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1. Uvod

Bé&hem vyvoje a rlstu se tkdn€ a organy vyvijeji
z jediné buiiky pomoci diferenciace. Jde o nesmirné kom-
plexni a také siln€ regulovany proces v organismu. Rako-
vinné bujeni vznikd v ptipadé, kdy se normalni bunky
vymknou homeostatické kontrole a zacnou se neregulova-
n¢ delit. Takové bunky vznikaji nejcastéji v dasledku na-
hromadéni né€kolika mutaci a selhdnim jak opravného me-
chanismu, ktery je schopny poskozeni DNA opravit, tak
i imunitniho systému, ktery za normadlnich okolnosti aty-
pické bunky odstranuje. Tyto buiky ztraci kontrolu nad
svym délenim, ristem, diferenciaci i kontrolovanou bunéc-
nou smrti (apoptdézou), coz vede ke vzniku nadorového
onemocnéni. Takto nové vzniklé buiiky se odliSuji od nor-
malni tkané tvarové i funkéné. Benigni nadory rostou po-
malu, jsou vétSinou dobfe diferencované od normalni tka-
né (nepronikaji do ni) a netvoii metastazy (sekundarni
nadory). Maligni (zhoubné) nadory rostou rychle, metasta-
zuji a prorustaji do okolnich tkani a zptsobuji tak jeji de-
strukci. Vznik nadorového onemocnéni je komplexni a
dlouhodoby proces, na kterém se podileji jak faktory gene-
tické, tak faktory vnéjsiho prostfedi. Pfeména tkané orga-
nismu do invazivniho stavu (odviji se od typu nadoru) trva
v prumeéru 5 az 10 let (cit."?).
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Podle svétové zdravotnické organizace (WHO) bylo
v roce 2012 nové diagnostikovano vice nez 14 milionu lidi
s rakovinnym bujenim a pfiblizné 8,2 miliénd lidi tomuto
onemocnéni ve stejném roce podlehlo’. S t&mito &isly se
tak rakovina celosvétové fadi mezi vedouci pfi¢iny nemoc-
nosti a imrtnosti.

Jednou z cest, jak identifikovat rakovinné onemocné-
ni, ¢i sledovat jeho progres, je analyza télnich tekutin
a sledovani koncentra¢nich hladin pfedem vytipovanych
biologickych markerti. Biomarker je definovan jako méfi-
telny indikdtor normélniho iabnormélniho biologického
procesu &i odpovédi na farmakologickou 1é¢bu’. Nadorové
markery jsou latky produkované naddorem, nebo organis-
mem samotnym jako odpovéd’ na rakovinné bujeni. Tyto
latky jsou pfitomny v organismu postizenych pacientll ve
zvySenych koncentracich a nejvice se v klinické praxi vyu-
zivaji k monitorovani UspéSnosti 1é€by. Mnoho vyzkum-
nych instituci ovSem spatiuje jejich vyuziti i v ¢asné dia-
gnostice nddorovych onemocnéni .

Diagnostické testy s lateralnim tokem (LFIA) se dnes
té81 pomeérné velké oblibé i rozsiteni, a to pro své nesporné
vyhody. Stejné tak je vyhodou i univerzalnost pouziti téch-
to testl — dnes se pouzivaji LFIA v mnoha velmi rozdil-
nych odvétvich, napf. v zemédé€lstvi, medicinalni diagnos-
tice, k detekci drog ¢i environmentdlnimu testovani.
Neméné dilezitou vlastnosti je i jednoduchost vyroby,
kterd se pozdéji projevuje iv piiznivé cené produktu’.
LFIA tak tvoii idealni nastroj pro detekci biomarkert riz-
nych druht rakovinnych onemocnéni.

