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1. Uvod

Hmotnostni spektrometrie (MS) je elegantni instru-
mentalni analyticka technika, kterd nachdzi vyznamné
uplatnéni v celé fad¢ odvétvi. V fade€ oblasti se pfimo po-
dili na zlepSovani kvality lidského zivota. Slouzi naptiklad
ke kontrole slozek zivotniho prostiedi, kvality fady vyrob-
kl vcetné potravin. Nemyslitelny je dnes vyvoj a vyroba
léciv bez jejiho pfispéni. V posledni dobé se prosazuje
i pfimo do mediciny jako dulezity nastroj vyzkumu fady
onemocnéni ¢i jako nastroj pfispivajici k diagnostice cho-
rob. V této souvislosti ma zna¢ny vyznam i pro onkologic-
ky vyzkum. Zhoubné nadory predstavuji celosvétoveé roz-
Sifené onemocnéni, které kazdoro¢né postihne vice nez
10 miliona lidi. Prevence, vCasna diagnostika a ucinna
terapie jsou proto cilem mnoha organizaci a vyzkumnych
skupin po celém svété. Tento piehled si klade za cil shr-
nout nejnovejsi vyuziti hmotnostni spektrometrie a hmot-
nostniho 2D zobrazeni v nadorové diagnostice. Pozornost
je soustiedéna zejména na identifikaci novych biomarkert,
zptesnéni informaci poskytovanych biomarkery obecné
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a na nekteré analytické problémy spojené s analyzou kom-
plexnich lidskych biologickych vzorku.

2. Nadorové markery

Dukaz pfitomnosti a stanoveni nadorovych markerQ
ve vySetfovanych vzorcich tvofi vyznamnou oblast labora-
torni diagnostiky a zahrnuje pomérné Sirokou paletu latek,
které pfimo nebo nepiimo vypovidaji o probihajicim nado-
rovém onemocnéni. Obecné lze fici, Ze s vyjimkou nékte-
rych fliznich gentl a proteinil neexistuje specifickd moleku-
la, ktera by jednozna¢né poukazovala na pfitomnost one-
mocnéni. Obvykle se pouzivda kombinace vice markert,
pficemZ mnohdy zalezi na stanovené hlading, nikoliv jen
na prosté pritomnosti. Rovnéz dynamika koncentraci né-
kterych markerti ndm mutize pomoci pii klasifikaci stadia,
progndzy a uspéSnosti terapie. Ve vétSin¢ piipadd je
nicméné nutné vyuzit kombinace laboratornich, zobrazo-
vacich a jinych vySetfovacich metod ke zpfesnéni ¢i potvr-
zeni diagnézy'.

Nejbéznéjsi klinicky pouzivané markery lze dle pivo-
du rozdélit do 3 skupin, hranice mezi nimi ale nejsou vzdy
ostré:

a) onkofetalni antigeny — AFP, cg, CEA, PLAP, PAPP,
A-C, atd. (vysvétleni zkratek viz tab. 1),

b) tkanové a organové specifické antigeny — PSA, PAP,
NSE, TPA, TPS, CYFRA 21-1, CA antigeny, MAD,
SCC, hormony, markery kostniho metabolismu, atd.,

¢) nespecifické antigeny a markery — ferritin, LD, Tk,

B>-M, RAF, LASA, atd.

Prvni skupinu antigeni tvofi pfevazné proteiny, které
se obvykle vyskytuji ve fetalnim stadiu vyvoje a patologic-
ky u nadord z germinalnich bunék. Druha skupina zahrnu-
je latky, které se normalné vyskytuji ve zdravé tkani, ale
mimo ni se vyskytuji pouze za patologickych stavi.
A konecné treti skupinu tvoii markery, které se vyznacuji
zejména svoji nenormalni koncentraci a jeji dynamikou
v ptipad€ malignich nddorovych onemocnéni. V tab. I jsou
uvedeny nejvyznamnéj$i markery, které jsou uzivany
v klinické praxi.

