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2 UvoD

Nadorové ochorenia patria po kardiovaskularnych ochoreniach k najéastejSim pri¢inam umrtia
vo vsetkych civilizovanych krajindch. Mortalita vzrastd aj ked sa na tomto ndraste urcite podiela
prediZenie strednej dizky Zivota. Rovnako je zmenend nielen lokalizacia vyskytu nadorového
ochorenia ale dochadza aj k posunu k mladSim vekovym kategdriam. Najviac vzrastla incidencia
nadorovych ochoreni hrubého creva akonecnika, obliciek, pluc (hlavne u Zien), koZe vratane
melandému, prostaty u muZov a u Zien rakovina prsnika. Ciefom dnesnych opatreni je ¢o najv€asnejsia
diagndza, aby sa nadorové ochorenie zachytilo v pociato¢nom Stadiu a bez generalizacie, to znamena
este kurabilné. Niektori autori uvadzaju, Ze zobrazovacie metddy su schopné registrovat nador,
ktory obsahuje 10° nadorovych buniek kym imunohistochemické metédy st schopné identifikovat
nador tisic krdt mensi. Napriek tomu laboratérny dokaz pritomnosti malignity nepriniesol s nadejou
ocakavanu moznost skorého a $pecifického zachytu ochorenia.

Nddorové ochorenia patria sucasne aj ku najobavanejsim civilizaénym chorobam dnesnej doby.
Ziadne iné ochorenie nevyvolava v udoch tolko emdcii. Pri¢in transformacie norméalnej bunky na
nadorovu je popisanych velmi vela a jednotlivé typy nddorov sa liSia po genetickej stranke; jedno
vSak maju spolocné: nadorové bunky Uplne zmenia Uroven svojho metabolizmu, aby uspokojili
naroky na rychly bunkovy rast a delenie (proliferaciu).

Vznik arast zhubnych nadorov je vcentre pozornosti azaujmu lekarov avedcov mnohych
odborov uzZ niekolko desatrodi. Z hladiska terapie ide predovsetkym o rozpoznanie znakov, ktoré su
pre nadorovd bunku jedinecné aktoré je moziné vyuZit na jej cielené zni¢enie bez poskodenia
zdravych buniek. A prdve jednym z tychto univerzalnych znakov nadorovych buniek je ich Specificky
metabolizmus.

Intenzivny vyskum sa venuje aj faktorom, ktoré prispievaju ku vzniku réznych typov zhubného
bujnenia. Okrem vrodenych genetickych faktorov a uUcasti onkogénnych virusov zohrdva pri vzniku
rakoviny zasadnu ulohu aj vplyv prostredia a Zivotny Styl. VSetky tieto na sebe nezavislé faktory mézu
ale sp6sobit rovnakd zmenu: zo zdravej bunky, ktora ma iba obmedzent schopnost delenia, sa stane
bunka v podstate nesmrtelnd, deliaca sa rychlo a neobmedzene. A na to musi bunka okrem iného
urobit zasadnu vec, a to Uplne zmenit svoj metabolizmus.

Okrem toho vSak nadorové bunky exprimuju aj celd skalu Specifickych antigénov a latok, ktoré
indukuju komplex neurohumorilnych zmien, ¢im ovplyviiuji metabolizmus celého organizmu.
Priamy vplyv na metabolizmus Zivin maju cytokiny, hormondlne zmeny a Specifické latky
produkované priamo niektorymi nadormi (napr. lipidy mobilizujaci faktor — LMF; proteiny
mobilizujuci faktor — PMF). Zmeny ku ktorym v organizme dochadza su zavislé od typu nadoru, jeho

lokalizacie a od stadia ochorenia



3 METABOLIZMUS NADOROVEHO TKANIVA

Jednym z univerzalnych znakov nadorovych buniek je ich Specificky metabolizmus a jednou
z podmienok rychleho delenia buniek je dostatocnd a rychla syntéza prekurzorov nevyhnutnych na
stavbu novych buniek. Nadorové bunky upravia svoj metabolizmus prave takym spésobom, aby sa
takymto zvysenym narokom vyhovelo. Nadorové bunky zaénu spotrebovavat velké mnozstvo glukdzy
a glutaminu ¢im sa do znacnej mieri stanu zavislé hlavne na rychlej glykolyze. Respiraény retazec,
ktory je v normalnych bunkach hlavhym zdrojom adenozintrifosfatu (ATP) sa takmer zastavi. A to
vSetko hlavne preto, aby bunka posilnila syntézu nukleovych kyselin, aminokyselin a lipidov
nevyhnutnych pre rast a ndsledné delenie. Tejto Specifickej zmeny si vSimol uz v roku 1922 nemecky
lekdr Otto Warburg a jav bol neskor pomenovany ako Warburgov efekt. Kvoli nemu si musi bunka
poradit aj svyraznymi zmenami vnutorného pH prostredia a mobilizovat systémy, ktoré ho
udrZiavaju na fyziologickej trovni. Co viak ddva nddorovym bunkdm silu je mozné pouzit aj proti nim.
V ostatnych rokoch prebiehaju klinické studie niekolkych chemickych latok, ktoré maju za ciel
obmedzit Warburgov efekt alebo regulaciu bunkového pH, a tym vyrazne spomalit rast nddorovych

buniek, kym ostatné bunky v tele su ovplyvnené iba minimalne.

3.1 ENERGETICKY METABOLIZMUS A METABOLIZMUS SACHARIDOV

Nadorové bunky prijimaju niekolkonasobne viac glukdzy aglutaminu ako ostatné bunky
a prostrednictvom glykolyzy vyrabaji az 60% celkového ATP; tvorba ATP v mitochondrii je naopak
potlacend. Zapnu teda mechanizmus anaerdbnej glykolyzy, a to aj v pritomnosti kyslika (Warburgov
efekt). Pévodne sa predpokladalo, Ze zvyseny tok glykolytickou drdhou je iba odpovedou na
zastavenie Krebsovho cyklu arespiracie, sp6sobené nevratnym poskodenim mitochondrii
pozorovanym u nadorovych buniek. Nadorové bunky maju vyssi podiel mitochondriovych mutdcii, ¢o
mozZe viest ku zniZeniu ich funkénosti. Nevratné poskodenia mitochondrii si vSak u nadorovych
buniek vzacne. Rézne experimenty ukazali, Ze pokial je glykolyza v nddorovej bunke potlacena,
funkcie mitochondriového metabolizmu sa obnovia. U rychlo rasticich tumorov je naviac ATP
syntetizovaného z velkej Casti aj v dychacom retazci a niektoré nadorové bunky prijimajd rovnaké
mnozstvo kyslika ako bunky zdravé. Z toho je mozné usudzovat, Ze potlacenie funkcie mitochondrie
nie je vo vacsine nadorov spdsobené jej posSkodenim, ale reguldciou aktivity na Urovni expresie, alebo
aktivity proteinov zapojenych do Krebsovho cyklu a dychacieho retazca. Napriklad za spomalenie
Krebsovho cyklu v fudskych melanémovych bunkach je zodpovedna inhibicia enzymu akonitazy

(alebo tiez akonitathydroldzy, ktord reverzibilne premiena citrat na cis-akonitat a ten na izocitrat)



volnymi radikalmi. Tedriu aktivnej reguldcie mitochondriovych funkcii podporuje aj fakt, Ze
Warburgov efekt nie je typicky len pre nddorové bunky, ale podobne sa spravaju aj bunky endotelu
(lemujdce vnutornu stranu ciev) ako aj vietky rychlo rastice bunky vratane buniek embryonalnych.

Preco teda nadorové, ale aj embryonalne bunky pouzivaju na tvorbu ATP tak neefektivny
spbsob, akym je odpriahnuta (prebieha oddelene od Krebsovho cyklu) glykolyza? Respiraény retazec
je schopny z jednej molekuly glukdzy vyprodukovat 18 krat viac molekdl ATP, v porovnani iba zo
samotnou glykolyzou. Na prvy pohlad ide moZzno o paradox. Situdcia vSak dava vacsi zmysel ak si
uvedomime, Ze glykolyza je az 100 krat rychlejSia, pokial sa oddeli od mitochondriového
metabolizmu. Ak ma teda bunka zabezpeceny vysoky prisun glukdzy, mdze za dany ¢as vyprodukovat
vacSie mnozstvo ATP glykolyzou ako pri zapojeni respiracie. A to zo sebou prindsa dalSie vyhody.

Deliace sa bunky okrem narokov na energiu musia tiez zdvojnasobit svoju biomasu. Je
potrebné zreplikovat cely gendm, ale aj vytvorit mnoZstvo mastnych kyselin na tvorbu membran,
nehovoriac o aminokyselinach potrebnych na syntézu proteinov. Prekurzorom na tvorbu nukleotidov
je ribéza-5-fosfat, jeden z medziproduktov pentézofosfatového cyklu. Tato metabolickd draha je
priamo napojend na glykolyzu a produkuje aj NADPH, ktory je nevyhnutny aj na syntézu mastnych
kyselin a lipidov a na ochranu bunky pred volnymi radikdlmi. ZvySeny tok glykolytickou drahou so
sebou prinasa aj rychlejsi pentdzofosfatovy cyklus a Warburgov efekt teda dokaze pokryt tak vysoké
energetické naroky nddorovej bunky ako aj jej poziadavky na stavebny materidl potrebny na bunkové
delenie.

Zvysend potreba biomolekdl viak nie je jedinou poZiadavkou nadorovych buniek. Rovnako ako
ostatné bunky tak aj nadorové si ohrozené volnymi radikalmi a s nimi spojeny oxidacény stres. Volné
radikaly vznikaju aj v zdravej bunke a ak nie suU v€as odstranené, poskodzuju DNA mitochondrii aj
jadro buniek a oxiduju proteiny a lipidy, ktoré tym stracaju svoju funkciu. Nador produkuje
v d6sledku zrychleného metabolizmu ovela viac volnych radikalov, v porovnani so zdravou bunkou
a naviac nadorové bunky su voci oxidacnému stresu citlivejSie. Jednym z ochrancov buniek pred
oxidaénym stresom je glutatién, ktory ku svojej funkcii potrebuje NADPH. Nadorovej bunke teda opat
efektivnejSie pomb6ze pentdzofosfatovy cyklus, ktory NADPH produkuje atym ju chrani pred
poskodenim volnymi radikalmi. Pentézovy cyklus je teda pre nadorovd bunku velmi dolezity. Pokial
ale reakcie glykolyzy prebiehaju velmi rychlo, glukdza-6-fosfat je premenena na pyruvat skor, nez sa
odkloni do pentézofosfatového cyklu. Preto nadorové bunky produkuji dimér izoformy
pyruvatkindzy M2, ktory (na rozdiel od izoformy M1) vykazuje nizSiu rychlost. Spomalenim
posledného kroku glykolyzy — zmenou pyruvatkindzy, ktora konvertuje fosfoenolpyruvat na pyruvat,
dosiahne bunka presmerovanie Casti glukdzy z hlavnej glykolytickej drahy do pentdzového cyklu.

Izoforma M2 pyruvatkindzy je navyse citlivd na p6sobenie volnych radikdlov, ¢o md za ndasledok



dalsie zniZenie jej aktivity. ESte viac metabolitov glykolyzy je tlacenych do pentézového cyklu a tvorby
NADPH, ¢im sa vytvara regulacna slucka.