2. Detekce v lateralnim toku na membrané
(LFIA)

Imunochemické metody vyuzivaji k dikazu a stano-
veni detegované latky specifické interakce s protilatkami.
In vitro se pfi nich vyuzivd produkt imunitniho systému
organismu puvodné zaméfeny na specifické rozliseni
a zneSkodnéni cizorodého antigenu. Protilatky umoziuji
citlivé a specifické rozpoznani analytu v komplexnich
biologickych vzorcich (napf. moc, krevni plazma, mozko-
mi$ni mok a kondenzat vydechovaného vzduchu)’.

Metoda LFIA spojuje princip papirové chromatogra-
fie a imunochemickych metod, za vzniku jednoduchého
testu v podobé prouzku, ktery je vhodny pro rychlou
a citlivou detekci antigenti pfitomnych v télnich tekutinach
pacientd. Jde o tzv. point-of-care test, u kterého neni potfe-
ba laboratorniho vybaveni (testovani muze probihat u paci-
enta, bez dohledu proskoleného personalu), je rychly, lev-
ny a zaroven specificky a citlivy®. Metoda vyuziva kolori-
metrické detekce antigenu diky barevné znacenym proti-
latkam. Princip detekce je vysvétlen nize.
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2.1. SloZzeni LFIA

Lateral flow testy se pfipravuji ve dvou moZznych
uspotradanich lisicich se typem detegovanych analyti:
(1) pfimé (také oznacované jako ,,sendvicové® usporadani)
se vyuziva pro detekci vétsich analytil, napf. virt, protei-
nd; (2) kompetitivni uspofddani se vyuziva pro detekci
malych analytl, u kterych je nemozné navazani dvou pro-
tildtek soucasné.

Spole¢né pro lateral flow testy je slozeni z jednotli-
vych Casti (obr. 1): absorpcni podlozky pro nanaseni vzor-
ku, konjugacni zony, membrany a podlozky pro nasavani
vzorku. VSechny tyto ¢asti jsou lepeny na plastovou pod-
kladovou kartu.

Velmi dulezitymi prvky LFIA jsou na membrané

umisténé dveé detekeni linie — testovaci a kontrolni. Tyto
linie jsou odpovédné za detekci sledovaného analytu ve
vzorku a o jejich slozeni rozhoduje praveé volba usporadani
(pfimé vs. kompetitivni uspofadani).
o primarni protilatku znaCenou barevnou nanocastici. Ten-
to konjugat je schopen se vazat na dany analyt i na deteké-
ni linie (a tim je zbarvit) a zprostfedkovat tak informaci
o pritomnosti ¢i absenci analytu ve vzorku.

2.2. Usporadani LFIA

Primé usporadani LFIA

Pfimé usporadani se vyuziva pro detekci analytl
o vétsich rozmérech, které ve své struktufe obsahuji vice
antigennich mist (minimaln¢ dv¢). Testovaci linie je
vtomto piipadé¢ tvofena primarnimi protildtkami proti
sledovanému analytu.

Pokud vzorek obsahuje sledované analyty, dojde
v konjugacni zon€ k vytvoreni komplexu mezi analytem
a primarni protilatkou, ktera je znacend barevnou nanocés-
tici. Komplex antigen-znacena primarni protilatka vlivem
kapilarnich sil vzlind pfes membranu k oblasti testovaci
linie, kterd je tvofena imobilizovanymi primarnimi proti-
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s antigenem na jiném antigennim misté nez primarni proti-
latky z konjugacni zony. Nasledné dojde k navézani anti-
genu na tyto protilatky a testovaci linie se zbarvi barevny-
mi koloidnimi nanocasticemi. V piipad€, Ze vzorek sledo-
vany antigen neobsahuje, postupuje komplex antigen-
znac¢end primarni protildtka aZ ke kontrolni linii, aniz by
zbarvil linii testovaci. Kontrolni linie je tvofena imobilizo-
vanymi sekundarnimi protildtkami proti primarnim proti-
latkdm.  Sekundarni  protilatky  vytvaiti = komplex
s primarnimi  oznaCenymi  protildtkami  pochézejici
z konjugacni zony.

