glykolipidy. Mohou se vyuzit v diagnostice, k wgdavani malignich
onemocgnich, @ stanoveni progndzy a monitorovani nemocnéhaibdgu |&by.

Pro diagnostiku karcinomu ovaria sedasgji pouziva marker CA125 a v posledni
doke také HE4. HE4 je také znamy jako WAP-type fouwutibide core 2 (WFDC?2).
HE4 vykazuje vysokou citlivost sasnych stadiich onemasni. Je tedy vhodny pro
diagnostiku ranych fazi karcinomu ovaria. Rréa tyto dva markery se tato bakalé&
prace zaréuje nejvice.

Cilem prace bylo popsat vlastnosti jednotlivych kear a také jednotlivé metody
stanovenidchto markei jak samotnych, tak kombinacékolika z nich. Nejastji se
pouzivaji metody imunochemické, konk@&tBLISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay), EIA (Enzyme Immuno Assay), ECLIA (elektreamiluminicsence), dale pak

chemiluminiscence a také imunohistochemické a irffluaescexkini metody.
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2 Ovarialni karcinom

Karcinom ovaria je onemoéni postihujici vajéniky. Vajenik (latinsky
ovarium) je parovy organ, ktery je ulozen po obtrarech dlohy a nachazi se u Zeny
v malé panvi. Vejcovody je spojen &dahou. Vaje&niky pini rekolik funkci. Produkuji
pohlavni hormony, reguluji menstim cyklus, slouzi jako zasobarna Zenskych
pohlavnich bugk. Karcinom ovaria je jednou z regtjSich @ic¢in umrti Zen na celém
swté. Nefastji se vyskytuje u Zzen mezi 50.—75. rokem. Vyjingé se vSak rize
vyskytovat i u Zen mladsSich, vetku kolem 30 let. Karcinomem ovaria kazdam®

onemocni 1200 Zen a kolem 700 jich na toto onegmiaenie [1-11].

2.1 Progndza onemoc#ni

Pokud je karcinom ovaria diagnostikovagas, je progndza &Sinou velmi
piiznivA. Az 90 % Zen stouto diagnézoueZije [12]. Nane$sti wtSina tym
karcinomu ovaria je diagnostikovana az v pdkém stadiu, kde Sance naegiti je
| pres invazivni operace a chemoterapie mensi nez &) ¥3]. Ovarialni karcinom se
ze vSech nadorovych onemeaon podili na mortali z vice nez 45 %. Po karcinomu
endometria jsou ovaridlni naddory na druhém &nise¢gastjSich gynekologickych
malignit a jejich vyskyt stale stoup&eska republika je na 4. mistv Evrogs
s nej¥tsSim vyskytem. Ovarialni nadoryigustavuji piblizné¢ 15-20 % ze vSech
gynekologickych zhoubnych nadoProgndza se odviji od klinického stadia. 75-80 %
nadoi je diagnostikovdno v pok&dém stavu, tj. ve lll. a IV. st&diu se Spatnou
prognézou. LepSi progndzu majtsinou mladsi Zeny (ve¢ku pod 50 let), v dobrém

zdravotnim stavu, po operaci s Zadnym nebo minimmaitbytkovym nadorem [10, 12].

2.2 Kilinické p¥iznaky

Pozdni diagnostika je dana zejména abseéasnych klinickych fiznaki. Nador
dlouho nevyvolava zadnétipnaky a i pi gynekologickych vyséenich nemusi byt
diagnostikovan [14]. Mnoho nadoje diagnostikovano, az kdyz je nador rozesety po
dutiné briSni. Projevuje se pak bolesttidha, jeho z¥tSenim, tlakovymi obtizemi,
hubnutim, palenim Zahy a celkovou Unavou. Protede yajéniky velmi maly organ,
ktery je uloZzen mimo &dohu a ukryt pod sevnimi klickami a nevytvBl Zadnou

piekazku, byva karcinom ovaria objeven poitil].
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2.3 Klasifikace nadora

Ve vaje&niku se niZze vyskytovat az 10 typnadofi, které mohou byt jak zhoubné,
tak nezhoubné. Pro vajeky jsou také typické cystické nadory, které jsgyplnéné
tekutinouc¢i hlenem a mohou dosahovat velkych r@rim Nékteré nadory ovaria maji
nizky maligni potenciél a jsou tedy ve své malighitantni. Pokud se jedna o nadory
nezhoubné, nazyvaji systadenomy pokud se jedna o nadory zhoubné, schopnit tvo
metastaze, nazyvaji sgstadenokarcinomy[11].

Maligni nadory ovaria zakladaji druhotna loZiska. tmetastaze. Druhotna lozZiska
vytvari negastji v déloze, na povrchu &v, jater, peritonea, ale také v plicich. Navic
metastaze produkuji tekutinu, ktera se shrato@ v dutiré brisni [12].

NejcasgjSim typem karcinomu ovaria je epitelovy karcinddedstavuje az 90 %
vSech ovarialnich karcinaim Vznikd na povrchovych neboli epitelovych niach
ovaria. Déle sedi na karcinomy serdzni (ngstjsi), acindzni a adenokarcinomy [12].
Mén¢ ¢asté jsou karcinomy germinativni a stromalni, kteyéhazi ze zarodeych
nebo jinych buik ovaria a tvéi 10-20 % [15].

2.4 Rizikové skupiny

V obecném poijeti je v onkologii rizikovym faktorevBe, co zvysuje riziko vyvoje
zhoubného n&doru daného jedince [16]. Dlouhd @wilaktivita jako je pozdni
menopauza acasna menarche zvySuje riziko vzniku karcinomu. Huoréini
antikoncepce, gravidita nebo laktace mohou rizieockhomu ovaria naopak snizovat
[10]. Podle Votrubové (2009) e dlouhodobé uzivani hormonalni antikoncepcetsnizi
riziko aZ o0 40 % [15]. Zeny, které nerodily, jsobéani nebo §ilis konzumuiji Ziv@isné
tuky, mohou mit naopak zvySené riziko nadoru. Rakié hraji genetické faktory, asi
5 %, a to pedevsim Zeny s mutaci genu BRCA-1 a BRCA-2 (breaster antigen)
[10]. zvlase by nely byt pozorovany ty Zeny, které majiédicné dispozice
k ovarialnimu karcinomu, nebo ty, které maji prakdu mutaci genu BRCA-1,
BRCA-2. Tyto zeny by rly vyhledat specializovanou onkogenetickou konzilfal].
Gen BRCA-1 se nachazi na dlouhém raménku 17. clmomo, gen BRCA-2 se
nachazi na dlouhém raménku 13. chromozomu. Za&mddenutace gen BRCA-1,
BRCA-2 se penaSi autozom&indominantd. Riziko vzniku n&doru se liSi pro oba
geny. U nositelek mutaci genu BRCA-1 jsou nadomgdostikovany v gimeéru ve
véku o 7-10 let nizSim, nez u zdravych Zen. U nasitgenu BRCA-2 se pmérny vék

v doke diagndzy neliSi od pacientek se sporadickou forikarginomu [16].
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2.5 Diagnostika ovarialniho karcinomu

Pti diagnostice karcinomu ovaria se néy doporduje gynekologické vySsni.
Soutasti gynekologickych vySani je také odér krve na nadorovy marker CA125,
jehoz hladina byva u nadoru ovaria zvySena [11].