Na hladky priebeh Warburgovho efektu je potrebné vyriesit eSte dalsi problém. Rychlost
glykolyzy limituje dostupné mnoZstvo cytosolického NAD® (oxidovand forma NADH), ktory je
v jednom z krokov redukovany na NADH, ktory sa za normdélnych okolnosti oxiduje spat na NAD"
pocas mitochondriovej respiracie. Tato moznost viak vzhladom ku potlacenej respiracii u nadorovych
buniek odpada. Problém je mozno obist zvysenou produkciou enzymu laktatdehydrogenazy, ktory
premiefia pyruvat v cytoséle na laktat a po&as tohto procesu regeneruje NADPH spit na NAD". Vznika
vSak obrovské mnozstvo laktatu, ktory za danych okolnosti nie je mozné dalej metabolizovat a pokial
by sa v bunke akumuloval, glykolyza by sa nakoniec zastavila a rovnako by nebezpeéne zacalo klesat
pH. Bunka preto radsej laktat uvolfiuje do vonkajSieho prostredia, ¢im sa sice zbavi potencidlne
vyuzitelnej energie z trojuhlikovej molekuly, ale zamedzi spomaleniu glykolyzy.

Tvorba laktatu poskytuje nddorovym bunkam dalSie selekéné vyhody. Laktat okysluje vonkajsie
prostredie bunky, ¢im modze napriklad inhibovat cytotoxické T lymfocyty a tym chranit nadorové
bunky pred imunitnym systémom. Oslabuje tieZz bunkovu adhéziu, ¢o moze prispievat ku lahsiemu sa
odputaniu nadorovych buniek od hlavného nadoru, ¢o vedie ku vzniku metastaz, najobavanejsieho
$tddia nadorového ochorenia. Solidne tumory nie sl homogénne a niekedy moze dojst ku
metabolickej symbidze, kedy je laktat z hypoxickej, glykolytickej populacie buniek z vnutornej ¢asti
nadoru zdrojom uhlika pre bunky v okysliéenej ¢asti na jeho povrchu. Nadorové bunky, teda aj

v tomto pripade nasli spbsob, ako vyuzit

metabolizmus vo svoj prospech.
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3.2 METABOLIZMUS GLUTAMINU

V neposlednom rade sa ku slovu dostava glutamin, ktory nadorové bunky prijimaju
v enormnom mnozstve, rovnako ako glukdzu. Tato neesencidlna aminokyselina je nevyhnutna pre
vietky bunky, pretoZe poskytuje dusik na syntézu aminokyselin a nukleotidov. U nadorovej bunky
vsak plni eSte délezitejsiu funkciu a hra v metabolizme proliferujicich buniek jedine¢nud dlohu. Je tu
sice zvySeny dopyt po nukleotidoch aaminokyselinach, ale prijem glutaminu vyrazne presahuje
potrebu dusika pre tieto syntetické drahy. Co sa teda deje s prijatym a nevyuzitym glutaminom?

Ako uZ bolo uvedené, dychaci retazec je u niektorych typov nadorovych buniek potladeny,
nikdy viak nie Uplne zastaveny. Uplnd inhibicia dychacieho retazca nie je mo#nd, nakolko vytvara
membranovy potenciadl nevyhnutny na delenie mitochondrii a tym aj celej bunky. Vstupom glutaminu
do mitochondrie, kde je premeneny na glutamat a dalej na a-ketoglutarat, nddorova bunka rozbehne
aspon Cast Krebsovho cyklu aj bez pyruvatu z glykolyzy. Glutamin méze byt tiez cez a-ketoglutarat
premeneny na citradt a dalej na cytosolicky acetyl-CoA, ktory je nevyhnutny na syntézu lipidov, alebo
aZz na laktat uvolfiovany von z bunky. Pocas tejto reakcie vznikd NADPH potrebné na syntézu lipidov
a dalSich stavebnych jednotiek. Prebytocny dusik, ktory nie je zabudovany do aminokyselin
nevyhnutnych na syntézu proteinov, sa premiefia na alanin a amoniak a nasledne uvolfiuje von
z bunky. Pocas spracovania glutaminu vznika tiez oxid uhlicity (CO,), ktory volne difunduje do okolia
bunky. Glutaminolyzou tak bunka elegantne vyriesi nielen syntézu aminokyselin a lipidov, ale aj
nedostatok medziproduktov Krebsovho cyklu ktorym je sprevadzany Warburgov efekt, a tym sa
zabezpedi produkcia redukovanych ekvivalentov NADH a FADH, nevyhnutnych na udrzanie
mitochondriového membranového potencialu.

Glutamin slizi aj ako zdroj acetyl-CoA pre lipogenézu. Po konverzii glutaminu na malat

glukoéza anasledne pyruvat sa zpyruvatu tvori
P acetyl-CoA. Tato uloha na syntézu lipidov
G6P syhtéié nukleotidov de novo je obzvldst vyznamna za

syntéza | hypoxickych podmienok alebo disfunkcii

MK

glykolyza

laktat mitochondrii. Vtychto podmienkach az
80% acetyl-CoA pre lipogenézu pochadza
prave z glutaminu, v porovnani s 10-20% pri

glutamin normoxickych podmienkach.

Obrazok 2 Metabolizmus glukézy a glutaminu v nadorovej bunke

V neposlednom rade glutamin slizi aj ako molekula schopna modulovat signalne drahy, ktoré

tieZz urychluju rast. Aminokyselinovy transportér ASCT2 je transportér svysokou afinitou ku L-



glutaminu, ktory je v nadorovych bunkach niekolkondsobne viac up-regulovany v porovnani
s bunkami normalnymi. Vstup glutaminu do bunky prostrednictvom tohto transportéru aktivuje

rapamycinovy komplex, ktorého ulohou je reguldcia a kontrola syntézy proteinov.

3.3 ZMENY PH V NADOROVEJ BUNKE

Zvysend produkcia laktatu glykolyzou, rovnako ako zvysSena produkcia CO, glutaminolyzou
ajeho ndslednda premena na uhli¢itanovy anién (HCO;) vsak vedie ku zasadnému problému:
okyslfovaniu vnutorného prostredia bunky. Pokial by pH kleslo pod 7,1-7,2, bunka by nebola schopna
delenia. Je preto nevyhnutné mobilizovat systémy, ktoré nadbytoéné vodikové idny odcerpaju. Tie su
tak vykonné, Zze vnutorné pH nadorovej bunky byva vo vysledku este vyssSie ako u buniek normalnych.
Jej vonkajSie pH je vSak vyrazne kyslejSie Co prispieva ku zmendm medzibunkovej hmoty

a metastazovaniu nadorov.

3.4 VPLYV NADOROVEHO OCHORENIA NA CELKOVY METABOLIZMUS SACHARIDOV

Intenzita glykolyzy sa casto uvelkych nadorov prejavuje poklesom glykémie. Zvysend
schopnost nadorovych buniek vychytavat glukézu z extraceluldrneho priestoru vznikd v dosledku
zvySenej expresie hexokindzy, transportérov glukdézy GLUT1 a GLUT3 ako aj dalSich transportérov
glukdzy, ktoré sa za fyziologickych podmienok nevyskytuju. Anaerdbna glykolyza je typicka nielen
u nddorov s nedostatocne vyvinutou mikrocirkuldciou, ale aj udobre perfundovanych ndadorov.
Pri¢inou je pravdepodobne adaptdcia na intermitentnd hypoxiu uz v pociato¢nych Stadiach rastu
nadoru. Casto je pritomnd rezistencia na inzulin azvy$end glukoneogenéza v pegeni. Hlavnou
pri¢inou rezistencie na inzulin su pravdepodobne cytokiny. Najvyznamnejsimi substratmi pre
glukoneogenézu su aminokyseliny uvolnené z kostrového svalstva, glycerol uvolneny pri lipolyze
z tukového tkaniva a laktat, ktorého nezanedbatelnda cast je produkovana priamo nadorom. Syntéza
glukdzy z laktatu predstavuje pomerne vysoku spotrebu ATP. Predpoklada sa, Ze tato aktivovana
recyklacia glukdzy z laktatu (Coriho cyklus) medzi nddorom a pecenou sa podiela vyznamnou mierou
na zvySenom energetickom vydaji. Pokles pH v okoli nadorového tkaniva sp6sobeny produkciou
laktatu je stimulom pre vaskularizaciu nadorového tkaniva, ¢o ulahcuje invaziu nadorového tkaniva
do okolia. Tym sa vo fenotype nadorovych buniek indukuju zmeny, ktoré zvysuju ich rezistenciu voci
ucéinku cytostatickych lieciv. Zvy$ena hladina laktatu je sprevadzana nevolnostou a nechutenstvom a
je jednou z pricin znizeného prijmu potravy u pacientov s nddorovym ochorenim. Hypoxické nadory
svy$Sou intenzitou anaerdbnej glykolyzy su agresivnejSie a rezistentnejSie tak na ucinok

radioterapeutickej ako aj cytostastickej liecby.



3.5 VPLYV NADOROVEHO OCHORENIA NA CELKOVY METABOLIZMUS LIPIDOV

Lipidové zloZzky potravy ovplyviuju zaciatok a rozvoj mnohych ochoreni vratane onkologickych.
S ohladom na nadorové ochorenia sa uvadza zvySeny prijem tukov ako rizikovy faktor hlavne
u kolorektalneho karcindmu, karcindmu prsnika alebo prostaty. Délezité je vsak nie len mnozstvo, ale
hlavne zloZenie tukov, pretoze tuky nie su iba zdrojom energie, ale hraju tiez délezitd Strukturalnu
aregulacnu ulohu s vyznamnym dopadom na fyziologické funkcie organizmu. Vysoko nenasytené
mastné kyseliny (VNMK - ,polyunsaturated fatty acids —PUFAs“ - kyseliny s 2 a viacerymi dvojitymi
vazbami) zohravaju dolezitu ulohu v Struktire membran avsyntéze dolezitych metabolitov.
Zivotichy nedokaZu syntetizovat w-3 a w -6 VNMK de novo a nevedia ani premenit jednu skupinu na
druhd, preto tieto esencidlne kyseliny musia byt zloZzkou potravy. Su Zivotne dblezité ako zlozka
véetkych membran a permeabilnej bariéry pokozky a ako prekurzory metabolitov — eikozanoidov
a s nimi suvisiacich latok, ktoré hraju dolezitd regulacnu ulohu v tkanivach. Pre Zivotné procesy je
dolezité udrziavanie prislusnych fyzikalno-chemickych vlastnosti membrany. Modifikdcia MK
v potrave meni zloZenie fosfolipidovych MK a ovplyviiuje funkcie sprostredkované membranovymi
proteinmi (receptormi, transportnymi proteinmi, enzymami) ako aj funkciu na membranu viazanych
signalnych molekul (G proteinov, fosfolipaz atd.). VNMK su tieZ prekurzormi lipidovych mediatorov,
ktoré zohravaju klucova ulohu aj v procese karcinogenézy. VNMK a ich metabolity funguju spolu
s cytokinmi a horménmi ako intra- iinterceluldrne medidtory a moduldtory bunkovej signalizanej
siete.