V ptipad¢ pozitivniho testu (vzorek obsahuje sledova-
ny antigen) vznikaji na LFIA dvé¢ linie (testovaci a kontrol-
ni). Naopak negativni vysledek LFIA je charakterizovan
vznikem pouze kontrolni linie.

Kompetitivni usporadani LFIA

Kompetitivni uspofadani se pouziva pro detekci men-
Sich analytti obsahujicich jedno antigenni misto. Testovaci
linie je vtomto piipadé tvofena sledovanym analytem
zakotvenym v proteinovém nosi¢i, schopném vazby na
membranu.

U pfimého kompetitivniho uspoféddani je barevnou
nanocastici znaena primarni protilatka urcena k vychyta-
vani sledovaného analytu. Pokud vzorek obsahuje sledova-
ny analyt, dochazi na konjugacni zoné k jejich vychytani
znaCenymi primarnimi protildtkami. Testovaci linie je
v tomto pfipad¢ tvofena sledovanym analytem vazanym
nejcastéji na BSA (bovine serum albumin), z cehoz plyne,
ze komplex antigen-znacend primarni protilatka jiz neni
schopna se na tuto linii vézat a tim ji zbarvit. Kontrolni
linie je opét tvoiena imobilizovanymi sekundarnimi proti-
latkami proti primarnim protilatkdm. Sekundarni protilatky
vytvareji komplex s primarnimi znaenymi protilatkami
pochazejicimi z konjugacni oblasti.

V pfiipad¢ pozitivniho testu (vzorek obsahuje sledova-
ny antigen) vznika na LFIA v kompetitivnim formatu pou-
ze kontrolni linie. A naopak negativni vysledek LFIA je
charakterizovan vznikem dvou linii (testovaci a kontrolni).

latkami proti sledovanému analytu, které reaguji
absorpéni podlozka pro absorpéni podlozka
nanaseni vzorku membrana pro zachytavani vzorku
A AL A
~ oo N Al

— | }

konjugacni testovaci linie kontrolni linie

zéna

Obr. 1. Typické usporadani LFIA
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Nepiimé kompetitivni uspofaddéani se od pfimého piili§
nelisi. V konjugacni zon¢ se nachdzi primarni protilatka
véazana na sekundarni protilatku, ktera je znacena barevnou
koloidni nanocastici. Testovaci linie je stejného slozeni
jako u uspofadani pfimého kompetitivniho, tj. antigen va-
zany na BSA. Kontrolni linie je tvofena imobilizovanymi
protildtkami proti sekunddrnim protilatkdm. Vizualizace
vysledk probiha totoznym zptisobem®.

3. Pouziti LFIA k detekci rakovinnych
markeru

3.1. Rakovinné markery

Podle definice formulované a pfijaté na 5. Mezina-
rodni konferenci o lidskych nadorovych markerech ve
Stockholmu v roce 1988 (The Fifth International Confe-
rence on Human Tumor Markers, Stockholm, Sweden
1988) jsou tumorové markery charakterizovany jako latky,
které vznikaji v naddorovych bunkach a jsou sekretovany
do télnich tekutin, kde je Ize kvantifikovat neinvazivnimi
metodami. Vzhledem ke korelaci koncentrace téchto mar-
kerii s aktivni hmotou nadoru jsou tumorové markery na-
pomocné pii 16&bé onkologickych pacientd'.

Mezi vlastnosti idedlniho nadorového markeru patii
vysoka klinicka senzitivita (pravdépodobnost, Ze pacient
s pozitivnim vysledkem testu ma hledané nadorové one-

Tabulka I
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mocnéni), vysoka klinickd specifita (pravdépodobnost,
s jakou ma pacient bez diagnostikovaného maligniho one-
mocnéni negativni vysledek laboratorniho testu) a zaroven
jeho koncentrace v télnich tekutindch koreluje s velikosti
nadoru, stadiem onemocnéni a ucinnosti terapie. Je ovSem
nutné zdiraznit, ze zadny ze znamych markerti nevykazuje
viechny tyto vlastnosti'.