Kromé¢ gynekologického vyS&ni se také provadi USGritha a malé panve,
transvaginalni USG (ultrasonografie}igadré RTG (rentgenové vySeni) plic [10].
Z dalSich zobrazovacich metod se pouziva MR (madk@etrezonance) a CT
(pxcitatova tomografie). DalSim vy§enhim je PET/CT (Pozitronova emisni
tomografie/poitatova tomografie), které je citlySi. Zakladnim obrazem CT vy$eni
nadoru ovaria je lozisko v malé panvti Bmto vySeteni je vSak velmi obtizn&esré
rozpoznat, zda se jedna o benigni nebo maligni madaligni nador se projevuje
pramérem WtSim nez 4 cm, polycyklickym tvarem, silnou nepd®ihou stnou,
a pritomnosti silnych, napadnych cév v okoli karcinditiy, 17, 18].

Pokud dojde k nélezu karcinomu, dopfuje se histologické vyS&ni [10]. Pro

histologii se provadi odi vzorku z tkdd neboli biopsie. Vzorek na histologicke
vySeteni Ize ziskat i na zakladcytologického vyséeni. Nador produkuje tekutinu,
kterd se hromadi v dutinbiiSni. Ta je z dutiny #8ni odebrana, vyS&na a podle
charakteru butk je ukena diagndza [19].
Nejdilezit¢jSim vySetenim je pak laboratorni stanoveni hladin tzv. nadgch
markei. Negastji pouzivanymi naddorovymi markery u karcinomu oegsou CA125,
CA 72-4 (cancer antigen), CEA (karcinoembryonalmiigeen) a v posledni déhtaké
now objeveny marker, HE4 (Human Epididymis Protein)4113, 17, 20-22].
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3 Nadorové (Tumor) markery

Mriviw s

ovaria hlave v casnych fazich onemoéni je stanoveni hladin nadorovych marker
Nadorové markery neboli Tumor Markers jsou latkier& nam poskytuji informace
o chovani a vlastnostech nadoru. Nadorovym markeoczomime substancifomnou

v nadoru nebo produkovanou nadorem dimich tekutin. Tumorové markery jsou
produkovany bd’ ptimo nadorovymi biikkami, tj. s nadorem asociované antigeny, nebo
jinymi tkdnémi, tzv. indukované nadorové markery [23]. t&jEji se jedna o proteiny,
glykoproteiny, glykolipidy. VyuZivaji se v diagnost, k vyhleddvani malignich
onemocgnich, @i stanoveni progndézy a monitorovani nemocnéhoibdu &by
[24].

Testy na nadorové markery vyzaduji vysokou citliyay umoznily odhaleni
casné faze onemoeémi. Tyto testy také musi byt dost&te specifické a tim chranit
pacienty ped faleSg pozitivnimi vysledky. Nadorové markery mohou hkéitovou
roli pti odhalovani nemoci a hodnoceni reakce na terapieybranych skupinach
pacienti [25]. Nadorové markery lze &fit kvalitativné nebo kvantitativé metodami
chemickymi, imunologickymi nebo metodami molekuiabiologie [26]. Nadorové
markery se &i na humoralni a butné a také je iiveme dlit podle mista produkce
a detekce (tabulka 1) [23, 27].
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Tabulka¢. 1: Déleni tumorovych markérpodle mista produkce a detekcéefzato z:

[27])

Déleni tumorovych markeri podle mista produkce a detekce

1) Burgéné tumorové markery (onkogeny, tumor supresorové
geny, hormonalni receptory aj.)

2) Humoralni tumorove ——» Markery produkované tumory

. » | Tumor asociované antigeny

« Onkofetalni antigeny (CEA, AFP)
« Onkoplacentarni antigeny (hCG, Sp-1)
* Monoklonalni imunoglobuliny
* Glykoproteiny¢i glykolipidy
definované hybridomovotechnikou
(CA 19-9, CA 15-3, CA125 aj.)

—»| hormory

—»| enzymy

ajiné

Y

Indukované tumorové markery

(bilkoviny akutni faze aj.)

3.1 Humoralni nadorové markery

Humoralni nadorové markergléme na onkofetalni antigeny, tkave ¢i organow

specifické antigeny, nespecifické antigeny a tumarkery.

» Onkofetalni antigeny jsou molekuly, které organismus fyziologicky prodjek

ve fetalnim obdobi vyvoje a po narozeni jeitjen v souvislosti sd&akym

onemocgnim, zpravidla naddorovym. Mezi tyto latky pabag. a;-fetoprotein
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(AFP), lidsky choriovy gonadotropin (hCG), karcimoeryonalni antigen
(CEA), placentarni alkalicka fosfataza (PLAP).

» Tk&iove ¢i organow specifické antigeny jsou latky, které jsou fyziologicky
piitomné ve zdravé tkamii organu a mimo & pronikaji jen v minimalnim
mnoZzstvi. Teprve i onemockni, nefastji nadorovém, dochazi k jejich
uvolréni. Mezi tyto latky pai prostaticky specificky antigen (PSA), kysela
fosfataza (PAP), neuron specifickd enolaza (NSBgpustné fragmenty
cytokeratirh (TPA, TPS, CYFRA 21-1),d&Sina CA antiget (cancer antigen).

* Nespecifické antigeny a tumor markeryjseu latky, které se fyziologicky
nevyskytuji ve zdravé tkanti organu. Zpravidla souvisi s nadorovym
onemocgnim. Pati mezi & ferritin, laktatdehydrogenaza (LD),
thymidinkindza (TK),B.-mikroglobulin, rékteré reaktanty akutni faze (RAF),

na lipidy vazana kyselina sialova (LASA) [21, 22].

3.2 Buné¢éné nadorové markery

Stanoveni celularniho nadorového markeru ma vyzpemmoptimalizaci |éebné
strategie, a to v cytosolu tk&nBézneé se vyuziva stanoveni estradiolu u karcinomu
prsu. Mohou byt vyuzivany i jiné latky, jejichz wyam a stanoveni je dosud

diskutovanym tématem. Je to mapnkoprotein HER-2/neu nebo protein p53 [23].