Kyselina linolova (LA) a od nej odvodend kyselina arachidonova (AA, 20:4, w-6) je dolezitym
zdrojom  biologicky aktivnych mediatorov— eikozanoidov (prostaglandiny, leukotriény)
a v experimentalnych systémoch je ¢asto dokazovany podporny ucinok pre vznik a rozvoj nadorov.
Naopak ukyseliny alfa-linolovej (ALA) aod nej odvodenych ekozapentaénovej (EPA)
a dokozahexaénovej (DHA) kyseliny boli preukazané v experimentalnych systémoch inhibicné
protinddorové ucinky. DHA (22:6, w-3) je najviac nenasytenou MK so Siestimi dvojitymi vazbami
a Specidlnymi strukturalnymi vlastnostami.

V priebehu vyvoja fudskej spolocnosti sa zdsadne zmenila spotreba aj spektrum lipidov vo
vyzive. Doslo k prudkému narastu spotreby celkového tuku a nasytenych MK so sucasnym poklesom
prijmu antioxidantov vo forme vitaminov C a E a rovnako sa zmenil pomer medzi spotrebou w-6 a w-
3 VNMK v neprospech w-3. Pomer w-6 : w-3 VNMK v diéte sa drasticky zmenil a uvadza sa, Ze v tzv.
zapadnej diéte (Western diet) je dnes namiesto 1:1 pomer zmeneny na 10 — 25:1. V potravinach sa
tieZz objavili trans mastné kyseliny vznikajice priemyselnym spracovanim tukov, ktoré mézu mat
negativne dopady na fudské zdravie. Kym proteiny su geneticky determinované, zloZenie bunkovej

membrany s ohlfadom na VNMK je z velkej €asti zavislé na prijme z potravy.



VNMK typu w-3 a w-6 si metabolicky aj funkéne odlisné, ale sutazia o rovnaké desaturaéné

a elongacné enzymy. Dosledkom dodania w-3 VNMK dochadza k inhibicii syntézy AA z LA a k znizeniu
produkcie aktivnych eikozanoidov. Ich rovnovadha je dolezitd pre homeostdzu a normalny vyvoj.
Nepomer w-3 a w-6 VNMK potom prispieva okrem iného aj k rozvoju zapalovych a nadorovych
ochoreni.
Epidemiologické, klinické alaboratérne s$tudie poukazuji na doleZitost mnoiZstva a druhov
konzumovanych tukov v etioldgii a prezivani niektorych typov nadorov (hlavne prsnika
a kolorektalneho karcindmu). Kym nasytené mastné kyseliny mozu stimulovat iniciaciu
karcinogenézy, nenasytené mastné kyseliny mozu pdsobit v promocénej a progresivnej faze
v ddvkovej zavislosti. Epidemiologické studie predpokladaju, Ze nizkotukova diéta v kombinacii
s nenasytenymi MK, kde je vyvaZieny pomer w-3 : w-6 suvisi s nizSou mortalitou u nddorov prsnika
a kolorektdlneho karcindmu. Uloha tychto VNMK je sledovana rovnako u dalsich typov nadorov
gastrointestindlneho traktu (napr. pankreasu) ajunadorov prostaty. Niektoré tuky, hlavne
s obsahom mononenasytenych alebo w-3 VNMK nemaju promocné ucinky, i ked ich obsah v potrave
je vysoky.

Vdaka objavu génu Fat-1, kddujuceho w-3 desaturdzu, ktoru cicavce nemaju a bola dokazana
celd Skdla prospesnych Ucinkov w-3 VNMK na modeloch transgennych buniek, mysi, prasiat a pod.
Boli dokazané antiarytmické, protizapalové, antialergické, neuroregenerativne a protinadorové
Ucinky. Presné mechanizmy ucinku réznych lipidov a VNMK nie su vSak stale objasnené.

UvaZuje sa o nasledovnych mechanizmoch pdsobenia VNMK, ktoré sa uplatfiuju v procese

karcinogenézy:

e Strukturdlne afunkéné zmeny membran, ktorych neoddelitelnou sucastou su VNMK.
Ovplyvnenie biofyzikalnych a biochemickych vlastnosti membran ma dopad hlavne na
funkciu proteinov viazanych na membranu, prendsacov a receptorov;

e produkcia Specifickych metabolitov ovplyviujicich bunkovu signalizaciu a génovu expresiu,
napr. eikozanoidy, ceramid, DAG atd’. a imunitny systém uplatfiujicich sa v zapale;

e produkcia mnoistva ROS, NOS a lipidovych peroxidov vznikajucich v metabolizme VNMK
a ovplyviujucich cely rad dejov v bunkdch a tkanivach. VNMK ovplyviiuju aj antioxidacné
systémy a dochadza ku zmendm redoxnej rovnovahy;

e priame poésobenie na vnutrobunkové signalne zlozky ako Specifické signalne molekuly
(kindzy, fosfatazy) atranskripcné faktory. V dosledku toho dochadza potom ku zmenam
prenosu signalov a expresii génov s dopadom na chovanie buniek.

Ucinky tukov méZu byt priame (zahffiaju zmeny v $trukture a funkcii bunkovych membran) alebo

nepriame (zahfnaju zmeny v endokrinnom systéme a metabolizme VNMK, tj. syntéza PG a LT a dalej



supresia imunitnej odpovede). Niektoré VNMK mézu Ucinne a priamo riadit transkripciu $pecifickych
génov (napr. gény kddujlce lipogénne proteiny, delta desaturdzy).

Nadorové podporné pbsobenie niektorych tukov modze tiez suvisiet s ich schopnostou zniZovat
alebo inhibovat medzibunkovi komunikaciu a blokovat tak metabolickli kooperdciu. Strata
spatnovazobnej kontroly nasledne prispieva k nadorovému bujneniu.

Sucasné uUdaje ukazuju veducu ulohu lipidov v kontrole peroxidaéného posSkodenia membran.
Dvojité nenasytené vazby podliehaju autokatalytickému procesu, ktory produkuje cely rad
produktov. Peroxiddcia lipidov zohrava doélezitu regula¢nu Ulohu v mitotickej aktivite bunky
protrednictvom produktov degradacie membranovych lipidov. Tento mechanizmus je v nddorovych
bunkach defektny, stupen peroxidacie je nizky a metabolizmus reaktivnych druhov kyslika je
aberantny.

Pri malignej transformacii dochadza okrem inych zmien tiez k restrikcii expresie antioxidacnej
enzymatickej ochrany bunky. Oxidacny stres ndsledne poskodzuje lipidové Struktury membrany
a zniZuje obsah VNMK.

V rastovej faze nddoru je vyrazne znizeny jeden z kontrolnych mechanizmov bunkového delenie
a to inhibi¢né posobenie produktov peroxidacie lipidov na syntézu DNA. Membrany nadorovych
buniek si zmenené ¢o do zloZenia a Strukturalnej organizacie lipidov v ranom stadiu neoplastickej
transformacie okrem iného v désledku zniZenia antioxida¢nej ochrany.

Nadorové bunky st potom rezistentné na peroxidaciu lipidov vdaka:

1. nizkemu obsahu VNMK;

2. zniZeniu koncentrdcie cytochrému P-450;

3. znizenému obsahu NADPH;

4. zvySenej antioxidacnej aktivite (opak ako pri transformicii).

Metabolizmus a obrat fosfolipidov v membrdnach a oxidacny metabolizmus nadorovych buniek
sa zasadne liSi od buniek nenadorovych.

Niektoré zdroje uvadzaju, Ze stupen tumorigenicity nepriamo Umerne koreluje s obsahom VNMK
v membranach buniek. VNMK zabijajice nadorové bunky v kultire mo6Zu iniciovat vlastnd
peroxidaciu zvySenym poctom superoxidovych radikalov. Normalne bunky tak nereaguju, ¢o ponuka
moznost selektivheho ovplyvriovania nadorovych buniek.

V plazme pacientov s nadorovym ochorenim a v bunkach nadorového tkaniva boli v porovnani
s nenadorovymi bunkami dokdzané zmeny v zloZeni a metabolizme lipidov. Ide hlavne o zniZenie
obsahu w-3 VNMK (DHA) v porovnani s w-6 (LA a AA). Ukazalo sa, Ze dlhodobejsie podavanie
vysokych davok EPA aDHA zvySuje ich obsah vplazme, vmembrdnach erytrocytov, ale

aj v membranach buniek inych tkaniv vratane nadorovych.



Integrovany pohlad na komplexné lipidové interakcie, ktoré urcuju vysledny tzv. lipidém tvori
lipidovy profil jednotlivca, ktory moéze byt délezity s ohladom na riziko vzniku niektorych typov
nadorovych ochoreni ovplyviiovanych diétou.

Pocas karcinogenézy sa vyvija tzv. lipogénny charakter buniek. Znamena to zvySenu
endogénnu syntézu mastnych kyselin a znizenu citlivost k nutriécnym zdsahom. Syntaza mastnych
kyselin (FASN — fatty acid synthase) funguje pod transkripénou kontrolou tzv. SREBP1lc (sterol
regulatory element-binding protein), ktorého aktivita méze byt ovplyviiovana hormonalne a nutri¢ne
aje napojena ciastotne na signalnu transdukciu cez fosfoinozitol-3-kinazu (P13K)/Akt a ERK1/2
(extracellular signal-regulated kinase) regulujlicu expresiu a maturaciu SREBP.

Deje na mitochondriach a oxidac¢ny metabolizmus. ZvySené mnozstvo VNMK ma za nasledok
zvySenu produkciu ROS a lipidové peroxidacie, ¢o vyvolava oxidacny stres. Okrem ROS zohravaju
v rozvoji nadorov ulohu aj reaktivne metabolity dusika (RNS), ktorych produkcia je stimulovana
aktivaciou inducibilnej syntazy oxidov dusika aj NOS. Oxidacné produkty (aldehydy, hydroxynonenal)
mozZu priamo oxidacne poskodzovat DNA a spdsobovat mutécie a genetickd nestabilitu, a mézu tiez
aktivovat Specifické transkripéné faktory a menit expresiu génov (aktivovat onkogény), ovplyvriovat
mitochondrie a aktivitu s nimi spojenych apoptickych proteinov. MozZu tiez poskodzovat lipidy
(lipidova peroxidacia) alebo proteiny, ktoré sa nasledne zucéastriovat rdéznymi mechanizmami
angiogenézy atvorby metastaz. Zmenend redoxna rovnovaha mozZe tiez podporovat rezistenciu
k chemoterapii. Na druhej strane oxida¢né poskodenie méze selektivne likvidovat nadorové bunky na
zaklade ich odlisného oxidacného metabolizmu a zniZenej antioxidacnej ochrany.

Studie ukazuju, e MK posobia v zavislosti od koncentracie. Nizke koncentracie mézu
podporovat bunkovy rast, kym vysoké koncentracie, hlavne vdaka indukcii oxidaéného metabolizmu,
mozu rast timit a indukovat bunkovi smrt. Zvysena produkcia PG, ale podporuje proliferaciu roznymi
parakrinnymi i autokrinnymi mechanizmami (podpora produkcie cytokinov, ovplyvnenie
vnutrobunkovych signdlnych drah, imunosupresia).