Pritomnost maligniho nadoru v téle pacienta neziidka
natolik ovliviiuje jeho metabolismus a celkovy stav orga-
nismu, Ze dochdzi ke komplexnim zméndm v béznych
biochemickych, hematologickych a imunologickych tes-
tech. Typickym ptipadem je zvySeni zanétlivych ukazatelt
pocinaje sedimentaci erytrocytt, zvySeni hladiny C-
reaktivniho proteinu az po vysoké hodnoty proteinti TNF
alfa a beta kauzalné spojovanych s terminalni kachexii
onkologickych pacientli. O néco vice specifickou zménou
je napiiklad zvySena koncentrace fibrinogenu, ktera byla
pozorovana u pacientd s karcinomem slinivky biisni. Kaz-
dopéadné ale nelze tyto molekuly povazovat za nadorové
markery pravé vzhledem k jejich nizké specificit€ vici
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Tabulka I

Ptehled nejvyznamnéjsich nadorovych markerti pouzivanych v klinické praxi

Referat

Nazev Zkratka  Typ Orientacni Klinické vyuziti
molekulova
hmotnost
a-Fetoprotein AFP glykoprotein, 70 kD primarni hepatocelularni karcinom,
strukturou podobny germinalni tumory; diagnostika
albuminu a prognoza
CA 125 mucin 200 kD karcinom ovarii, marker peritonealni
karcinomatdzy; progndza, monitoring
ucinnosti chemoterapie
CA 153 mucin 250kD monitoring karcinomu prsu
CA 724 glykoprotein 48 kD monitoring karcinomu zaludku
CA 19.9 glykolipid 1000 kD monitoring karcinomu slinivky
a kolorekta
Karcinoembryonalni CEA glykoprotein 180 kD monitoring karcinomd gastrointestinal-
antigen niho traktu a dalSich adenokarcinomi
Fragment cytokeratinu CYFRA fragment 30 kD monitoring karcinomu plic
21-1 cytokeratinu 19 a mocového méchyie
Receptor pro estrogen ER jaderny transkripcni 65 kD prognostika ucinnosti endokrinni
faktor terapie karcinomu prsu
Lidsky choriovy hCG glykoprotein 36 kD diagnostika a monitoring nekterych
gonadotropin forem tumori germindlnich bunék
Neuron-specifickd NSE dimer enzymu 87 kD monitoring malobunéénych karcinomu
enolasa enolasy plic, neuroblastomu, APUDOMu
Placentarni alkalicka PLAP termostabilni 86 kD monitoring karcinomd z germinalnich
fosfatasa isoenzym alkalické bun¢k
fosfatasy
Receptor pro PR jaderny transkripcni A forma: 94 kD prognostika ucinnosti endokrinni
progesteron faktor B forma: 120 kD terapie karcinomu prsu
Specificky prostaticky PSA glykoprotein, 36 kD diagnostika, screening, monitoring
antigen serinova proteasa karcinomu prostaty
Antigen karcinomil ze SCC glykoprotein 48 kD monitoring dlaZzdicobunécnych
skvamoznich bunék karcinomt
Tkanovy polypeptidovy  TPA fragment cytokerati- 22 kD monitoring karcinomu plic, mo¢ového
antigen nug, 18a19 méchyfe
Specificky tkanovy TPS fragment cytokerati- 22 kD monitoring metastazujiciho karcinomu
polypeptidovy antigen nu 18 prsu

onkologickym onemocnénim; ¢asto je nachizime zvySené
i u jinych onemocnéni, napi. infek¢nich, autoimunitnich
a zanétlivych.

3. Soucasné trendy spojené s vyuZzitim
hmotnostni spektrometrie

Poslednich né€kolik let jsme svédky intenzivniho za-
pojovani hmotnostné-spektrometrickych technik do onko-
logickém vyzkumu. NejcCastéji se vyzkumné tymy snazi
najit specificky analyt, jehoz ptitomnost pripadné nepfi-
tomnost ve vzorku by jednoznacné potvrzovala onkologic-

ké onemocnéni. Co se tyCe UspéSnosti, bezpochyby neju-
¢inné€jsi metodou je 2D hmotnostné-spektrometrické zob-
razeni, které se v anglosaské literatufe objevuje pod na-
zvem ,mass spectrometry imaging® (MSI)>. Metoda je
zalozena na porovnavani ,,zdravych® a ,,nadorovych* t¢l-
nich vzorku a Ize sledovat celou skalu molekul co se tyce
molekuldrni hmotnosti nebo polarity. Tento pfistup pfinasi
velmi zajimavy nahled na prostorovou distribuci novych
kandidatnich molekul pifimo v zasaZené tkani. Ziskané
informace pak mohou byt uzitecné jak v diagnostice, tak
Vv monitoringu uspésnosti nadorové terapie.