3.3 Vlastnosti nadorovych markeni

Zakladni vlastnosti nadorovych markeje specifita vzhledem k malignimu
onemockni. Neexistuje univerzalni nadorovy marker, kdespegcificita a senzitivita
dosahovala idealnich 90-100 %. Proto nezvySenaekdrace nadorového markeru
nemize byt absolutnim tkazem nefitomnosti maligniho onemoéni a naopak
pozitivni vysledek vySéeni nemusi nuthznamenat fitomnost nadorového procesu
[23]. Schopnosti prokazatippmnost zhoubného nadoru vgatenim stadiu je dana
citlivosti stanoveni [24]. Citlivost a specifitadp navzajem souvisi u kazdéeho testu.
Jejich pomdr zavisi na tzv. cut-off value (diskrimitai hodnota). Pokud je 95 %
specifita testu, ale citlivost mensi nez 50 %, gst thepouZzitelny. ZvySené hladiny
nadorovych markérmohou ukazovat naiznou lokalizaci nadordi jina onemociini.
Napiiklad nadorovy marker CEA je zvySeti paternich onemoaimich, CA 15-3 p
karcinomu prsu, Tkipvirovych onemoc#nich, CA125 g karcinomu ovaria [27].
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3.4 Jednotlivé nadorové markery

U karcinomu ovaria se laborat@rstanovuji hladiny iznych markek, a to jak
samostatéy tak v kombinaci &olika. Nékteré naddorové markery se pouZivaji jako
hlavni, ale nap CA 72-4 se pouziva jako dapovy (tabulka 2) [27]. NejlepSich
vysledki dosahuji kombinace CA125 s CA 72-4, CEA, TPA i{tké&y polypeptidovy
antigen). Dale se @e pouzit marker CA 15-3, AFP (alfafetoprotein),G1@idsky
choriovy gonadotropin), CA 19-9, CA 50, CYFRA 21ftagment cytokeratinu 19) a
v posledni dobtaké nadorovy marker oztwvany jako HE4 [22].

Tabulkac¢. 2: Tumorové markery karcinomu ovarigdpzato z: [27])

LOKALIZ,ACE ATYP TUMOROVY MARKER UCEL .
NADORU hlavni doplitkovy STANOVENI

serdzni CA125 Kontrola

Karcinom prabéhu
. mucinozni CA 19-9, CEA CA72-4 onemocgni a
ovaria . L
lécby, ukeni

germinativni AFP, hCG stadia

3.4.1 CA125 (cancer antigen)

V souwasné dob se tento marker ngstji vyuzivd k diagnostice karcinomu
ovaria. CA125 je nejspolehljsi marker pro toto onemoémi. Je vSak spojen
s vysokou faleSnou pozitivitou Zen s benignim gyhegickym onemoceénim. | kdyz
celkow ma CA125 vysokou citlivost, jeho klinické vyuZijgko ¢asného markeru pro
screening, jeéfce limitovano, protoZze ma nizkou citlivost u paték s pdatenim
staddiem karcinomu ovaria [13, 28]. Slouzi pro d@sgiku a monitorovani tby
karcinomu ovarii pedevSim serozniho typu. CA125 je glykoprotein kgsi
molekulovou hmotnosti. Ve tk&nich |ze CA125 deteltoxe vejcovodu, endometrium,
endocervixu atd. [4, 5, 22, 29].

Jeho biologicky poléas jsou 4 dny. VySaije se ze séra, plazmy [30]. ZvySené
hladiny CA125 mohou byt detekovanyilgizné u 50 % pacientek sl. stadiem
karcinomu ovaria, vifipad pacientek s pokerilym stadiem onemocmi jiZ u vice nez
90 %. ZvySené hladiny CA125 seckay vyskytuji i u pacientek s benignim
gynekologickym onemoda@mim, jako je panevni zétiivé onemocsni, ale i u pacientek

s benignim onemo¢nim, které se netykd pohlavnich organako je hepatitida,
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pankreatitida, renélni selhani nebo u pacientedomrem, ktery se netyk& pohlavnich
organi [2, 22, 31].

Zvysené hladiny CA125 se také nachazeji v séhothych Zen a v matekém
mléce, pi menstruaci, zapalu plic, cirhéze, karcinomu endtvia, prsu, slinivky
a traviciho traktu. ZvySena hladina CA125 je spéjuv (spiSeigkvapiv) i s icinou
srde&niho selhani. CA125, také znamy jako MUC16 (mudiy),identifikovan pomoci
monoklonalni protilatky OC 125 [29, 32, 33].

Refererni interval pro monitorovani histologicky prokdzhoénadoru ovaria je do
35 kU/I, predevsim se ale dopa@uje sledovat dynamiku zn jeho hladin wase. Pro
prvotni diagnostiku je horni hranici normy 65 k{R] 14, 34].

3.4.2 AFP (alfal-fetoprotein)

AFP je glykoprotein, ktery se strukt@érnpodoba albuminu. Patologicky se
vyskytuje zejména u hepatocelularniho karcinomatlide nador byl zcela chirurgicky
odstragn, méla by hladina AFP klesnout &pk normalnim hodnotdm. Vysoké hladiny
AFP jsou spojeny s neuplnou resekci tumordipget operace. Opakovana rostouci
hladina niize zn&it recidivu onemocéni. Hladina AFP je také zvySena «kierych

nadofi ze zarodénych burk, jako pra¥ u karcinomu ovaria a varlete [32, 35].

3.4.3 hCG (lidsky choriovy gonadotropin)

hCG, gesrgji B-hCG pati do skupiny glykoproteinovych horméns relativni
molekulovou hmotnosti cca 40 kDa [31]. ZvySené g CG se nachazi u karcinomu
zarodeénych burk, jako je karcinom ovaria nebo varlat.akké byt také zvySen
v téhotenstvi u tzv. choriokarcinomu. Slouzi jednak idgdostice a jednak

k monitorovani pibéhu &by [32].

3.4.4 CYFRA 21-1 (fragment cytokeratinu 19)

Cytokeratiny obeantvori multigenni rodinu 20-ti polypeptid které jsou sotésti
sttedniho vladkna epitelové bky. CYFRA 21-1 se vyuzivA pro monitorovani
karcinomu plic, ale také @xe byt zvySen u karcinomu slinivkyigni, Zaludku, jater,
prsu, prostaty, krku a miového néchyre [32]. Také mize byt zvySen u karcinomu
ovaria. Existuje také v rozpustné farmkter4d niize byt uvolgna do obhu
proliferujicich bugk nebo pipadré pii aktivaci proteolytickych enzyi béhem
bung¢né nekrozy [31, 36, 37].
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3.4.5 TPA (tk&novy polypeptidovy antigen)
TPA je sngs rozpustnych fragmeintcytokaretii. MiZe byt prokazéan téen ve
vSech bikach epitelového jwodu. Revazuje u & citlivost nad specitinosti. Je

zvySen u karcinomu prsu, fmvého néchyke, ovaria, dloznihocipku [27].

3.4.6 CEA (karcinoembryonalni antigen)

Karcinoembryonalni antigen je glykoprotein o molek& hmotnosti 180-200
kDa. Obsahuje sacharidy, které se skladaji z mamgatgktozy a k nim vazané kyseliny
salicylové. Paf do rodiny imunoglobulit. ZvySené hladiny se nachazi u karcinomu
Zaludku, rekta, jater, plic, prsu, ovariaiiké byt také zvySen u jinak zdravychi@ki.
Pokud je hladina markeru u daného onemdntravysena, riize byt tento marker pouzit
ke sledovani gib¢hu I&by [36—39].

3.4.7 CA 15-3 (cancer antigen)

Jedna se o glykoprotein o relativni molekulové hmsti 300 kDa [21]. CA 15-3,
hladiny CA 15-3 se nachazi jak u pacientélasnym stadiem tohoto onemeaoi tak u
pacientek s pokkdlym stadiem. Hladina tohoto markeru e byt vSak vySSi

I u ostatnich drulnkarcinon, jako je karcinom plic a ovaria [36, 40].