U pacientov s nadorovymi ochoreniami je charakteristickd deplécia tukového tkaniva.
Jednym z dévodov je aktivacny ucinok LMF (lipidy mobilizujuci faktor) na hormadn senzitivnu lipazu
prostrednictvom B; receptorov a cAMP, ¢im sa aktivuje lipolyza v tukovom tkanive. Menej vyznamny
je pravdepodobne inhibi¢ny vplyv cytokinov na lipoproteinovu lipazu - LPL. Lipidy mobilizujici faktor
je rovnako zodpovedny za expresiu uncoupling proteinov 1, 2 a3 vtukovom tkanive, peleni
a kostrovom svale. Udaje o zmendach B-oxidacie mastnych kyselin nie st jednotné.

Z vy$sie uvedenych poznatkov vyplyva, Ze existuju vzdjomné vztahy medzi vyZivou a rozvojom
niektorych nadorovych ochoreni. U pacientov s nddorovym ochorenim sa vyvijaju Specifické klinické

symptomy, ktoré mézu byt ovplyviiované vyzivou.
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Obrazok 3 Prepojenie metabolizmu sacharidov a lipidov v nddorovej bunke

Z poznatkov ziskanych z epidemiologickych, experimentalnych a cielenych klinickych studii
o Ulohe a mechanizmoch pdsobenia VNMK pri vzniku a rozvoji roznych ochoreni vratane nadorovych
vychddzaju potom dietetické odporucenia smerujice hlavne kuchovaniu zdravia a prevencii

ochoreni, ale tiez k vyuZitiu tychto latok v terapii.

3.6 VPLYV NADOROVEHO OCHORENIA NA CELKOVY METABOLIZMUS AMINOKYSELIN
A PROTEINOV

Proteosyntéza v nadorovom tkanive vzrasta az na 4-ndsobok proteosyntézy okolitych tkaniv.
V kostrovom svale je inhibovand proteosyntéza a aktivovana proteolyza, v peCeni je stimulovana
proteosyntéza a glukoneogenéza z aminokyselin. Deplécia proteinov kostrového svalstva je vsak
casto maskovana zvySenym mnoZstvom mimobunkovej tekutiny. Aktivacia proteolyzy vo svaloch
indukovana aktivaciou ubiquitin-proteazdmového systému, cytokinmi a PMF je sprevddzana
oxidaciou rozvetvenych aminokyselin (BCAA) a produkciou glutaminu. Aminokyseliny su intenzivne
vychytavané nadorovou bunkou, ktoré bunka vyuZiva nielen na proteosyntézu ale aj ako zdroj
energie na syntézu nukleotidov, polyaminov a dalSich latok. V nddorovej bunke je vysoka aktivita
glutamindzy, pretoze glutamin je pre nu hlavnym zdrojom dusika. Vysoku utilizadciu ma aj metionin
(nevyhnutny pre metylaciu pri syntéze nukleovych kyselin) aarginin (nevyhnutny na syntézu
polyaminov a oxidu dusnatého). Zmeny v spektre aminokyselin v krvnej plazme nie si jednoznacéné
asu ovplyvnené typom nadoru atkaniva vktorom sa nddor nachddza. Za hlavnd zmenu je

povazovany pokles koncentracie glukoplastickych aminokyselin v désledku ich zvySenej utilizacie
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v peceni. Casty je aj vzostup koncentrdcie tryptofanu v désledku hypoalbuminémie a vytesnenia jeho
vazby na albumin mastnymi kyselinami (fyziologicky je okolo 90% tryptofanu viazaného na albuminy).
Vzostup koncentracie volného tryptofanu je davany do suvislosti so zvySenou syntézou serotoninu

v mozgu a jeho vplyvom na centra sytosti a hladu v hypotalame a s anorexiou.

3.7 REGULACIA BUNKOVEHO METABOLIZMU

Na rozdiel od jednobunkovych organizmov su bunky mnohobunkového organizmu vystavené
neustdlemu a v zasade konstantnému privodu Zivin. Nemdzu prijimat Ziviny neobmedzene, rovnako
ako sa nemdzu zacat delit bez vonkajSieho podnetu. Prijem Zivin a pokyn k bunkovému delenie prisne
reguluje siet signalnych drah, ktoré monitoruji zmeny v podmienkach prostredia a fyziologického
stavu bunky, a adekvatne na ne odpovedaju.

Nadorova bunka ma ale tak vysoké ndroky, Ze obvykly prisun Zivin by jej nestacil. Vytvorili sa
teda opat mechanizmy ako je ho mozné zvysit. Pocas svojej transformacie musia nahromadit mutacie
v proteinoch signélnych drdh alebo ich regulatorov, ktoré im umozZnia nezavislost na signaloch
s prostredia. V mnohych pripadoch aj mutované onkogény priamo zvySuju expresiu alebo aktivitu
metabolickych enzymov alebo glukézovych prenasacov. Bunka potom mébZe sama riadit prijem Zivin
a sposob ich spracovania, rovnako ako rozhoduje aj o svojom bunkovom deleni. Vdaka Warburgovmu
efektu je nadorovd bunka oslobodend aj od zavislosti na kysliku. V podstate sa tak stdva
samostatnym organizmom, akymsi parazitom s vlastnym gendmom, v mnohom odliSnym od genému
,hostitela”, riadiacim sa vlastnymi pravidlami.

V niektorych pripadoch ide prave o zmenu metabolizmu, ktora nie iba sprevddza, ale je aj
priamou pri¢inou nadorovej transformacie. Je popisanych niekolko pripadov, kedy bunka ziskala
mutacie v konkrétnych enzymoch Krebsovho cyklu. Inaktivacia tychto enzymov velmi uc¢inne blokuje
chod Krebsovho cyklu a nuti bunku do glykolyzy, ¢im sa spusta Warburgov efekt. Napriklad mutécia
v géne pre sukcindtdehydrogendzu je typicka pre paragangliom (neuroendokrinny nador hlavy, krku
alebo brucha), mutdcia v géne pre fumarathydratazu sa objavuje v hypernefréme (nador obli¢kovych
kandlikov) a mutacie v géne pre izocitratdehydrogendzu je pritomnd vo velkom pocte pripadov

glioblastému (nador gliovych buniek mozgu).
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3.8 METABOLIZMUS PERIFERNYCH TKANIV PRI NADOROVYCH OCHORENIACH

Nddorové ochorenia sa casto prejavuju zvySenym metabolickym obratom a zvySenym
energetickym vydajom co vedie k rozvoju kachexie s vyraznym ubytkom tukového tkaniva ako aj
kostrového svalstva. Kachexia je pricinou Umrtia uviac ako 30% pacientov. Nakolko kachexia je
pritomna aj u velmi malych nddorov nemozno za jej pri¢inu povazovat len intenzivny metabolizmus
a energetické naroky nadorovych buniek. Pric¢inou su teda komplexné neurohumoralne zmeny:

e zvySena produkcia protizapalovych cytokinov (TNF-alfa, II-1, 1l-6 a interferdn-gama)

e zmeny v hladine hormdnov (hlavne kortizénu a glukagdnu)

e (cinok latok, ktoré su produkované a uvolfiované priamo nadorovymi bunkami (LMF a PMF)

e zvySena produkcia PGE, v hypotalame (indukovand TNF-alfa a ll-1 v suvislosti zo zvySenou

telesnou teplotou a zvysenym metabolickym obratom).

3.9 RAST NADORU A VYZIVA

Vhodna vyZiva ma u nddorovych ochoreni preventivny aj terapeuticky ucinok. Odhaduje sa, Ze
spravnou vyZivou je mozné znizit vyskyt nadorovych ochoreni o 30 - 40%, spomalit rast nadorového
tkaniva a priaznivo ovplyvnit nutriény stav a reakcie organizmu na chirurgicky zakrok, chemoterapiu
¢i radioterapiu.

Niektoré metabolické abnormality rychlo proliferujucich nddorovych buniek iniciovali
experimenty ovplyvnit ich rast réznymi diétami s deficienciou latok esencidlnych pre nadorové
bunky. Nahrada glukdzy, ktord je hlavnym energetickym substrdtom pre nadorovd bunku nie je
mozZna. ZvysSeny prisun sorbitolu alebo fruktézy méze ohrozit pacienta vznikom laktatovej acidézy.
Perspektivna sa javi kombinacia zvySeného prijmu PUFA radu w-6. Zistilo sa, Ze niektoré typy
nadorovych buniek nie s schopné prezivat v médiu, ktory je ochudobneny o metionin (je
nevyhnutny na syntézu nukleovych kyselin, proteinov, glutatiénu ako aj inych latok). Tento poznatok
inicioval uskutocnit stddie s diétami, ktoré boli ochudobnené o metionin a boli podavané pacientom

stbeZne s chemoterapiou. Ich vysledky su vSak nejednoznacné.

3.9.1 NUTRICNY STAV PACIENTA S NADOROVYM OCHORENIM A VYZIVA

Zabranenie rozvoju kachexie predstavuje jednu zo zakladnych uloh vyskumu v oblasti
vyZivovej terapie u pacientov s nddorovym ochorenim. Jeden z hlavnych problémov je intenzivny

metabolizmus a schopnost nadorového tkaniva odcerpévat Ziviny a dolezZité latky z krvného obehu
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ucinnejSie ako iné tkaniva. To znamend Ze exogénne Ziviny si dominantne utilizované nadorovym
tkanivom a namiesto Upravy nutricného stavu podporime rast nddoru. Vyznamnym problémom je aj
zvySeny metabolicky obrat, anorexia, nauzea, zvracanie a negativne vplyvy chemoterapie,
radioterapie pripadne chirurgického zakroku.

Pacientom s nadorovou malnutriciou sa odporucuje podavat okolo 140 ki/kg/den s vyssim
zastupenim lipidov, proteinov a vlakniny. Potrava by mala byt rozdelena na vacsi pocet porcii. Umeld
vyZiva (enterdlna alebo parenterdlna) je indikovana len uzavazinych malnutricii. Odporucuje sa
obohatit stravu o suplementy, u ktorych sa predpokladd imunomodulaény Gcinok, priaznivy vplyv na
proteinovu bilanciu a inhibi¢ny vplyv na rast nadoru. K tymto suplementom mozeme zaradit hlavne
arginin, glutamin, PUFA radu w-3 (hlavne kyselina eikozapentaénova — ktord tvori cca 20% rybieho
oleja). Experimentdlne bol zisteny ich inhibi¢ny vplyv na biologické ucinky LMF a PMF a vysledky
klinickych studii ukazali zniZzeny pokles telesnej hmotnosti a straty tuku u niektorych nadorovych
ochoreni. NevyrieSenym problémom je stale otadzka prijmu glutaminu, ktory je pre nadorové tkanivo
hlavnym zdrojom dusika (z tohto pohladu by bol teda jeho zvySeny prijem neziaduci) a je velmi
doleZitou aminokyselinou pre funkénost imunitného systému (a ztohto doévodu je naopak jeho

prijem Ziaduci).