Béhem poslednich tii let bylo validovano nékolik
proteinovych biomarkerd (viz dale), urcity potencial rov-
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n&z skyta i zobrazeni malych molekul, zv1asts lipidé®. Pro
jejich t¢innou 2D analyzu Casto staci prosty otisk tkdn¢ na
nanostrukturni povrch®. Tento pfistup se oznatuje jako
NALDI imaging (Nanostructure-Assisted Laser Desorpti-
(Matrix-Assisted Laser Desorption lonization) zobrazeni,
které je jiz nékolik let ve standardni nabidce vSech hlav-
nich hmotnostné-spektrometrickych firem, NALDI zobra-
zeni pracuje bez matrice. Kombinaci optimalizované upra-
vy obtisku (rtizné typy oplacht podle typu analyzy) a jed-
nodussich fragmentacnich spekter sledovanych analytl
(identifikace latek) se dosahuje lepsiho dynamického roz-
sahu, coz ma znaény vyznam pfi analyze komplexnich
smési, u kterych se koncentrace slozek lisi o mnoho fadu.

Zasadnim pozadavkem, ktery je kladen na jakykoliv
marker, je tedy jeho dostatecnd (méfitelnd) koncentrace
v télnich tekutinich nebo v tkanich®. Potencidlni biomar-
ker pak musi byt reprodukovatelné detegovatelny i v tak
slozitém systému, jako napf. krevni plazma.

Lze konstatovat, ze doposud zadna jina analyticka
technika nenabizi stejné moznosti jako hmotnostni spek-
trometrie pfi analyze proteini v jejich slozitych smésich
(napiiklad se odhaduje, e v krvi miize byt 10° az 10° pro-
teind ¢i jejich modifikaci o znacné rozdilnych koncentra-
cich’). Soucasné je viak ziejmé, 7e samotné hmotnostné
spektrometrické méfeni je jen jednim z krokl pfi analyze
biomarkeri. Uspéch byva také podminén vhodnym odbé-
rem a zpracovanim vzorku i odpovidajici interpretaci vy-
sledkii s uplatnénim bioinformatiky. Z hlediska volby
vhodného vzorku je nutné se vyrovnat se dvéma casto
protichtidnymi pozadavky: vy$si obsah analytu v biologic-
kém vzorku a invazivnost odbéru. Specifické biomarkery
souvisejici s nddorem se budou ve vySSim obsahu vyskyto-
vat ptimo v nadoru ¢i v jeho blizkém okoli, coz ovSem
znamena odbér nemocné tkdné z pacientova téla biopsii.
(materidlovych, mzdovych i ¢asovych). Nékteré nadorové
bunky vykazuji pfitomnost specifickych antigennich struk-
tur na svém povrchu, nicméné tyto jsou zjistitelné pouze
praveé z bioptického materialu, coz komplikuje nebo vylu-
Cuje jejich vyuziti v bézné biochemické laboratorni dia-
odbér télnich tekutin. V uvahu pfichdzeji zejména sérum
resp. plasma, moc, sliny, pfipadné bronchoalveolarni la-
véaz. Sérum, plasma ¢i mo¢ jsou bé€zn¢ analyzovéany pro
diagnostické tcely v souvislosti s nejriznéjsimi onemoc-
nénimi. Koncentrace biomarkeru v nich vSak bude nizsi jiz
z prostého divodu jeho nafedéni (snad jen s vyjimkou
onemocnéni piimo souvisejicim s témito télnimi tekutina-
mi; napf. mocové ustroji, krvetvorba). Dal§i komplikaci
spojenou s analyzou télnich tekutin mize byt zména analy-
tu v obéhovém systému v dusledku enzymatického $tépe-
ni>. Oproti vyuziti bioptického materialu je pii hledani
tinach prisoudit mistu jejich vzniku.