3.4.8 CA 19-9 (cancer antigen)

Jedna se o glykolipid nazyvany téz GICA (Gastratiteal Cancer Antigen).
NejveétSi vyznam mé u karcinomu pankreatu. Dobré vyslediya u karcinomu
Zlucovych cest, ale také u mucinézniho karcinomu ovafiySené hladiny tohoto
markeru se také nachazi u kolorektalniho karcinomukarcinomu zaludku afip

onemocgni Stitné Zlazy [25, 36, 41].

3.4.9 CA 72-4 (cancer antigen)

CA 72-4 je antigen ¥ady nadorovych markeér charakterizovanych pomoci
monoklonalnich protilatek. Velmi dobré vysledky daw mucin6zniho karcinomu
ovaria. Senzitivita je 47-80 % [21]. Niapgji se vSak pouziva u karcinomu Zaludku
[39].

3.4.10 CA 50 (cancer antigen)
Je to marker velmi podobny markeru CA 19-9. ZvySéwénoty se nachéazi
u karcinomu jicnu, Zaludku, pankreatu, jater, avaprsu. Pouziva se k monitorovani

karcinomu ovaria v kombinaci s CA125 [30].
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3.4.11 SMRP (soluble mesothelin-related peptides)

Je to marker, ktery patdo mezotelinové rodiny solubilnich prot&éinSlouzi
k diagnostice mezoteliomu pleury. Je také vhodmyaokitorovani tohoto onemoémi.
Hladiny se ndni v zavislosti na velikosti nadoru. ZvySeni tedyz® znamenat progresi
nadoru. Gen pro mezotelin se nachazi na 16. chremozTento marker fize byt také

zvySen u karcinomu ovaria [42—44].

3.4.12 HE4 (Human Epididymis Protein-4)

Aby byly vysledky pesrEjSi a aby byly nadory objevenyide nez veietim stadiu
onemockni a aby nedoslo k velkému ¢ia zbyte&nych operaci, je pteba hledat nové
markery, které jsou citlivé a specifickéedeti objevili novy marker HE4, ktery setrhe
pouzivat pro diagnostiku jak samostattak v kombinaci s CA125 [13, 28].

Human Epididymis Protein-4 je protein o molekuldw@otnosti 20-25 kDa [45].
Paek a kol. (2011) vSak uvadi, ze HE4 je protamotekulovou hmotnosti 11 kO&].
HE4 je také znamy jako WAP-type four disulphideec@r(WFDC2) a pét do skupiny
proteini ozn&ovanych jako “WHEY ACIDIC FOUR-DISULFIDE CORE (WFDC
Poprvé byl objeven v epitelu distalniho nadvarlétgsoké plazmatické hodnoty lze
nalézt v séru pacientek s karcinomem ovaria. HE# jsamotny nebo v kombinaci
s CA125 ukéazal nejvyssi citlivost zejméngasné fazi karcinomu ovaria. V normalni
tkani, etrg ovaria, je jeho hladina nizka [1, 4, 6, 8, 13,28,46, 47].

HE4 byl také nalezen u jinych malignit endometriapi@devSim u plicnich
adenokarcinorin Studie naznauji, Ze HE4 méa podobnou citlivost jako CA125, alsv
specificitu u paciertits gynekologickymi malignitami ve srovnani s patyenbenignim
gynekologickym onemocamim [2].

HE4 je slibny marker préasnou detekci zhoubnych nadavaria s potencialem
odlisit Zeny s karcinomem od Zen zdravych nebonsgoém onemocEnim. 32 % Zen,
s karcinomem ovaria, které neéiy zvySené hladiny CA125, &y zvySené hladiny
HE4 [12]. Jak jiz bylo zmigno, HE4 vykazuje vysokou senzitivitu¢asnych stadiich
onemocgni. Je tedy vhodny pro detekci ranych fazi karcinaowaria, kde prognéza
pacientek je fizniva. Vyuziva se ke sledovani upg¢hu choroby u pacientek
s ovarialnim karcinomem, progrese onentoéra sledovanidinnosti terapie [12, 29].

Vzhledem k tomu, Ze HE4 m& molekulovou hmotnoskR5védci predpokladali,
Ze miZze byt detekovan v ndo[48].

HE4 byl poprvé stanoven pomoci Northern blot ana[yi8].
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3.5 Kombinace néadorovych markemi a jejich vliv na citlivost
stanoveni

Jak jiz bylo zmigno, citlivost a specifita dosud geptji stanovovaného markeru
CA125 nejsou dostate¢ vysoké, aby karcinom ovaria byl detekovamas. Proto jsou
vyuzivany kombinace markier(tabulka 3 a 4), pomoci nichZz by mohl byt karcinom
ovaria detekovan das. Nejvyssi citlivost zejména ¢casné fazi karcinomu ovaria
vykazuje HE4 jako samotny nebo v kombinaci s CA[I25

NejcastjSimi metodami, které se pouzivaji ke stanovenbr@ad/ch market, jsou
imunochemické metody. K vy§ehi nadorovych markérse nejastji vyuziva krev,
ale v rekterych gripadech Ize vyuzit i mo[6, 8, 13, 33, 49-52].

Holcomb a kol. (2011) zkoumali, jak se citlivoss@ecifinost projevi v kombinaci
CA125 a HE4 a jakou citlivost bude mit stanoverminmlivych markei. Citlivost,
specificita a negativni, pozitivni prediktivni haaty byly vypaiteny pro CA125 a HE4
k detekci nadar, a to pro Zeny jak s benignim, tak invazivnim@gtnim karcinomem
ovaria [53].
nadorovych markeér kde vysokou citlivost vykazuji kombinace CA125HE4 + CA
72-4 a kombinace CA125 + HE4 + SMRP (soluble medwothelated peptides).
Z Gdaji z tabulky 3 je patrné, ze jiz v |. stadiu onem@dnvykazuje HE4 v porovnani
s ostatnimi nadorovymi markery nejvySSi citlivoB¥i vyuziti kombinace #&kolika
markefi vykazuje nejvyssi citlivost kombinace CA125 + HESMRP + CA 72-4. V
tabulce 4 jsou uvedeny citlivosti jednotlivych mewk nebo jejich kombinaci na
uréitych hladinach specifity. Vifjpad analyzy samostatného markeru vykazuje
nejvyssi citlivost HE4. ® vyuZziti kombinace #&kolika nadorovych markérvykazuje
nejvyssi citlivost kombinace CA125 + HE4 + CA 7242, 43].
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Tabulka¢. 3: Citlivost nadorovych markérpro |. stddium karcinomu ovariai§vzato
z: [42)])

KOMBINACE MARKER U 90 % 95 % 98 %
specificita specificita specificita
CA125 23,1% | 15,1% 7, 7%
HE4 46,2% | 45,9% | 30,8%
SMRP 30,8% | 30,3% | 15,4 %
CA72-4 23,2% | 23,1% | 23,1%
CA125 + HE4 46,1% | 39,5% | 38,4%
CA125 + CA72-4 30, 7% | 30,0% @ 23,1%
CA125 + HE4 + CA 72-4 46,1% | 38,4% | 38,4%
CA125 + HE4 + SMRP + CA 72-4 53,4% @ 38,4% 38,4%