3.9.2 PREVENCIA NADOROVEHO OCHORENIA A VYZIVA

Dlhodoby nadmerny prijem jednoduchych sacharidov, ZivociSneho tuku, cerveného masa,
nizky prijem vldkniny a nevhodny pomer mastnych kyselin radu w-3 a w-6 zvysuju riziko vzniku
nadorovych ochoreni. V ramci prevencie sa odporucuje zvysit prijem ovocia, zeleniny a inych druhov
vldkniny a mastnych kyselin w-3. Protektivny vplyv bol dokdzany u selénu, kyseliny listovej, vitaminu
By,, vitaminu D, chlorofylu a antioxidantov (flavonoidy, karotény, vitamin C). Experimenty poukazuju
aj na preventivny vplyv probiotik (hlavné probiotické kultiry su: Lactobacillus acidophillus,
Lactobacillus casei a Bifidobacterium bifidum), hlavne na vznik kolorektdlneho karcindmu.
Predpoklada sa, Ze okrem priaznivého vplyvu na skladbu bakteridlnej flory ma zasadny vyznam aj
pokles pH navodeny produkciou mastnych kyselin s kratkym retazcom v hrubom ¢reve. Probiotika
znizZuju aktivitu prokarcinogénnych enzymov beta-glukuronidazy, nitroreduktdzy a azoreduktazy. Za
velmi Ucinné antikarcinogény sa povazuju izoflavonoidy genistein a daidzein (nachadzaju sa v sdji)
a kurkumin (latka izolovana zo Zltého zdzvoru — Curcuma longa, ktory sa napriklad nachadza v kari

koreni).
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3.10 VYUZITIE SPECIFICKEHO METABOLIZMU NADOROVEJ BUNKY V DIAGNOSTIKE
A TERAPII

Obranny mechanizmus nadorovej bunky (Warburgov efekt) sa mbze stat mocnym nastrojom
v rukach lekarov aj vedcov. Ide o natolko Specificky jav, Ze je ho mozné vyuzit nielen v diagnostike (a
to aj vo v€asnom Stadiu) ale aj v terapii.

Bunky roznych tkaniv maju réznu schopnost prijimat a spracovéavat glukézu. Vseobecne ako uz
bolo uvedené plati, Ze nadorové bunky (az na niekolko vynimiek) vykazuju ovela vyssi prijem glukdzy
ako bunky v ich okoli. Toho vyuZiva jedna z metéd pre lokalizaciu nddoru v tele. Pacientovi je podany
roztok radionuklidom zna¢eného derivatu glukézy (2-[**F]fluro-2-deoxy-D-glukdza; FDG), ktory je
prijimany bunkami rovnakymi prendsacmi ako neznacend glukdza. Pri teste pomocou pozitrénovej
emisnej tomografie (PET) je ndsledne zachytené Ziarenie vychadzajluce z FDG. Nadorové bunky, ktoré
prijimaju niekolkonasobne viac glukézy (a teda aj FDG), sa na vyslednych tomografickych rezoch
zobrazuju s vysSou intenzitou.

Zvyseny prijem glukdzy je rovnako vhodnym farmakologickym cieflom aj v terapii. Jednou
z latok, ktord vyuziva glukdézovy prendsac na vstup do bunky je glufosfamid. Tento konjugat D-glukdzy
a aktivnej casti cytotoxinu ifosfamidu patri do rodiny chemoterapeutik nazyvanych alkylatory. Do
bunky vstupuje rovnako lahko ako normalna glukdza, ale vdaka Warburgovmu efektu ho nadorova
bunka prijme niekolko nasobne viac. Vo vnutri bunky sa nasledne enzymaticky Stiepi na glukdzu a
aktivny ifosfamid, ktory je schopny kovalentne spojit retazce DNA v bunkovom jadre a tym ucinne
zabranit replikacii, ateda rastu nadoru. Glufosfamid sa v sucasnej dobe nachadza v tretej faze
klinickych studii a je teda nadej, Ze sa skoro zacne rozsiahlejsie vyuzivat v terapii.

Uspedna lietba moze byt zaloZend aj na efektivnych inhibitoroch glykolyzy. Jednou z moZnosti
je priamo zablokovat prijem glukézy do bunky pomocou inhibitorov glukézovych prenasacov, alebo
zastavit glykolyzu vyuZitim niektorych analdgov glukdzy (napr. 2-deoxyglukdza). Analdgy bunka
prijima rovnako ako glukézu, nemdzu vsak byt Uplne metabolizované glykolyzou a nakoniec spdsobia
jej zastavenie. Nanestastie nefunguju stopercentne. PretoZe iba sttaZia s normalnou glukdzou, ktora
sa spolu s nimi vyskytuje v krvnom obehu. Pri danych koncentraciach, ktoré su pacientom este
tolerované dochddza iba ku diastocnej inhibicii glykolyzy a samotnd liecba iba tymito analdgmi
nevyvolava zasadnu odozvu nadoru. Vyvoj takyto latok vsak nie je zbytocny. Zo studii vyplyva, Ze
analdégy glukdzy alebo inhibitory glukézovych prenasacov poddvané sucasne s beine pouzivanymi
liecivami vyrazne zvySuju ich protinddorovu aktivitu.

O zastavenie ndadorového rastu spomalenim glykolyzy sa vedci pokusaju tieZz vyvojom
inhibitorov glykolytickych enzymov. V sucasnej dobe su dostupné inhibitory hexokinazy (lonidamin,

3-brémpyruvat), pyruvat kindzy (shikonin) alebo laktatdehydrogenazy (oxamat). Rovnako aj
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dichldracetat, inhibitor pyruvat dehydrogendzy kindzy, zvysuje tok pyruvatu do mitochondrie, ¢im
znizuje rychlost glykolyzy a spomaluje Warburgov efekt. Vsetky tieto latky prechadzaju momentélne
roznymi fazami preklinickych alebo klinickych skusok, ¢i uZz ako samostatné lieciva alebo ako
podporna lie¢ba v kombindcii s lie¢cbou konvenénou.

Rovnako aj inhibitory pentézofosfatového cyklu su vstrede zdujmu z hladiska
farmakologického vyuzitia. Ako uz vieme tento cyklus je hlavnhym zdrojom NADPH, ktory je
nevyhnutny na ochranu bunky pred oxidaénym stresom. Rovnako oxidacny stres zabija nadorové
bunky s vy$sou Ucinnostou v porovnani s normalnymi, a nadorova bunka produkuje vdaka svojmu
zrychlenému metabolizmu ovela viac volnych radikdlov. Pre nddorovu bunku zvladnutie oxidacného
stresu predstavuje jednu zdblezitych podmienok preZitia, aztohto dévodu inhibitory
pentdzofosfatového cyklu su vyznamnymi kandidatmi pre vyuZitie vo farmakoldgii. Prikladom méze
byt 6-aminonikotinamid, inhibitor glukdzy-6-fosfat dehydrogenazy. Sdm o sebe sice Ziadny vyznamny
efekt voci nddorovym bunkam nevykazuje, ale ak je podavany v kombinacii s chemoterapiou alebo
radioterapiou zvysuje citlivost buniek voci pritinadorovej terapii.

Cielom pre boj s ndadorovym ochorenim je rovnako aj mitochondria. Aj ked'respirdcia prebieha
u nddorovych buniek svelmi nizkou intenzitou, je nevyhnutnd na udrzanie mitochondriového
membranového potencidlu atym aj pre prezitie a delenie bunky. Inhibitory respiracie tak mo6zu
nadorovu bunku lahko usmrtit (kym zdravi bunku mierne znizenie respiracie zasadne neovplyvni).
Rovnaky efekt je mozné dosiahnut aj pomocou inhibitorov glutamindzy (napriklad BPTES — bis-2-[5-
fenylacetamido-1,2,4-tiodiayol-2-yl]letyl sulfid, momentdlne sa nachddza v predklinickej faze
vyskumu).

MozZnosti terapie, ktoré sa v ostatnej dobe tieZ dostdvaju do popredia, je inhibicia aparatu
syntetizujuceho mastné kyseliny. Tato aktivita je v normalnych bunkach a tkanivach velmi nizka alebo
dokonca nezistitelnd. V nadorovych bunkach vsak prebieha zvysena syntéza mastnych kyselin a jej
rychlost koreluje s progndzou u pacientov s nadorovym ochorenim prsnika alebo pankreasu. Dva
inhibitory syntézy mastnych kyselin, cerulenin a C75, su testované v klinickych skdskach.

Ako vhodny terapeuticky ciel sa tiez ukazuju aj pH regulacné systémy Specifické pre nadorové
bunky. Je dokazané, Ze rychle zniZzenie pH vnutorného prostredia bunky vedie kjej smrti.
U nadorovych buniek by bolo teda mozné blokovat Specifické transportéry pre laktat, co povedie ku
znizeniu bunkového pH, ale rovnako aj ku zastaveniu glykolyzy (inhibicia produktom). Rovnako
inhibicia transportérov pre hydrogénuhli¢itanové aniény by mala za ndsledok nerovnovahu pH.
Ukazuje sa, Ze aplikacia tychto dvoch typov inhibitorov sice vedie ku zastaveniu nadorového rastu,
ale bohuzial nie priamo ku smrti buniek. Pouzitie ich kombinacie prave s blokatormi glykolyzy
a respiracie vsak bunka prekonava ovela tazsie a myslienka navodenia tzv. metabolického kolapsu sa

dostdva do popredia klinického zaujmu.
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4 TUMOROVE MARKERY

Laboratérne ukazovatele pritomnosti nddorového ochorenia oznacujeme ako tumorové markery. lde
o molekuly najcastejSie proteinového charakteru, ktoré su pritomné v organizme v dosledku vzniku
a vyvoja maligneho ochorenia. Ak su pritomné priamo v nadorovych bunkach, alebo na ich povrchu
hovorime o bunkovych tumorovych markeroch. Avsak castejSie su identifikované v sére alebo v inych
telesnych tekutinach a vtedy hovorime o humoralnych tumorovych markeroch.

Tumorové markery modzu byt produkované priamo nadorovymi bunkami (s nadorom
asociované antigény), alebo inymi tkanivami ako odpoved organizmu na rozvoj nadorového
ochorenia (indukované nadorové markery).

Monitorovanie — sledovanie priebehu ochorenia — je hlavnou doménou indikacie vysetrenia
nadorovych markerov. Analyza ich hladin v krvi je prinosnd pre hodnotenie remisie, alebo pri
podozreni na rezidualny nador. Zostup hladin nadorovych markerov predstavuje v€asné upozornenie
na navrat ochorenia. Je vhodné sledovanie kinetiky nddorovych markerov a hodnotenie vyraznych
zmien eSte v ramci referenéného rozsahu.

Vzhladom k réznym biologickym pol¢asom jednotlivych markerov je dolezZité spravne zvolenie
intervalov odberu krvi , aby sa redlne monitoroval efekt terapie a nie cytolyticky fenomén. Pri
hodnoteni dynamiky zmien nadorovych markerov vo vztahu ku klinickému priebehu ochorenia je

vhodné dodrziavanie doporucéenych frekvencii vysetreni.