V klinické praxi je b&zné pouzivano né€kolik desitek
nadorovych markerd uziteCnych pfi monitorovani aspés-
nosti 1écby a v€asném zachyceni recidivy onemocnéni.
V tab. I jsou uvedeny rakovinné biomarkery pouZzivané
v klinické praxi v onkologické indikac¢ni skupiné. Pokroky
v oblasti genomickych a proteomickych technologiich,
véetn¢ technologie genovych ¢ipti, SAGE technologie,
dvojdimenzionalni elektroforézy a hmotnostné spektrome-
trickych technik spolu s pokroky v bioinformatice, pfina-
Seji vysoka ocekavani na objev novych citlivych a speci-
fickych biomarkerti, které jsou v disledku onemocnéni
(nejen onkologickych) sekretovany do t€lnich tekutin.
Tuto skutecnost komplikuje fakt, Ze komplexni biologické
matrice obsahuji velké mnozstvi proteinti a ostatnich latek
(metabolitl, lipoproteind apod.), které ¢ini screening mat-
ric a hledani novych vyuzitelnych markert velmi zdlouha-
vym'’. Zajimavym novym piistupem je stimulace nadoro-
vych bunék k tvorbé biomarkerti v dostate¢né koncentra-
ci jiz vranych stadiich onemocnéni a jejich nasledna
detekce''.

Rakovinné biomarkery pouzivané v klinické praxi dle National Cancer Institute

Biomarker Matrice Indikace

AFP krev rakovina jater

b2M krev, mo¢, mozkomi$ni mok mnohocetny myelom, chronicka lymfocytarni
leukémie

b-hCG krev, mo¢ choriokarcinom, rakovina varlat

CA15-3/CA27.29 krev rakovina prsu

CA19-9 krev rakovina slinivky, zluéniku

CA-125 krev rakovina vajecnikti

CALC krev karcinom §titné zlazy

CEA krev rakovina kolorekta, rakovina prsu

CD20 krev non-hodgkintiv lymfom

CgA krev NET pankreatu

Cytokeratinové fragmenty 21-1 krev rakovina plic

Fibrin/fibrinogen moc¢ rakovina mo¢ového méchyte

HE4 krev rakovina vajecnika

Imunoglobuliny krev a mo¢ mnohocetny myelom

Laktatdehydrogenasa krev néadory ze zarodecnych bunék

NMP22 mo¢ rakovina moc¢ového méchyie

PSA krev rakovina prostaty

Oval krev rakovina vajecnikti
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V praxi se vyuZiva nékolik metod, kterymi lze nado-
rové markery z biologickych matric detegovat. Mezi tyto
metody patii imunoanalytickd analyza biologickych teku-
tin, imunohistochemické vySetfeni bioptickych vzorkl
a metody molekularni biologie resp. genové exprese nado-
rovych bunék. Snahou je vyvijet screeningové metody co
nejméné invazivni. Z tohoto pohledu jsou nejvhodnéjsi
imunochemické analyzy t&lnich tekutin'.

3.2. LFIA pro detekci nadorovych markert

V nasledujici kapitole je uvedeno nékolik ptipadd
klinicky pouzivanych a uznavanych biomarkerti nadoro-
vych onemocnéni, pro které existuji testy ve formatu
LFIA. Nékteré testy jsou za pouziti elektronickych ctecek
schopny kromé kvalitativni analyzy i kvantitativniho vy-
hodnoceni testovaného vzorku.

Vétsina LFIA testl pro nize zminéné biomarkery je
vSak urCena pro odborny zdravotnicky persondl a chybi
testy dostatecné trivialni a vhodné pro domaci testovani
(tzv. point-of-care testy), které¢ by pomohly asymptomatic-
kym pacientim v rizikovych skupinach odhalit onemocnéni
v pocatecnich stadiich a tim zvysit Sance na jejich preziti.