Uplatnéni hmotnostni spektrometrie v diagnostice
karcinomu je dnes vyznamné vazano na jiné metody pou-
zivané v této oblasti. Nové vyvinuté piistupy totiz musi
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byt peclivé validovany jiz zavedenymi metodami, napf.
imunohistochemickym vySetfenim tkané.

3.1. Karcinom vajeéniktl

V' rozsahlé studii v n€kolika zdravotnickych zafize-
nich byl srovnavan proteinovy profil pacientek trpicich
ovaridlnim karcinomem. Byly vytipovany tii diferen¢ni
piky m/z=280343, m/z=12828 a m/z=3272, které byly iden-
tifikovany jako apolipoprotein Al, zkraceny transthyretin
a zkraceny inter-a-trypsin inhibitor. DalSim publikovanym
pristupem je napf. analyza sérovych peptidd, které byvaji
navazany na albumin, pomoci afinitni obohacovaci chro-
matografie. Nékteré tyto postupy byly i navrhovany pro
klinické pouziti, ale prosadit do praxe se je zatim nepoda-
filo’. Experimentalné nejzajimavéjsi molekularni znackou
tedy ziistava aktivatni komplex PA28 pro 11S proteasom’.
Tento tkanovy proteinovy fragment byl vytipovan meto-
dou MALDI zobrazeni a validovan fadou imunochemic-
kych metod.

3.2. Karcinom prostaty

Soucasny onkologicky vyzkum se nesoustiedi pouze
na hledani novych markeri, ale také na zpfesnéni informa-
ci, které nam poskytuji markery dosud uzivané. Vyznam-
nym markerem pro diagnostiku karcinomu prostaty je
specificky prostaticky antigen (prostate specific antigen,
PSA; viz tab. I), ktery je b&Zn¢ stanovovan imunoanalytic-
kymi metodami v séru’. Ukézalo se, Ze tento marker vlast-
n¢ zahrnuje 3 isoformy inaktivniho PSA. Prvni forma je
proenzym a je piimo asociovana s karcinomem a predsta-
vuje pfiblizné tfetinu celkového mnoZstvi PSA v séru.
Druhéd forma, tzv. benigni PSA (BPSA) mnohem speci-
fict&ji ukazuje na benigni hyperplazii prostaty®. Z toho
vyplyva, ze zptesnéni analyzy s ohledem na pomér da-
nych komponent mtiZze zna¢né€ vylepsit piesnost diagnozy
a omezit faleSnou pozitivitu.

Nicméné i tak specificky indikator, jakym je PSA,
Casto selhava pii odliSeni maligniho nadoru od benigni
prostatické hyperplazie, coz je motivaci pro hledani vy-
hodnéjsich biomarkerti. Jako jeden z potencialnich kandi-
datt byl proteomickymi metodami vytipovan apolipopro-
tein A2, ostatni kandidatni molekuly se nepodatilo ovéfit
opakovanim testii’. Zajimavou biomolekulou z hlediska
mozného vyuziti v diagnostice je tkanovy fragment MKK2
(mitogen-activated protein kinase kinase 2), ktery byl pro-
kazéan na zéklad¢ fragmentaéniho spektra iontu m/z 4335.
Zvysena exprese prislusné kinasy byla monitorovana me-
todou MSI'.