4.1 VLASTNOSTI IDEALNEHO TUMOROVEHO MARKERU
Tumorovy marker by mal spiiiat niekolko kritérii, aby mohol byt klinicky ¢o najlepsie vyuZitelny:

e vysoka organova $pecifickost — pozitivna hodnota tumorového markera by mala cielene
vypovedat o postihnuti konkrétneho organu. Tento predpoklad ¢asto nie je splneny;

e vysoka 3pecifickost vzhladom k malignemu ochoreniu — pacienti bez nddorového ochorenia
by mali poskytovat negativny vysledok testu. Tento predpoklad zdaleka neplati pre vacsinu
tumorovych markerov. Laboratérny ukazovatel dava pozitivny (patologicky) vysledok aj
u nenadorovych ochoreni (hlavne zapalovych). Na druhej strane vacsina nezhubnych pricin
vyvolava len mierne alebo stredné zvysSenie koncentracie tumorovych markerov. Existuju
samozrejme aj laboratdrne testy, ktoré su pozitivne u malignych nadorov, avsak uplne
neSpecifické ako nasledok zapalovej reakcie organizmu;

e vysokd citlivost — ide oschopnost laboratérneho ukazovatela preukdzat pritomnost

zhubného nadoru v pociatocnom stadiu (T1, event. T2). Velky pocet tumorovych markerov
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nespifia ani tento predpoklad avo vysokom percente su pozitivne a# uvelkych
a generalizovanych nadorov. Ztohto dévodu sa len vynimoc¢ne hodia na vcasny zachyt
nadorového ochorenia. Citlivost a $pecifickost kazdého testu neoddelitelne suvisia; ich
pomer zavisi aj na hodnote povaZovanej za hrani¢nu pre hodnotenie vysledku testu, tzv. , cut-
off value”, diskriminacnd hodnota. Citlivost je mozné zvysit kombinaciou viacerych
tumorovych markerov, avsak zvyCajne za cenu nizsej Specifickosti (vyssSieho poctu falosne
pozitivnych vysledkov);

e korelacia medzi hodnotou laboratérneho parametra avelkostou nadoru (mnoistvom
nadorovych buniek) — koncentracia tumorového markeru zavisi nielen na rozsahu nadoru
(staging) ale aj na stupni zrelosti jeho buniek (grading), dalej na schopnosti nadoru
produkovat tumorovy marker avyplavovat ho do krvi. To je dané stupriom prekrvenia
nadoru. Vysledok testu zavisi aj od faktorov, ktoré nemaju s nddorom nic¢ spolocné (napr.
pokles glomeruldrnej filtracie spdsobuje retenciu nizkomolekulovych markerov, ktoré za
normalnych podmienok prechadzaju glomerulami napr. B2-mikroglobulin). V pripade Ze
nastane takato situdcia v priebehu cytostatickej liecby moéze ndrast ukazovatela mylne
stimulovat progresiu nddoru. Typickym testom ktory dobre odraza pocet nadorovych buniek

je koncentracia monoklonalneho imunoglobulinu u pacientov s mnohopocetnym myelémom.

4.2 OBLASTI VYUZITIA NADOROVYCH MARKEROV

e Screening malignych nadorov — na vyhladdvanie nadorového ochorenia u asymptomatickych
jedincov sa nadorové markery nehodia z dovodu relativne nizkej citlivosti a nedostato¢nej
Specifickosti ato tak vzhladom k pritomnosti nadoru ako aj k postihnutiu konkrétneho
organu. Avsak mbdZe byt uZitoény na vySetrovanie rizikovych skupin jedincov ohrozenych
konkrétnym nadorovym ochorenim.

e Diagnostika nadorového ochorenia — z podobnych pricin ako v predchadzajicom pripade nie
st tumorové markery obvykle vhodné ani na primarnu diagnostiku. Vynimkou je napr.
pozitivny nalez AFP (o-fetoprotein), ktory potvrdzuje podozrenie na primarny karcinom
pecene alebo teratdém, alebo NSE (neurdn Specificka enoldza) pri podozreni na malobunkovy
plucny karcinom.

e Urcenie stadia nadoru a jeho prognozy — vysoké hodnoty tumorového markeru znamenaju
progndézy znamenaju tumorové markery dalsi faktor, nezdvisly na ostatnych obvyklych

ukazovateloch progndzy. Hladina CEA (karcinoembryonalny antigén) ma urcitd prognosticku
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vypoved u kolorektalneho karcindmu, AFP ahCG (ludsky choriovy gonadotropin)
u germinativnych ndadorov, P2-mikroglobulin u mnohopocetného myeldmu a pod. le
nevyhnutné si vsak uvedomit, Zze vyska hladiny tumorového markeru nezavisi len na velkosti
nadoru, ale aj na inych faktoroch, ktoré nemaju s prognézou nic spolo¢né.

Sledovanie priebehu choroby a efektu terapie — tato oblast je pre uplatnenie tumorovych
markerov najdélezitejsia. Vidy je nevyhnutné stanovit hladinu tumorového markeru pred
lie€bou (chirurgickou, radio- ¢i chemoterapiou). Pokles koncentracie odraza uspesnost liecby,
je vsak nutné brat do Uvahy polcas rozpadu, ktory u jednotlivych markerov sa pohybuje
v Sirokom rozmedzi: od niekolkych hodin (hCG, CEA a iné) aZ po niekolko dni (AFP, CA 15-3,
CEA atd.). Vzostup koncentracie tumorového markeru bezprostredne po liecbe mébze byt
znamkou rozpadu nadorovych buniek vplyvom Uucinnej terapie (tzv. ,lysis fenomen”).
Z uvedenych dévodov sa kontrolny odber opakuje o 3 - 4 tyzdne po zahajeni lieCby. Narast
koncentrdcie tumorového markeru v troch po sebe nasledujlcich odberoch u pacienta bez
terapie, aj ked su vysledky v referenénom rozmedzi je nutné povazovat za podozrenie
z recidivy, resp. progresie ochorenia. Pocas terapie sa za progresiu povazuje ndrast o viac ako
25%, ako parcidlna remisia pokles viac ako o 50% z pévodnej hodnoty. Rychlost rastu tumoru
je moiné odhadnut podla casu za ktory stupne koncentrdcia tumorového markeru
dvojnasobne (,doubling time*). Uvadza sa, Ze tumorové markery mozu upozornit na recidivu
az o niekolko mesiacov skér ako zobrazovacie techniky. K dispozicii su odporucania ako casto
kontrolovat hladinu tumorovych markerov v uréitom obdobi po primarnej terapii.
K hodnoteniu pravdepodobnosti trvania remisie alebo recidivy ochorenia ako aj vhodnych
intervalov pre dalSiu kontrolu sa vyuZivaju expertné programy (napr. CRACTES — Cancer

Recurrence Analysis, Correlation, Testing and Statistics).

ONKOFETALNE ANTIGENY

KARCINOEMBRYONALNY ANTIGEN - CEA

Ide o onkofetdlny antigén, silne imunogénny antigén, glykoprotein, ktory vytvaraju bunky sliznice

¢reva vo fetdlnom obdobi. Patri do skupiny molekul, ktoré ovplyviiuju bunkovd adhéziu. Pévodny

predpoklad, Ze bude dobrym indikatorom karcindmov hrubého creva sa vsak Uplne nepotvrdil. Nie je

dostatocne citlivy (pri 90% Specifickosti je jeho citlivost na dékaz recidivy kolorektalneho karcindmu

iba 61%) ani Specificky. ZvySend koncentracia sa najde aj u pacientov s karcindmom pluc, prsnika,

pankreasu alebo pohlavnych orgdnov. Menej vyrazné zvySenie sa objavuje aj priniektorych
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nenadorovych ochoreniach ako hepatitida, cirhéza pecene, pankreatitida, zdpalové ochorenia
hrubého creva a autoimunnych ochoreniach. Zvysené hodnoty su niekedy pozorované aj u fajciarov;
zvySenie rizika rozvoja karcindmu pluc u fajéiarov s porovnanim s fajéiarmi s nizkou hodnotou CEA
neboli zatial potvrdené. Je schopny tvorit komplexy s imunoglobulinmi triedy G a M. Ma nepriamy
imunosupresivny vplyv na T-lymfocyty. Metabolizuje sa v Kupferovych bunkach a ndsledne sa
eliminuje v hepatocytoch. Jeho polcas v cirkulacii je zavisly na obsahu kyseliny sialovej. Je velmi

heterogénny, bolo popisanych viac ako 36 variant.
ALFA1-FETOPROTEIN - AFP

Tato bielkovina podobna albuminu je produkovana vo velkom mnozstve bunkami Zftkového vaku
a pecenou plodu a prechadza do krvi gravidnych zZien. Vyrazné zmeny jeho koncentrdacie v sére pocas
tehotenstva mézu indikovat fetdlne malformacie (Downon syndrom, razstep neuralnej trubice).
U dospelych jedincov je jeho koncentracia v krvi minimdlna. Predpoklada sa vplyv AFP na bunkovy
rast a diferenciaciu, ma aj transportnu funkciu a podiela sa na udrziavani onkotického tlaku, kedy
nahradza albumin. Syntéza sa obnovuje v nadoroch, ktoré obsahuju vysSie spomenuté Struktary.
Zvysena koncentracia je u 90-95% pacientov s primarnym karcinémom pecene (¢asto nad 2mg.I™)
a u pacientov s malignym teratémom, obsahujicim zvysky Zitkového vaku. Zvy$end koncentracia viak
byva aj u pacientov s akdtnou a chronickou hepatitidou aj ked' ide koncentracie nizsie ako 0,1 mg.I™.
Stanovenie AFP ma vyznam pre kontrolu Uspesnosti terapie a detekciu recidiv uvedenych tumorov
ako aj pre ich véasny zachyt u pacientov s cirhdzou pecene, hlavne ak ide o nasledok chronickej

hepatitidy B alebo C.

4.4 KOMPLEXNE GLYKOKONJUGATY

Su to glykoproteiny, alebo glykolipidy, ktoré si produkované bunkami plodu; preto byvaju
zaradované k onkofetalnym antigénom. Pri ich odhaleni sa vychadzalo z predpokladu, Zze nadorové
bunky uvolfiuji do krvného obehu urdité antigénne Strukttry, ktoré je moiné v krvi dokazat.
Homogendtmi zhubnych nadorov boli imunizované laboratdrne zvieratd a po izolacii vhodnych linii
imunokompetentnych buniek boli pripravené bunkové linie produkujice monoklonalne protilatky
proti glykoproteinovym Struktiram na povrchu nadorovych buniek. Tieto protilatky boli ndsledne
pouzité na detekciu tumorovych antigénov v sére pacientov. Vacsina tychto antigénov sa oznacuje
pismenami CA (carbohydrate antigen) a Cisla podla oznacenia bunkovej linie, ktoré produkuju
prislusnt protildtku. Napriek tomu, Ze uvedené stanovenia nevykazuju Uplnd Specifickost

a citlivost st vhodné opat skor na kontrolu priebehu ochorenia po liecbe. Je nutné upozornit, Ze sety
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jednotlivych firiem pouZivaju r6zne monoklonalne protilatky a preto poskytuju u toho istého pacienta
mnohokrat vyrazne odlisné vysledky. Pri sledovani priebehu ochorenia nie je teda mozné menit typ

setu.