Karcinoembryonalni antigen

Karcinoembryonalni antigen (CEA) je markerem
mnoha druhii nadorovych onemocnéni (napf. rakoviny
prsu, kolorekta, plic atd.) a je také jednim z nejdéle pouzi-
vanych v klinické praxi. Nejveétsi uplatnéni nachdzi pfi
testovani pacienti, ktefi jiz maji za sebou Uspésnou 1écbu,
ale je u nich riziko navratu rakovinného bujeni a pfi urco-
vani stadia onemocnéni.

Jako biomarker je vSak nevhodny pro populacni scre-
ening a pro diagndzu v ranych stadiich onemocnéni'>,

Alfa-fetoprotein

Dalsim casto pouzivanym markerem nadorového
onemocnéni je o-fetoprotein (AFP). Jedna se o marker
rakoviny jater a varlat. Pokud pacient po orchiektomii
prokazuje staly koncentracni narist AFP, je rakovina ve
druhém ¢i ve vyssim stadiu. U vice nez 60 % pacientt
s rakovinou jater dochazi ke zvysené sekreci AFP, je tedy
vhodné vyuzit tento biomarker ke sledovéani G¢inku tera-
pie. Bylo provedeno také ne€kolik pomérné uspésnych po-

. o713
pulacnich screeningti” .

Karbohydratovy antigen 125

vvvvvvvvvvv

bohydratovy antigen 125 (CA125). U tohoto typu rakoviny
se pouzivd ke sledovéani UCinnosti terapie a vyrazné tak
napomaha zvladnuti celkové 1écby. CA125 se dale v ome-
zené mife pouziva k odhaleni rakoviny vajecniktl (zvySena
koncentracni hladina tohoto markeru vSak nestaci k urceni
diagnozy) a monitoringu pacientl s rakovinou prsu a plic.
Vyssi sekrece CA125 vznikd bohuZel i pfi fad¢ nena-
dorovych onemocnéni, coz znemoziuje jeho pouZiti pro

f . e 2714
screening populace pro rakovinu vajeéniki’'*.
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Karbohydratovy antigen 19-9

Karbohydratovy antigen (CA 19-9) je bézn€ pouZziva-
ny nadorovy marker, ktery je spojen predevsim s nadory
traviciho traktu, zejména s rakovinou slinivky bfisni, tlus-
tého stfeva, zluéniku, jater a jicnu. Vyuziti nachazi prede-
v§im u rakoviny slinivky bfi$ni, kde slouZi jak k identifi-
kaci onemocnéni, tak k monitoringu 16&by”">.

Prostaticky specificky antigen

vvvvvv

nadorovy marker karcinomu prostaty, coz je u muzu druhé
nejcastéjsi rakovinné onemocnéni. Vzhledem k faktu, ze
jde o marker vysoce selektivni i specificky, je v USA do-
porucen populacni screening i u asymptomatickych jedin-
cl, coz muze pozitivné piispét k véasné diagnoze v ranych
stadiich onemocnéni. LFIA testy pro prostaticky speci-
ficky antigen (PSA) jsou tak velmi dobfe dostupné
arozsifené” .

Protein jaderné matrix 22

Protein jaderné matrix 22 (NMP22) je proteinem vy-
skytujicim se v bunééném jadfe a svou funkci zasahuje do
syntézy DNA i regulaci exprese gend. Je také markerem
karcinomu mocového meéchyfe (nekontrolované déleni
bunék a tim padem i syntézy DNA). LFIA test pro NMP22
je vyvinut na detekci pfimo z moci pacienta, coz vyrazné

usnadiuje testovani”'”.