V tad¢ praci je vsak konstatovano, ze hledani nadoro-
vych biomarkerti karcinomu prostaty narazi na problémy
nejen pii praktickém zpracovavani vzorkd, ale i pii statis-
tickém zpracovani dat: neztidka se stava, Ze to co plati pro
konkrétni populaci, nemusi byt pienositelné do jiného
regionu. Toto varovani se samoziejmé neomezuje jen na
zminéné onemocnéni a musi byt vzato do tvahy pfi hleda-

ni a identifikaci biomarkeri'"*'2.
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3.3. Karcinom prsu

Obdobnym problémtm pii hledani specifického bio-
markeru ¢elime i v pfipad¢ karcinomu prsu. Proteomicka
studie, kterd srovnavala sérové profily zdravych jedinci
s pacienty s prokdzanym karcinomem prsu, vytipovala
3 diferen¢ni molekuly — m/z 8100, 8900 a 3400. Nezavisla
studie, kterda vyuzila stejnych podminek, vSak odhalila
pouze dva z té€chto signald, a to m/z 8100 a 8900. Tteti
nezavisla studie pak neprokdzala molekulu se signalem pfi
m/z 8100 a signaly 4300 a 8900 se objevily pouze u 33 %
resp. 45 % vzorkl. Autofi tohoto vyzkumu usuzuji, ze zde
vyznamnou roli hrala rtiznost obyvatel geografickych ob-
lasti, odkud byly vzorky ziskany'*'*.

Z tkanovych markerti vykazal vysokou piesnost kli-
nického stanoveni (89 %) signal stievniho proteinu 1 (m/z
8404), ktery se vaze na HER2 receptor. Status HER2 re-
ceptoru (pozitivni/negativni tkané€) byl klasifikovan pravé
metodou MSI".

3.4. Biologicky material pouzivany k analyze

V soucasné dob€ je nejpouzivanéjSim materidlem ke
studiu novych biomarkerti plasma nebo sérum. Nicméné
pouziti n€kterych dalSich télnich tekutin se zvazuje vzhle-
dem k prakticnosti jejich zpracovani. Z téchto je jedno-
znacné nejdostupnéjsi moc. Jeji velikd vyhoda spociva
v tom, ze mnoZzstvi proteind v ni obsazenych je znacné
nizsi nez v plasmé resp. séru a jejich velikost je mensi.
Nevyhodou je mozné velké nafedéni vzorku. Logicky také
mo¢ nejlépe odrazi onemocnéni ledvin a mocového Ustroji,
proto jeji vyznam pro ostatni typy onemocnéni klesa'®.

Bioptické vzorky tkdn€ maji stdle kli€ové misto
v proteomické diagnostice nadorovych onemocnéni, ne-
bot, jak jiz bylo zminéno, koncentrace potencialnich mar-
kert je v tkani mnohem vy3§i neZ v t&lnich tekutinach'”.

3.5. Dynamicky rozsah

Ve chvili, kdy se podafi vytipovat kandidatni moleku-
ly, at’ uz technikou MSI nebo metodou SELDI (Surface-
Enhanced Laser Desorption Ionization)'®, je nasnadé sle-
dovani jejich rozdilné exprese v biologickém materialu'’.
U kvantitativniho MS stanoveni lze volit mezi dvéma za-
kladnimi pfistupy, které maji podobnou citlivost. Jedna se
0 h-SIM (Selected Ton Monitoring; rekonstrukce kvantita-
tivnich i kvalitativnich dat z vysoce rozlisenych hmotnost-
nich spekter) a SRM (Selected Reaction Monitoring; sle-
duji se fragmentacni procesy).

Atraktivita noveé nastupujictho h-SIM  spociva
v moznosti vratit se k jiz v minulosti nasbiranym datim
a znovu je vyhodnotit (napfiklad pii sledovani necekaného
metabolitu, degradacniho produktu, posttranslaéné modifi-
kovaného peptidu). Metoda se realizuje vyhradn€ na hmot-
nostnich analyzatorech typu orbitrap, iontovy cyklotron (oba
pracuji v FT rezimu) a vysoce rozliSujicich analyzatorech
doby letu (TOF — Time of Flight).
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Star$i a rutinni metodou, kterou uznava i pomérné
konzervativni U.S. Food and Drug Administration, je tech-
nika SRM, kterd je nejCastéji provozovana na trojitych
kvadrupolech. Pfi vhodné nastavenych metodach se labo-
ratofe dostavaji k biomarkerim o koncentracich v fadu 1
az 10 ng ml™", coZ jsou vysledky, které by jiz mohly Gsp&s-
né soutézit s imunoanalytickymi metodami. U nich se jed-
na zvlast¢ o variantu zaloZenou na pouZiti protilatek
(SISCAPA, Stable Isotope Standards for the use with Cap-
ture by Anti-Peptide Antibodies). Dobfe odladéné stanove-
ni ELISA se zatim stale jevi jako nejcitlivéj§i metoda
(tab. II), coz je av§ak kompenzovano vyssi financni naroc-
nosti a del3i dobou potiebnou na vyvoj nového kitu®.