Tabulkag¢. 4: Citlivost nadorovych markérpro vSechny typy a stadia karcinomu ovaria

(prevzato z: [42])

o 90 % 95 % 98 %
NOLIEINASS LSRN RS Specificita Specificita Specificita
CA125 61,2 % 43, 3 % 23,9%
HE4 77,6 % 72,9% 64,2 %
SMRP 61,2 % 53, 7% 43, 3 %
CA 72-4 49,2 % 35,0 % 22, 0%
CA125 + HE4 80,7 % 76,4 % 71,6 %
CA125 + SMRP 74,6 % 56, 8 % 50,7 %
CA125 + CA 72-4 62, 7% 45,1 % 31,4 %
HE4 + SMRP 80, 6 % 71,6 % 65,7 %
HE4 + CA 72-4 77,6 % 70,2 % 67,2 %
CA125 + HE4 + SMRP 80, 6 % 74,7 % 71, 7%
CA125 + HE4 + CA 72-4 82,1% 78,8 % 71,5%
CA125 + HE4 + SMRP + CA 72-4 82,1% 74,7 % 71,6 %
CA125 + HE4 + CA 72-4 + Urine SMRP 80,3 % 73,8 % 70,5 %
CA125+HE4+CA 72-4+SMRP+Osteopontirl 80, 7 % 79,1 % 71,7 %

HE4 jako jediny pekonal vSechny nadorové markery s vyjimkou kombgnac
CA125 a HE4 u paciefit s Il.-IV. stadiem nemoci. Tato zjiti naznauji, ze
samostatny HE4 a kombinace HE4 a CA125, &tégko SMRP, jsou vynikajici

kandidati pro vyuziti v detekci onemagri [43].
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Podobné vysledky uvadi i Holcomb a kol. (2011), kitévost kombinace HE4
a CA125 je také mnohenetdi, nez pi pouziti €chto markeit samostath Ve vSech
publikovanych ¥deckych pracich secdci shoduji, Zze kombinace HE4 a CA125 ma

nejwetsi citlivost [53].

4 Metody stanoveni nadorovych markei

Mezi imunochemické metody, které se vyuzivajignalyze nddorovych marker
pati EIA (Enzyme Immuno Assay), ELISA (Enzyme Linkedrhunosorbent Assay),
ECLIA (elektrochemiluminicsence), chemiluminiscenaetaké imunohistochemické
a imunofluorescami metody. Nadorové markery karcinomu ovaria sé stapovit jak
ze séra, tak z nde [6, 8, 13, 33, 48-52].

DalSim moznym stanovenim je stanoveni pomoci Rrd@diip systému, ktery je
zaloZen na interakci antigenu s protilatkou, kjeréavazana na pevném nosiTimto
testem niZze byt testovano az 12 markes az 42 vzork sowasre. Vyhodou tohoto

testu je vysoka citlivost a specifita, rychla dela nizka cena (obrazek 1) [54].

Obrazeke. 1: Protein Chip systémifgvzato z: [54]).
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4.1 ELISA aEIA

Metoda ELISA je ne&jastjSi metodou stanoveni hladin nadorovych markeséru.
ELISA byla také postavena kéieni HE4 a pouziva se k testovani sér od Zen po
menopauze s karcinomem ovaria [48, 50, 55].

Hellstrém a kol. (2003) zavedli ELISA metodu prarstveni HE4, a to s vyuzitim
monoklonalnich protilatek ziskanych imunizaci mi#4 faznim proteinem. ELISA
muze vylepSit detekci u pacigns karcinomem ovaria.iPstudii prokazali, ze HE4 ma
vyhodu oproti CA125, protoZze je mE&rtasto pozitivni u pacientek s nemalignim
onemocknim [13].

Duffy (2007) ve své studii popisuje test ELISA, mtebyl pouZit pro stanoveni
sérovych hladin markérCEA, CA 15-3, CYFRA 21-1, hCG, AFP, PSA a CA125.
Timto testem lze stanovit pouze velmi malé mnozsetarkefi dohromady. Pomoci
nové technologie microarray stanovili vice matkatohromady. Microarray byla
provedena pro d&kolik typa karcinont, kdy nejslibrjsi vysledky byly ziskany
u karcinomu prsu [24].

Wang, Ge a kol. (2012) ve své studii popisuji matnak stanovit marker CA125,
a to metodou sendsové CL-ELISA (chemiluminiscence ELISA) naPADs
(mikrodestéky). Schéma a postup stanoveni tohoto papirkovéhde§tu ELISA je
znazorgno na obrazcich 2 a 3 [52].

Obrazeke. 2: CL-test ELISA. (A): Z¢tSeny obrazek papiru immunoplate (B): Pohled
shora na kazety: (a) fotonastbi(b) papir immunoplate (c) kontrolni systém, (d)
ovladani destky. (C): detailtidiciho systému. (D): detéki schéma. (E): davkovaci
systéem (f) pipeta (g) gumovésteni (prevzato z: [52]).
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Obrazek¢. 3: Schéma principu papirové seriawieé CL-ELISA (1) Wax-screen-zona
potiS&ného papiru, (2) navazani chitosanu (3) zachycestilgiek na papir pomoci
glutaraldehydu (4) blokace pomoci BSA (5) inkuba@ntigenem a jeho vychytani (6)
pridani enzymaticky zri@né protilatky (HRP) a naslegélpiidavek luminiscetniho
substratu (fevzato z: [52]).

Novinkou, jak stanovit karcinom ovaria v iopomoci biomarkeru HE4, je
mikrocip ELISA, ktery vyuziva penosny detakni systém. Mobilni Zézeni umoznilo
okamzité zpracovani vysletlkELISA. Wang a kol. (2011) ve své studii pouZili
nelitografické techniky pro vyrobu miképa z polymetylmetakryldtu (PMMA)
a oboustranné lepici folie. Jak je ukdzano na d&oray vzorek mée je nanesen na
destitku velikosti mikraipu. Velikost mikr@ipu je 4 x 7,5 x 3,225 min(A). Na
mikrocipu je bilkovinny biomarker, tj. HE4 detekovan parheenduwové ELISA (B).
Jakmile je HE4 zachycen imobilizovanou specifickmotilatkou nacipu a je pidana
kienovou peroxidazou (HRP) ziema sekundarni protilatka proti HE4, vyitvese
sendvéovy imunokomplex. Vznikly imunokomplex je detekov&olorimetricky po
piidavku chromogenniho substratu. Vysledek je zaznamg¥enosnym zézenim,

v tomto gipadt fotoaparatem mobilniho telefonu (C) [50].
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Obrazek¢. 4: Schéma mikdpu ELISA zaloZzené na kolorimetrické detekci HE4
markeru karcinomu ovaria z ifiqpievzato z: [50])

Andersen a kol. (2010) se ve své studii zabyviadpvSim sledovanim hladin HE4
a CA125 u Zen po menopauze. Studie zahrnovala M4 Zarcinomem ovaria a 137
zdravych Zen jako kontroly. Hladiny CA125 a HE4ybgtanoveny sendé®vou ELISA
metodou s vyuzZitim monoklondlnich protilatek. Ze pécientek bylo 6 Zen
s mucindéznim karcinomem, 6 Zen s &mym karcinomem, 7 Zen s karcinomem
endometria, 5 Zen s jinymi typy adenokarciioen 50 Zen se ser6znim karcinomem.
HE4 diky vysoké citlivosti jako prvnifpkonal CA125. NejvySSi citlivosti pak dosahuje
pouziti kombinace CA125 s HE4 [47].