CA 15-3

Patri medzi markery diferenciacného typu. Je to onkofetalny mucinovy glykoprotein bez orgdnovej
Specificity, ktory sa pouziva na posudenie Uspesnosti lieCby a v€asne]j predikcie recidivy u pacientok
s karcinomom prsnika. Citlivost u generalizovaného nadoru je 75%, kym nadoru bez metastaz je
pozitivny len u9% (Stadium T1), v19% (T2) av38% (T3). ZvySené hodnoty sa vyskytuju aj
u niektorych dalSich karcindmov (GIT, vajecniky, maternica ale aj iné), mierne zvysenie sa niekedy
pozoruje aj u benignych ochoreni (hepatopatie, endometridéza, mastopatie). Alternativou stanovenia

CA 15-3 je stanovenie antigénu CA 27-29.

CA 19-9

Ide o glykolipid, derivat krvnej skupiny Lewis H. Asi 5 — 10 % populdcie tento antigén neprodukuje,
chyba enzym fukozyltransferaza. J eliminovany vyhradne Zl¢ou, preto aj mierna cholestdza moze
zvysit jeho hodnoty v sére nad normu. Najcastejsie je pozitivny u pacientov s karcindmom pankreasu,
zaludka, Zlcovych ciest a dalSich. Mierne zvySenie pozorujeme aj u niektorych benignych ochoreni

hepatobiliarneho systému a pankreasu.

CA 125

Tento heterogénny glykoprotein s vysokym obsahom sacharidov bol prvy krat identifikovany na
povrchu buniek ovaridlneho karcindmu. Toto ochorenie je rovnako aj indikaciou k vySetreniu;
pozitivny CA 125 byva aj u karcindmu maternice, pankreasu, GIT a plic. Rovnako niektoré benigne
ochorenia vajec¢nikov, endometria ako aj hepatopatie moéZu byt sprevddzané zvysenim jeho
koncentracie. V dospelosti mdze byt obmedzene syntetizovany v normdalnom epiteli tkaniva

vajcovodov, bronchov, endometria, cervixu, ale aj v mezotele pleury, perikardu a peritonea.

CA 72-4

Antigén CA 72-4 (Tumor — asociovany antigén, TAG 72) je definovany ako epitop mucinu reagujuci
s dvomi monoklonalnymi protildtkami. Za fyziologického stavu ho produkuje vyvijajici sa plod

v zalidku, Creve a pankrease. Pozitivny ndlez je typicky u karcindmu Zaludka, pankreasu, Zl¢ovych
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ciest, hrubého creva aniektorych dalSich organov. Pouziva sa na monitorovanie priebehu
predovsetkym u karcinému zaludka. Jeho hladina koreluje s pritomnostou vzdialenych metastaz.
Uvedené glykoproteinové onkofetdlne antigény su pouZivané najcastejSie ale v ostatnej dobe
sa objavuju dalSie, zalozené rovnako na dokaze pritomnosti monoklonalnych protilatok. Mnohé
z nich je uz mozné stanovit pomocou komeréne dostupnych setov. Niektoré z nich spolu s indikaciou

na ich stanovenie su uvedené v tabulke ¢.1 .

Tabulka 1 Glykoproteinové onkogénne antigény

Antigén Nadorova Specificita
Ca 15-3, CA M26, CA M29 | Prsna zlaza
CA 549 Mliecna Zlaza, GIT

CA 19-9, CA 72-4,CA 50 Pankreas, GIT
CA 125, CA 54/61, CA 602 | Vajecniky

CA 130 Pltca, vajecniky

CA 242, CA 195 Pankreas, hrubé ¢revo

CA 170 Adenokarcindmy

CA 174 Dlazdicobunkové karcindémy

4.5 DALSIE TUMOROVE MARKERY ONKOFETALNEHO CHARAKTERU

CYFRA 21-1

Ide o proteinovy fragment proteinu cytokreatinu 19, ktory sa nachadza vo vSetkych bunkach.
Najvyssia koncentrdcia v sére je u pacientov s nemalobunkovym karcindmom pluc. Je vhodny aj na
sledovanie priebehu tohto ochorenia a ucinku liecby. Pozitivny je aj u karcindmov kréka maternice,
mocového mechura a inych. Predpoklada sa, Ze jeho vyskyt v sére pacientov s malignym ochorenim

mozZe suvisiet s apoptdzou (bunkovou smrtou) alebo nekrdzou.

MCA, MSA A SCCA

MCA (antigén mucindznych karcindmov) a MSA (mamarny sérovy antigén) su pozitivne hlavne
u karcindmu prsnika. SCCA (antigén skvamodznych buniek) je pozitivny v pripade karcindmov

tvorenych epitelom dlazdicovych buniek (dlazdicobunkovy karcindom pltc, karcindm krcka maternice).

TATI

TATI (s tumorom asociovany trypsinovy inhibitor) je produkovany malignymi bunkami karcindmu GIT

a mukdznych cystadenokarcinémov vajecnikov.
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4.6 ONKOPLACENTARNE ANTIGENY

CHORIOVY GONADOTROPIN - HCG (HUMAN CHORIONIC GONADOTROPIN)

Tento syaloglykoprotein hormondlnej povahy je produkovany bunkami trofoblastu
a placentou. Stanovuje sa v sére a v moci a pouZiva sa na diagnostiku gravidity (aj mimomaternicovej)
a aj ako kritérium pri skriningu vrodenych porich plodu. Hormén tvoria dve podjednotky; a-
podjednotky su spolocné pre vsetky glandotrépne hormdny hypofyzy, B-podjednotka je Specificka
pre hCG. Casto sa preto stanovuje B-hCG namiesto celkového horménu. Degradacia molekuly hCG sa
mbéze liSit urbznych typov nadorov a produkty Stiepenia molekuly hormdénu maju roéznu
imunoreaktivitu, ktord vSak zavisi na druhu protildtky ktora sa pouzije v prislusSnom sete. Vysoké
hodnoty su identifikované v moci aj v sére u mola hydatidosa; pri jej prechode na choriokarciném
dalej narastaju asu rddovo vysSie ako v gravidite. Senzitivita je vtomto pripade 100%. Vysoka
koncentracia B-hCG je pritomnd aj ugerminativnych ndadorov umuZov; v90% pripadov
non.semindmov, ale len u 10% semindmov. Stanovovanie hCG ma tak diagnosticky vyznam a rovnako

sa pouziva aj v pripade kontroly Uspesnosti terapie a k odhaleniu recidivy ochorenia.

Délezitou ulohou hCG pocas tehotenstva je utimovat funkciu T-lymfocytov, a tym podporovat
imunotoleranciu matky voci plodu. Podobnu funkciu ma pravdepodobne tento hormén aj
v nddorovych bunkach. Produkcia hCG bola tiez dokdzand aj v bunkach nadorov inych organov; je
prejavom vyraznej nddorove] dediferencidcie a utlmu obrannej imunitnej reakcie organizmu voci
nadorovym bunkam. Produkciu hCG mdzZeme povazovat za znamku malignity a potencialnej tvorby

metastaz.
BETA1 SPECIFICKY TEHOTENSKY GLYKOPROTEIN - SP-1

Tato zmes glykoproteinov je produkovana tiez bunkami trofoblastu a placentou. V sére je pritomny

za rovnakych okolnosti ako hCG, ale jeho stanovenie je menej bezné.

4.7 PROLIFERACNE TUMOROVE MARKERY

TKANIVOVY POLYPEPTIDOVY ANTIGEN — TPA, TPS

TPA moze byt pritomny takmer vo vSetkych bunkach epitelového povodu. Je to zmes
fragmentov cytokeratinov rézneho typu, ktoré sa podielaju na tvorbe intermedidrnych filamentov
normalnych a malignych buniek.TPA nie je Specifickym indikdtorom urcitého nadoru ale skor
ukazovatelom bunkovej proliferacie. To znamend, Ze vtomto pripade prevaZuje citlivost nad

$pecifickostou. Z tohto dévodu je zvySeny u mnohych rychlo rasticich zhubnych nadorov (karcindm
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prsnika, kolorektalny karcindm, karcindom mocového mechura, vajecnikov alebo krcka maternice).
Zvysené hodnoty sa vyskytuju aj u proliferacii nenddorového povodu, napr. u zdpalovych ochoreni
plic, pecene alebo urogenitdlnych organov. V pripade Ucinnej terapie a zastaveni bunkovej
proliferacie koncentracia TPA rychlo klesa; tento pokles je ovela vyraznejsi ako u inych tzv. markerov
diferencia¢ného typu.

K dalsim fragmentom keratinu patri tzv. Specificky TPA (TPS) srovnakym vyuZitim ako
v pripade TPA. K markerom proliferacie patri aj tymidinkinaza (TK) ktora je podrobnejsie popisana pri

enzymovych tumorovych markerov.

4.8 ENZYMY

PROSTATICKY SPECIFICKY ANTIGEN - PSA
PSA je serinova protedza, produkovanda bunkami prostaty. Jeho funkcia este stdle nie je Uplne
objasnend; pravdepodobne sa podiela na hydrolyze proteinov ejakulatu. Urcité mnoZstvo PSA je
mozné identifikovat aj vsére, kde sa vyskytuje hlavne viazany na inhibitory protedz (o-
makroglobulin a predovsetkym o;-antichymotrypsin), volna je iba mala cast. ZvySena koncentracia
PSA je identifikovana u pacientov skarcindmom prostaty. ZvySené hodnoty maju aj pacienti
s benignou hyperplaziou prostaty a podobny nalez mbZe spbsobit aj palpacia prostaty pri vysetreni
per rectum, katetrizacii mo¢ového mechura a dokonca aj pri dlh3ej jazde na bicykli. Ak vylu¢ime
posledné uvedené priciny, zostava odlisit karcindm prostaty od benignej hyperplazie.
Specifickost stanovenia PSA vzhladom k malignemu ochoreniu vyrazne zvysilo zavedenie dalSich

kritérii:

e stanovenie referencnych hodnét podla veku (hodnota cut-off narasta s vekom);

e stanovenie tzv. denzity PSA, t.j. vztiahnutie kvantity PSA k objemu prostaty, ¢o sa urcuje
pomocou transrektalnej ultrasonografie;

e stanovenie rychlosti rastu koncentracie PSA v sére; tak denzita PSA ako aj rychlost rastu jeho
koncentracie je vyssia u pacientov s karcindmom;

e pri hrani¢ne koncentracii 4-10pg.I"* sa stanovuje pomer volného a celkového PSA (free/total
PSA); bolo zistené, Ze u pacientov s karcindmom sa podiel volnej frakcie znizuje. Pri pomere
>25% je pravdepodobnost karcindmu mensi ako 10%, ak je pomer <10%, narastd

pravdepodobnost karcindmu nad 80%.