Lidsky choriovy gonadotropin

Protein (lidsky choriovy gonadotropin (hCG)), ktery
neni nutno dlouze predstavovat, jelikoz jiz dlouhou dobu
pouziva k urceni téhotenstvi (tzv. t€¢hotenské testy, které
jsou prvni skutecnou komercni aplikaci LFIA). Kromé
toho jde o biomarker rakoviny varlat”'®.

Fibrinové degradacni produkty (FDP)

Fibrinové degradac¢ni produkty (FDP) se obvykle
pouzivaji ke zjistovani trombotickych stavii, nicméné jsou
zejména v posledni dob¢ vyuzivany také jako marker kolo-
rektalniho karcinomu a karcinomu mocového méchyte (ale
i dalsich typii rakovinnych onemocnéni)’'*°,

4. Zavér

Rakovinnd onemocnéni jsou dnes vSude po svété vel-
mi rozSifend a nebezpe¢na. Rocné zemie na rakovinné
onemocnéni pres 8 miliont lidi, pfi¢emz za mnoha umrti
mize i pozdni diagndza pacientova stavu. Vcasna diagno-
za by vtadé pfipadti pomohla zachranit lidsky zivot,
nicméné populacni screeningy klasickymi analytickymi
metodami jsou témé&f nemozné a tak vznikla snaha vytvofit
tzv. point-of-care testy, schopnych detekce rakovinnych
markert. Tyto testy by jedinec v rizikové skupiné provedl
sam a v pripadé pozitivniho vysledku by podstoupil dalsi
vysetieni, ktera by potvrdila ¢i vyvratila vyskyt nadorové-
ho onemocnéni.
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Za timto ucelem vznikla cela fada testti zalozenych na
LFIA, které si kladly za cil pomoci odhalit dané onemoc-
néni jiz v ranych stadiich. V fad€ pfipadt se bohuzel setka-
vame s malou specifitou daného biomarkeru a tim i vytvo-
feného testu. V posledni dob& se vSak zacinaji objevovat
tzv. multiplexové LFIA testy pro rakovinna onemocnéni.
Tedy testy schopnych detekce nekolika biomarkert najed-
nou (i biomarkerit méné vyznamnych a markerti nepouzi-
vanych dosud v klinické praxi), ¢imz se zvys$i specifita
testu pii zachovani selektivity. Tyto nastroje personalizo-
vané mediciny zaloZené na principu point-of-care mohou
v budoucnu zachranit diky vcasné diagndze rakovinnych
onemocnéni mnoho Zivoti.

Tato prdce se uskutecnila v ramci Narodniho progra-
mu udrzitelnosti (NPU 1 LO1215) MSMT — 34870/2013
a TACR (TA04010838).

Seznam pouzitych zkratek

AFP alfa-fetoprotein

p2M B-2-mikroglobulin

CA karbohydratovy antigen
CALC calcitonin

CD20 B-lymfocytarni antigen

CEA karcinoembriondlni antigen
hCG lidsky choriovy gonadotropin
HE4 lidsky nadvarlatovy protein 4
LFIA lateral flow immunoassay
NMP 22 nuclear matrix protein 22

Ova 1 S-protein signature

PSA prostaticky specificky antigen
WHO Svétova zdravotnicka organizace
FDP fibrinové degradacni produkty
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Tumor markers are an important part of diagnosis and
monitoring the progress of treatment for many types of
cancer. The number of discovered biomarkers is currently
growing also thanks to the improving analytical methods.
Clinically used as well as newly discovered biomarkers
may contribute to the early diagnosis of a cancer, which
increases the patient's chance of recovery. The limiting
factor is the lack of so-called point-of-care tests, particu-
larly due to often low selectivity and specificity of the
markers. Recently so-called multiplex assays that are able
to detect a larger amount of the tumor markers of the type
of disease and thus increase the specificity of the test are
developed. This article briefly describes the clinically used
tumor markers for which there is a test as lateral flow im-
munoassay (LFIA).