Tabulka II
Srovnani limitd detekce metodou ELISA a riznych modi-
fikaci metod SRM*'**

Technika Detekéni limit
SRM v plasmé 1 um ml™
SRM v depletované plasmé 25 ngml™
SRM s izolaci glykosylovanych proteint 5ng ml™
SRM v depletované a frakcionované 2,5ngml™’
plasmée

SRM kombinované se SISCAPA 1-10 ng ml™!
obohacenim

ELISA v tadu pg ml™!
4. Zavér

Hmotnostni spektrometrie postupné nachazi svoje
misto v nadorové diagnostice. Té€ziste jejiho vyuziti lezi
dnes zejména v experimentalni oblasti v identifikaci no-
vych nadorovych markert. Nabizi vysokou citlivost, selek-
tivitu, ptfimou identifikaci latek a v kombinaci se separac-
nimi technikami umoziuje studium i minoritnich slozek ve
slozitém biologickém materialu, a to bez potieby velkého
mnozstvi vzorku. 2D zobrazovani hmotnostni spektrome-
trii dovoluje sledovat distribuci latek v fezech tkani. S
pomoci hmotnostni spektrometrie se dafi rozSifovat po-
znatky o jiZ zndmych molekuldch a ty pak aplikovat do
klinické praxe.

Je patrné, ze v oblasti klinické diagnostiky nebude
zatim hmotnostni spektrometrie rutinni metodou a jesté
chvili zistane doménou pro vybrana experimentalni lékat-
ské pracovists, alespoit v Ceské republice. Naroky kladené
na obsluhu i vySe provoznich nakladii u nejvykonnéjsich
hmotnostnich spektrometr (FT-ICR) stale uptednostiiuji
jednodussi, ale méné€ univerzalni imunoanalytické techni-
ky. V pripadé ostatnich hmotnostnich spektrometri mohou
byt naklady srovnatelné nebo i niz§i. Imunoanalytické
metody jsou vSak v klinickych laboratofich velmi dobie
zavedené a personal je pro jejich vyuziti proskoleny. Dule-
zitym faktem je i implementace standardnich protokolli na



Chem. Listy 105, 356-360 (2011)

jiz existujici poloautomatické a automatické analytické
systémy, které jsou dnes bézné na klinickych pracovistich.
V soucasnosti miize byt feSenim identifikace biomarkeru
hmotnostni spektrometrii a nasledné zavedeni imunoanaly-
tické metody pro jeho sledovani v béznych klinickych
vzorcich. V budoucnu Ize oéekavat vyznamnéjsi uplatnéni
hmotnostni spektrometrie v rutinnich klinickych laborato-
tich, coz je vSak podminéno jejim dalSim instrumentalnim
i metodologickym rozvojem.

Prdce na tomto projektu byla podporena granty Mi-
nisterstva Skolstvi, mladeze a télovychovy (LC07017,
MSM6198959216). Infrastrukturdlni cdst projektu (Ustay
molekularni a translacni mediciny LF UP) je financovana
z projektii Operacniho programu veda a vyzkum pro ino-
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Tumor markers play an important role in cancer diag-
nostics. However, with the exception of selected fusion
genes and proteins, there are no specific compounds for
unambiguous cancer diagnosis. Oncologists must combine
many markers to assess diagnosis, staging, prognosis and
prediction of therapeutic response. Mass spectrometry
(MYS) is a powerful technique which can help to identify
new biomarkers and/or to refine information about marker
candidates. Recent years have witnessed new approaches
in MS analysis for dicovery of cancer biomarkers. This
review highlights some recent findings and trends in can-
cer diagnosis.