Hellstrom a kol. (2010) ve své studii stanovovaliadiny HE4 v mdi.
Predpokladali, s ohledem na molekulovou hmotnostiEd mize gechazet do mi.
Pouzili vzorky me@i od 36 leté zdravé Zeny (zdrava kontrola), od i2pdcientek
s benignim gynekologickym onemaerim, od 15-ti pacientek s karcinomem ovaria (I.—
[I. stadium) a od 64-ti pacientek s po&itgm stadiem karcinomu ovaria (lll.-IV.
stadium). HE4 hladiny byly #iieny pomoci metody ELISA. Hladiny HE4 u Zen

s pokrailym ¢i ¢asnym stadiem karcinomu ovaria byly vyrazzvySené ve srovnani
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s hladinami HE4 u Zen s benignim onemwdm ¢i u Zen zdravych (obrazek 5).
Prokézali, Zze HE4 spale¢ s mesothelinem, MUC16 (CA125) a MMP-7 (Matrix
metalloproteinases 7), je jeden z velmi slibnychrkeg pro diagnostiku ovarialniho

karcinomu. Navic detekce marker mcti je nejmér invazivni zgisob ziskani vzorku

oproti analyze v séru athe usnadnit §asné odhaleni paciéns karcinomem ovaria

a sledovat odpad’ na I&bu [4, 18, 48].
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Obrézeke. 5: Hladiny HE4 u Zen s poktilym ¢i ¢asnym stadiem karcinomu ovaria
(prevzato z: [48])

Moore a kol. (2012) se ve své studii zabyvali st@mdm hladin markér HE4
a CA125 u 1042 diagnostikovanych Zen s benignimekgiogickym onemoaimim.

Z toho 449 (43 %) bylo zeniggd menopauzou a 593 (57 %) bylo Zzen po menopauze.
Pramérny vék viech Zen byl 50 let (rozmezi 18-89). Zetigdomenopauzou byly ve
véku v rozmezi 18-56 let a Zeny po menopauze v roz3@z89 let. Sérové hladiny
téchto market byly zméteny pomoci metody EIA. Analyza 1042 Zen s benignim
onemocgnim ukézala, Ze sérové hladiny HE4 jsou énéasto zvySené u benigniho
onemocgni ve srovnani s CA125 [29].

Hellstrém a kol. (2003) provedli testy na vzorcg#ra 37 pacientek s karcinomem
ovaria (7 vcasné fazi, 30 v pozdni fazi), 65 zdravych kontroll® s benignim
ovarialnim onemoamim. VSechny pacientky byly nahatlaybrany. Vzorky pacientek
s karcinomem ovaria a benignimi onem&dmi byly ziskany ped operaci a dalSi

lé¢bou. Vzorky zdravych kontrol byly ziskany v ramakpisného vyzkumu. VSechna
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séra byla testovdana na CA125 pomoci metody ELISA1Z5 ani HE4 nebyly
perfektnimi ukazateli karcinomu ovaria. HE4 neilsps odhaleni 7 fipadi a CA125
neodhalilo 8 pipadh. Vysledky ukazuji, Ze HE4 je vSak lepSi nez CA12Eo0zliSeni
pacientek s karcinomem ovaria od pacientek s bénigmemoc#nim ovaria [13].

Coticchia a kol. (2011) svoji studii z&iii na MMP-9 (Matrix metalloproteinases
9) a MMP-2 (Matrix metalloproteinases 2), jejichiadiny mohou byt také zvySeny u
Zen s karcinomem ovaria. Studie byla Z&ana na kritické skupiny pacientek. Hodnoty
MMP-9, MMP-2 byly stanoveny v néd pomoci metody ELISA. MMP-9, MMP-2
mohou pedpovdét karcinom ovaria. Hladina MMP-2 byla vySSi u Zekascinomem
ovaria nez hladina MMP-9 [14].

4.2 Elektrochemiluminiscence a chemiluminiscence

Vedle metod EIA¢i ELISA je pro stanoveni nadorovych mankepouZivana
i elektrochemiluminiscence (ECL). Elektrochemickétady vykazuji skolik vyhod,
jako je vysoka citlivost, rychla doba analyzy a énahnoZzstvi vzorku pegbného
k analyze. ECL kombinuje vyhody chemiluminiscence kontrolovatelnosti
elektrochemie [8, 51].

Dle ¢lanku  Wanga, Jina a kol. (2012) byla  k sestrojeni
elektrochemiluminiscamiho imunosenzoru pro detekci markeru CA125 pouiitea
metalo-organickd nanosléenina. Metalo-organické sldeniny jsou jednim
Zz nanomateri@l obsahujici organické molekuly ve spojeni s kowyib&é nanoastice
(AgNPs) slouzily jako kovové slozky a NADH slouZilmko organicka sloZzka.
Imunosenzory mohou slouzit k ultracitlivé detekdorbarkefi. Imunosenzory jsou
zalozené na tvotbsendviového imunokomplexu, jak je znazémo na obrazku 6.
V této konkrétni aplikaci byloied modifikaci GE (gold electrode = zlata elektroda)
vycisténo aluminiovou kasSi a chemicky of&io pongenim do cerstw pripravené
smesi H,SO, a HO, (2:1) po dobu 30 sekund. Po vysuSeni na vzduchmdypovrch
takto oSatné elektrody nanesen Ru-%i® chitosanu (CS-Si§{@Ru). Poté povrch
elektrody po dobu 1 hodiny pokryvalo 20 zlatého koloidu. Dale bylofmiano 20ul
primarni protilatky proti CA125 (A a inkubovano s GNPs filmemigs noc,
nasledovalo blokovani povrchu 0,5 % BSA po dobu dbnut. Elektroda
s modifikovanym povrchem byla inkubovana s @D cerstw pripravené NA-Ab
(NADH-AgNPs = NA, Al = sekundarni protilatka) po dobu 50 minut [51].
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Obrazek¢. 6: (A) Sendwiové provedeni imunosenzoru, (B) Tvorba NADH-AgNPs
(NA) nanokompoziti a biokonjugace se sekundarni protilatkou JAlm NA
nanokompozity (fevzato z: [51])

Escudero a kol. (2011) vyuZili chemiluminis¢ah enzymovou imunoanalyzu pro
stanoveni hladin HE4 a CA125 v séru u 66 zdravyeh(20-91 let) z toho bylo 34 Zen
pied menopauzou a 32 Zen po menopauze, u 285 p&cshenignim gynekologickym
onemocgnim (17-90 let), 143 pacientek s aktivnim gynekimkgm karcinomem (23—

87 let), 33 pacientek bez aktivniho onemadin(NED) po radikélni l&e¢ (23 Zen

s adenokarcinomem endometria nebo endocervixu, 6 e spinocelularnim
karcinomem dlozniho hrdla a 4 Zeny s karcinomem ovaria). VygéagpsSi hladiny
CA125 byly nalezeny u zerfgd menopauzou nez po menopauze. U Zzen s karcinomem
ovaria byla citlivost CA125 vysSi nez citlivost HE@ba markery vykazovaly vysSi

hladiny u karcinomu ovaria lll. a IV. stadia nek a Il. stadia [2].
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Liu a kol. (2012) pouZili pro sestaveni imunoserizoenomaterialy, jako naixlad
Au nanaastice, karbonové nanotrubice a nano hybridni néyeTyto materidly maji
jedingné chemické a fyzikalni vlastnosti, maji velky dgfieky povrch, dobrou
biokompatibilitu. Ve své studii pouzilifpdevSim chitosan a titanium karbid (TiC). Au
nana@astice byly potom ukotveny na povrch chitosan-Tiltnd pomoci cyklické
voltametrie (CV) a takto byl vytwen ultracitlivy elektrochemicky sendiavy
imunosenzor pro detekci HE4. Pracovni oblast ITOn-@oped indium oxide =
elektroda z oxidu titatitého dopovaného indiem) elektrody (1 Ynbyla regulovana
epoxidovym nosiem. Penetrovand ITO elektroda byla p@ma do roztoku suspenze
chitosan-TiC nanosl@eniny. Poté byly konjugovany AuNPs s modifikovanidiD
elektrodou. Roztok specifické protilatky proti HE400 pl) byl nakapan na ITO
elektrodu a poté preébla inkubace p 37 °C po dobu 1,5 hodiny. Déale byla
modifikovana ITO elektroda pobena do 0,25 % BSA roztokdi@B7 °C na [l hodiny.
HE4 standardni roztoky (100l) s riznymi koncentracemi byly naneseny na ITO
elektrodu modifikovanou anti-HE4, ktera byla inkuboa @i 37 °C po dobu 2 hodin.
Biotinem zn&ena sekundarni anti-HE4 protilatka (100 byla potom aplikovana na
elektrodu a inkubovana po dobu 1 hodiny. Nekonjaggvmaterial byl odstr&n tremi
promytimi v 200ul promyvaciho pufru. Sestaveni imunosenzoru jezamé&no na
obrazku 7. Metoda vykazuje dynamicky rozsah a ndggkni limit [8].

LT A t o ? X
+
ITO epoxy resin Chits-TiC  AuNPs  Ab  BSA HE4  Biotinylated Ab Streptavidin

Biotinylated primer  Circular template Probe Doxorubicin Hydrochloride

Obrazeke. 7: Schéma elektrochemického imunosenzoru prokdel#E4 (grevzato z:

[8])
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| Park a kol. (2011) ve své studii pouzili chemilamceréni analyzu pro stanoveni
nadorovych markérCA125 a HE4. Analyticky rozsahdgifeni byl od 0,5 do 5000 kU/I.
Do studie bylo zéazeno 176 pacienteketné 16 zdravych, 29 pacientek s karcinomem
ovaria, 85 s benignim gynekologickym onem#wdm, 31 s negynekologickou
malignitou, 9 s gynekologickou malignitou jinou nekarcinom ovaria a 6
s negynekologickym benignim onemeénfm. Hladiny HE4 a CA125 byly vyrazn
zvySeny u Zen s karcinomem ovaria, a to ve Il. ladiadiu onemoami. Hladiny
CA125, na rozdil od hladin HE4, byly také vySSienz benignim gynekologickym
onemocgnim [1].

Molin a kol. (2011), Christenson a kol. (2011), Wik&lt a kol. (2012), Ruggeri
a kol. (2011) ve svych studiich také vyuzivagiemi sérovych hladin CA125 a HE4
pomoci chemiluminisce&mi enzymoveé imunoanalyzy [2, 5, 6, 56].

Wang a kol. (2012) pouzili marker CA125 pro posaizéynamického rozsahu
detekce pomoci ECL imunosenzoru pro detekci tohaokeru v séru. Intenzity ECL
koresponduijici s rozdilnymi koncentracemi analyyly zaznamenany jako (obrazek
8). Studie zahrnovala 10 vzdrkz toho 7 vzork od pacientek s ranym stadiem
karcinomu ovaria a 3 od zdravych Zetieshost detekce CA125 timteigtupem byla
porovnana s vysledky ELISA a prokazali, Ze vysledXgktrochemické detekce se

témet shoduji s vysledky ziskanymi pomoci metody ELIS#(lka 6) [51].

Tabulka ¢. 6: Porovnani vysledk méteni pro vzorky séra pomoci imunosensoru
a ELISA metody (pevzato z: [51])

¢isLo IMUNOSENZOR ELISA
VZORKU (U/ml) (U/ml)
1 26,1+1,6 25,2+1, 2
2 39,4+1,1 38,6+0,4
3 8,8+0,7 8,3+0,1
4 73,3£3,1 72,5%2,3
5 80, 6 £ 3, 2 79,8+1,9
6 113,1+4,7 113,843, 9
7 102,0+5, 6 101,6+4,7
8 - -
9 - -
10 - -
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Obrazeke. 8: (A) ECL reakce na CA125:0f10, (k) 0,1, (k) 0,5 (k) 1, (L) 2, (k) 5, (k)
10, (k) 20, (k) 50 a (b) 150 mi* v roztoku fosfatového pufru (pH 7, 4}i skenovani
rychlosti 100 mV/s. (B) Kalibgai kiivka se zaznamenanoudpnérnou intenzitou ECL
na Sestinasobek dreni a pditani snérodatné odchylku jako chybove @dkg pro
kazdou koncentraci {pvzato z: [51])

4.3 Imunohistochemické metody

DalSi metody, které mohou byt pouzity pro stanovweddorovych markér HE4
a CA125 ze séra, jsou imunohistochemické metodktoTdyly zjiS€ny negastji
piitomné proteiny u karcinomu ovaria, jako jsou MydipCAM, Mesothelin a CD9
[49].

Duffy (2007) se ve své studii také ztmje o imunohistochemické metfdktera
slouzi pro stanoveni nadorovych matkee séra. Timto testem Ize stanovit pouze velmi
malé mnozstvi markérdohromady [24].

Dle Drapkina a kol. (2005) byla pro stanoveni HEdumohistochemickou metodou
pouzita kréléi polyklonalni protilatka. Ke zr@ni byla pouZzita #enova peroxidaza

[49].

4.4 Imunofluorescentni metody

DalSi metoda, ktera e byt pouzita pro detekci nadorovych matkdiE4
a CA125, je metoda imunofluorescence. Touto metolgy analyzovany buftné
linie SKOV-3, CaoV3 a OVCAR-5 (Ovary Adenocarcingmasou to biiky, které byly
izolovany z ovaria. Tyto hiky byly ozn&eny kralti polyklonalni protilatkou proti
HE4. Nasleda byla pidana protilatka zrigena fluorochromem. Fluorescence byla
pozorovana mikroskopem [49].

Studie Thériault a kol. (2012) se zabyv@gevsim bu&nymi liniemi SKOV-3,
OVCAR-3. Ripravena sklika pro analyzu, kter4 obsahovala &tmé linie, byla
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inkubovana s primarni protilatkou v blokovacim pufii pokojové teplat. Poté se
promyla v PBS a inkubovala sé& pokojové teplat s kozimi fragmenty IgG. Po umyti
byla sklitka inkubovana po dobu 2 minut v 4,6 diamidino-2yfeindolu. Po promyti

byly vysledky pozorovany ve fluoresagrim mikroskopu [5].

4.5 Studie s buréénymi liniemi

Ctrnact prokazanych betnych linii karcinomu ovaria bylo pouzito k vyhodrmod
arovre mRNA a proteinové exprese markeru HE4. Ukolem $étnlie bylo zjistit, zda
muze byt marker HE4 pouzit k diagnostice karcinomwar@a: Mezi buicné linie
prokdzané u karcinomu ovaria laDVCAR-5, OVCAR-8, IGROV-1, OVCA420,
OVCA429, MCAS, TOV-112D, CaoV3, OVCAR-3, SKOV-3, &30, ES-2, TOV-21g,
SNU-251, ktery skryvd BRCA-1 mutaci [49].

Jak jiz bylo zmigno burg¢nymi liniemi, pedevSsim OVCAR-3, SKOV-3, se
zabyva i studie Thériaultové a kol. (2012). Stanioge imunofluorescemi metodou
[5].

Makridakis, Vlahou (2010) se ve své studii #mji o burgénych liniich OVCAR-
3, CaoV3. Markery HE4 a CA125 byly zjgily v extracelularnim prostortidhto burtk
[7].
4.6 Vyuziti gena

Vedle analyzy vlastnich proteinovych nadorovych kedr je mozné vyuzit
molekularrgé biologickych metod, zaloZzenych na identifikaci g§e&wddujicich nadorové
markery za pouziti takovych technik, jako je hapnalyza genové exprese nebo
mikroanalyza cDNA. Druha zména metoda byla aplikovana k identifikaci gen
WFDC2 a MSLN (mesothelin). Vychozi microarray studihledavajici geny kédujici
markery karcinomu ovaria, byly ro¥8hy o membranové cDNA array a cDNA array na
skle. Bylo identifikovano 13 vzotkséra od Zen s karcinomem ovaria, 2 vzorky od Zen
s benignim nadorem ovaria a 17 vZodd Zen s normalni tk&ni. Byla provedena PCR
u karcinomu ovaria. Ukazalo se, Ze dva z nich, WRDKEE4) a MSLN, maji neptsi

selektivitu pro karcinom ovaria [13].
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5 Odhad rizika vzniku kacinomu ovaria

Pro odhad rizika epitelialniho karcinomu ovarii bytvoren algoritmus tzv.
ROMA (Risk of Ovarian Malignancy Algorithm). Algdamus bere v potaz analytické
hodnoty hladin HE4 a CA125, ale takeé fyziologickanspacientky (zda je v menopauze
¢i nikoliv). Timto algoritmem se zabyvaloékolik praci. Pro analyzu sérovych
nadorovych markérjsou pouzity vzorky pacientek po menopauzeéet pnenopauzou.
Hodnoty CA125 se v testovanych souborech neliSilgzimskupinami Zen ipd
menopauzou a po menopauze. V kazdé skupiyla jedna hodnota zvySena nad
obvykle pouzivany cut-off 35 U/ml. Hodnoty HE4 bywySSi u postmenopauzélnich
Zen. DalSim krokem je &eni tzv. prediktivni prawpodobnosti (PP), ktera je
vypoctena pro kazdou pacientku. Citlivost, specifist, pozitivni prediktivni hodnoty
(PPV) a negativni prediktivni hodnoty (NPV) byly gitdny pro Zeny po aigd
menopauzou podle niZe uvedeného vzorce [2, 6,55 7A.

Cilem studie Molina a kol. (2011) bylo zhodnotit HE CA125 v séru zdravych
pacientek a pacientek s benignim a malignim gymejckym onemocénim a srovnat
uzitetcnosti €chto ti parametit (HE4, CA125 a ROMA) pro diagnostickécaly
u pacientek s gynekologickym oneméosim. ROMA n€la nejvyssi citlivost hlavh

u zen po menopauze [2].

Premenopauze: Predictive Index (PI) = -12.0+2.38t{H&4)+0.0626*LN(CA125)
Postmenopauze: Predictive Index (PI) = -8.09+1.08tHE4)+0.732*LN(CA125)
ROMA = prediktivni pravépodobnost se da vypitat podle vzorce:

hodnotaROM\(%) = %

Pokud je hodnota ROMA u Zerfgel menopauzok 11,4 %, mluvime o vysokém
riziku nalezu epitelidlniho karcinomu ovaria. Pokjgd ROMA < 11,4 %, mluvime
o nizkém riziku nalezu tohoto karcinomu. U Zen penopauze mohou byt hodnoty
ROMA > 29,9 %, tj. vysokeé riziko nélezu epitelidlniho ¢éi@aomu ovaria, nebo mohou
byt hodnoty ROMA < 29,9 %, potom mluvime o nizkédleau tohoto karcinomu.
Hodnoty CA125 a HE4 u Zertgr a po menopauze jsou znazomnv obrazku 9 [45].
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6 Zavér

Tato prace je reSerSi zabyvajici se nadorovymi ergrgouzivanymi k diagnostice
karcinomu ovaria a jejich metody stanovenfedtrtem prace byl fehled vSech
markefi, které jsou pro diagnostikuckn¢ pouzivany. Nadorové markery karcinomu
ovaria se obvykle analyzuji v séru pacientek, aitmymi, grevazri imunochemickymi
metodami.

Prace byla podrok#i zamgiena gedevSim na markery HE4 a CA125. CA125 byl
dosud povazovan za nejspolekjsi marker pro toto onemoémi. Je vSak spojen
s vysokou faleSnou pozitivitou u Zen s benignimeggtogickym onemocmim. Aby
byly vysledky gesr&jSi a aby byly nadory objevenytide, nez ve fetim stadiu
onemockni, je nutné hledat nové markery, které jsou @thvspecificke.

Takovym markerem i¥e byt no¢ objeveny marker HE4, ktery seie pouZzivat
jako samostath tak v kombinaci s CA125. Ve vSech publikovanyédeckych pracich
se \&dci shoduji, Ze HE4 je slibny marker pro detekaickeomu ovaria a ma nejtsi
citlivost v kombinaci s CA125.

Human Epididymis Protein-4 je protein o molekuloténotnosti 20-25 kD.
Stanovuje se imunochemickymi metodami, a tedpvSim metodou EIA, ELISA,
ECLIA. Lze jej stanovit ze séra, ale i z &9 coZ je nejmén invazivni zmsob
ziskavani vzorku.

Zavedeni rutinni analyzy HE4 u rizikovych Zen &mre s markerem CA125 by
v budoucnu rilo zlepSit diagnostiku fipadného nadorového nemeénn v éasné fazi

onemocgni, a tim zvysit procento Zen, kterépiji.
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