Niektori autori odporucaju skrining karcindmu prostaty pomocou stanovenia PSA u vSetkych

muzov starSich ako 50 rokov. Aj ked' je histologicka prevalencia tohto ochorenia vysoka (loZiska
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karcindmu v prostate su najdené u 25% muzov nad 60 rokov a u vSetkych muZov starsSich ako 80
rokov, nakolko ide o najcastejsi nador u muzov), je klinickd prevalencia omnoho nizsia, pretoze
v mnohych pripadoch je klinicky bez wvyraznejSej progresie. Nakolko radikdlna liecba
(prostatektémia) prindsa mnoho komplikacii je racionalnejsie hladat nie marker pritomnosti
karcindmu, ale ukazovatel jeho biologického potencidlu, to znamena tendenciu k progresii

a generalizacii.
PROSTATICKA KYSLA FOSFATAZA - PACP

Stanovuje sa ako tartarat — nestabilna frakcia ACP alebo imunohistochemicky. Aj ked'ide o iny
typ proteinu ako v pripade PSA, indikacie na vysetrenie st rovnaké. Citlivost v porovnani s PSA je

vSak horsia a vyrazné zvysenie je len u pacientov s generalizovanym karcindmom prostaty.
TYMIDINKINAZA - TK

TK je enzym, ktory katalyzuje priamu fosforylaciu tymidinu na tymidinmonofosfat. Ide
o vedlajSiu cestu syntézy DNA; hlavnou cestou je premena dUMP na TMP, ktorda vyzaduje
pritomnost vitaminu By,. Aktivita TK v bunke stipa v S-faze bunkového cyklu, kedy dochadza
k syntéze DNA. Jej aktivita v sére odrdza mieru bunkovej proliferadcie. Z tohto dévodu zvysend
aktivita je nielen u nddorovych novotvarov (karcindm prsnika, pluc, kolorektalneho karcinomu,
lymfomy, leukémie, mnohopocetny myeldm), ale aj u niektorych virusovych ochoreni
(predovsetkym u herpes virusov, HIV a pod.) ako aj u niektorych zédpalovych ochoreniach pltc
a u psoridzy. Pretoze normadlna cesta syntézy DNA je blokovana niektorymi cytostatikami
(analdgy purinovych bdaz, ako metotrexat alebo 5-fluorouracil), je v tychto pripadoch aktivovana
nahradna cesta a vyrazne stlpa aktivita TK v sére. Z tohto dévodu je nutné stanovovat aktivitu TK
vidy pred zahdjenim cytostatickej terapie. Dal$ou pri¢inou zvy$enej aktivity TK je deficit vitaminu

BlZ-
NEURON-SPECIFICKA ENOLAZA - NSE

NSE je izoenzym enoldzy (2-fosfo-D-glycerat hydrolaza), enzymu glykolytickej drahy,
Specificky pre nervové tkanivo. Za fyziologického stavu ju produkuje nervové a plucne tkanivo
plodu, v dospelosti je jeho vyskyt v normalnom stave viazané predovsetkym na neurdny. Zvysena
aktivita v sére je pritomna u niektorych mozgovych nadorov, hlavne neuroblastdémoch a dalSich
malignych nadorov neuroektodermdlneho povodu (malobunkovy karcinom pluc, karcinoid,
feochromocytém ainé). VyuzZiva sa pri kontrole lieCby pacientov s neuroblastdmom
a malobunkovym karcindmom plic; na diagnostiku je malo citlivy. Vysledok vSak modze byt

vyrazne ovplyvneny hemolyzou, kedy dochadza k uvolneniu enoldzy z erytrocytov.
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ALKALICKA FOSFATAZA - ALP

Kostny izoenzym je zvySeny u osteosarkdmu a u osteoplastickych metastdz do kosti, ale
rovnako aj u inych ochoreni kosti. Pe¢efiovy izoenzym byva u metastatického postihnutia pecene;
sicasne je zvySena aktivita aj GMT a AST. Podobny nalez je aj v pripade nenadorovych
hepatopatii napr. u aktivnej cirhdzy pecene. Niektoré nadory (GIT, pltca) produkuju atypicku

ALP, ktora sa svojimi vlastnostami podoba placentarnemu izoenzymu.
LAKTATDEHYDROGENAZA - LD

Posledny enzym anaerébnej glykolyzy LD byva zvySena u mnohych nadorov, nakolko
nadorové bunky ziskavaju energiu prave tymto spO6sobom. Ide vSak o znacne neSpecificky
a neskory ukazovatel. Vysoka aktivita LD vo vypotku je predpokladom na podozrenie jeho

maligneho pévodu.
KATEPSIN D

Je to intraceluldrna protedza, uplatiujuca sa pri degradacii bazdlnej membrany ¢im je
umoZneny invazivny rast a metastazovanie nddorov; jeho stanovenie v cytosdle buniek mlie¢nej

Zlazy ma prognosticky vyznam. V podstate patri medzi bunkové tumorové markery.
TUMOR M2-PK

Izoenzym pyruvdtkindzy patri medzi klu¢ové enzymy glykolyzy. Nadorovy izoenzym existuje
ako homodimér na rozdiel od nemalignych foriem, ktoré tvoria homotetraméry. Pre stanovenie
je nutné pouzit EDTA alebo citratovld plazmu z dévodu mozZného uvolnenia tohto izoenzymu
z lymfocytov. Ide o novy marker o ktorého pouZiti je mozné uvaZovat u takych lokalizaciach
ochorenia, kde nie st iné vhodné solubilné markery k dispozicii. Tumor M2- pyruvatkinaza bola
najdena u pacientov s karcindmom testes, obliciek, pltc, prsnika, pankreasu a hrubého creva.

Pri¢inami zvySenej hladiny v sére su zapalové ochorenia, virusové infekcie alebo poruchy obliciek.

4.9 HORMONY A ICH METABOLITY

Nadory endokrinnych Zliaz sa mézu prejavit zvySenou produkciou horménu a klinickymi
priznakmi hyperfunkcie Zlazy. Tieto parametre vSak nie su vhodné k odliSeniu maligneho
adenokarcindmu od benigneho adendému alebo hyperpldzie. Stanovenie hormdénov ma vyznam

pri podozreni na karcindm mliecnej Zlazy. U papilarneho alebo folikuldrneho karcindmu byva
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v sére zvySena hladina tyreoglobulinu (TG), pri podozreni na medularny karcindm (autozomalne
dominantne dedi¢né ochorenie) hfadame zvysenu hladinu kalcitoninu.

Nadorova dediferenciacia sa niekedy moze prejavit tvorbou horménov aj v bunkach nadorov
neendokrinného p6évodu — hovorime o tzv. ektopickej produkcii hormdénov. Takyto typ nadoru
ma vidy horsSiu progndzu, pretoze je to prejav vacSej dediferenciacie ateda aj malignity.
NajtypickejSim prikladom je produkcia ACTH malobunkovym karcindmom pluc. Niekedy moze
nadorova bunka produkovat prolaktin, antidiuretin alebo iny hormédn; ich tvorba sa prejavi
rovnako ako hyperfunkcia prislusnej endokrinnej zlazy aje sucastou tzv. paraneoplastického
syndrému.

Niekedy sa stanovuju metabolity hormdnov v moci. U nddorov, ktoré produkuju katecholaminy
(feochromocytém) byva zvySeny ich hlavny odpadovy produkt kyselina vanilmandlovd (VMK,
VMA). Niekedy sa odporuca urobit diferenciaciu jednotlivych katecholaminov (adrenalin,
noradrenalin, dopamin), ktorych podiel sa liSi podla typu nadoru pochddzajiceho zo
sympatickych ganglii alebo kbéry nadobli¢iek (feochromocytdm, feochromoblastéom,
neuroblastom). Hlavnym priznakom tychto nadorov je hypertenzia zachvatovitého typu. Aj
sekrécia katecholaminov nadorovymi bunkami koliSe aodporida sa opakovat vysetrenie,
najlepsie po zdchvate hypertenzie. U karcinoidov, ktorych bunky vytvaraju serotonin, je v moci

pritomna vysoka koncentracia jeho metabolitu — kyseliny 5-hydroxyindoloctovej (HIOK, HIOA).

4.10 SEROVE PROTEINY

Niektoré sérové proteiny su produkované priamo nadorovymi bunkami, inokedy pritomnost
nadoru a jeho rast vyvold reakcia organizmu, ktora sa prejavi zmenou koncentracie sérovych
proteinov. Tieto zmeny su vsak velmi malo Specifické a rovnako aj citlivost je pomerne nizka.
Pritomnost zmien nas vSak nuati v diferencidlne diagnostickych Gvahach k predpokladaniu

pritomnosti zhubného novotvaru.
BETA2-MIKROGLOBULIN - B2-M

Tento glykoprotein nizkej molekulovej hmotnosti je sucastou histokompatibilnych antigénov
(HLA) na povrchu buniek. Vyskytuje sa na povrchu vsetkych jadrovych buniek, vysoka hustota je
hlavne na povrchu lymfocytov. Najvyssiu koncentraciu v sére nachadzame u nadorov odvodenych
od lymfocytov a plazmocytov (lymfémy, chronicka lymfaticka leukémia, mnohopocetny myelém);
B,-M je vytvarany priamo nadorovymi bunkami. Je vhodny na sledovanie ucinku terapie,

v pripade mnohopocetného myeldmu ma aj prognosticky vyznam — pacienti z jeho zvySenou
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koncentraciou maju niekolkonasobne kratsiu dobu prezivania ako pacienti s normdlnou hladinou
tohto proteinu. Vzhladom k tomu, Ze ide o mikroprotein, B,-M je zdravym glomerulom filtrovany
do mocu, odkial je takmer kompletne vstrebany bunkami proximdlneho tubulu obli¢iek. ZvySenu
koncentrdciu v sére teda vyvolava kazdy pokles glomerularnej filtracie, kym zvyseny odpad

mocom je ukazovatelom tubuldrnej lézie.
FERITIN

Feritin je vysokomolekulovy protein, ktory slizi ako zasobaren Zeleza v Crevnej sliznici
a kostnej dreni. ZvySend syntéza je indukovand nedostatkom Zeleza v organizme. Bunky
niektorych nddorov, predovsetkym pri akudtnej myeloblastickej leukémii, Hodgkinovom
lymfogranuldme, lymfogranuléme a mnohopoéetnom myeléme je produkovany feritin, ktorého
molekula ma kyslejsi charakter (kysly izoferitin) a je ho mozné dokazat v sére. Menej ¢asto je
feritin zvySeny u niektorych solidnych tumorov (karcindm prsnika, plic, vajecnikov, kolorektalny

karciném).

4.11 MONOKLONALNE IMUNOGLOBULINY

Monoklondlne gamapatie su spdsobené klonadlnou proliferaciou buniek schopnych
produkovat imunoglobuliny, teda B-lymfocyty, resp. plazmocyty. Vysledkom je produkcia
monoklonalneho imunoglobulinu, ktory sa da stanovit vysoko rozliSovacou elektroforézou ako
tzv. M-komponenty (alebo paraprotein). Nadorové bunky produkuju okrem monoklondlneho
imunoglobulinu aj B,-mikroglobulin a cytokiny, predovsetkym interleulin 6 (IL-6). Klinické

priznaky ochorenia:

e proliferacia klonu nadorovych buniek (dochadza k ubytku inych buniek, naslednej anémii
a poruche imunity);

e pobsobenie cytokinov na okolie (vyvolavajuce napr. lytické zmeny v kostiach);

e biologicky efekt M-komponentov (hyperviskozita krvi a pod.).

Typickou malignou monoklonalnou gamapatiou je mnohopocetny myeldm. Toto ochorenie je
sprevadzané anémiou, kostnymi defektami, poruchami imunity a c¢asto renalnou insuficienciou.
Produkcia IL-6 malignymi plazmocytmi v kostnej dreni ma za nasledok nielen kostnu destrukciu ale aj
zvySenu produkciu proteinov akutnej fazy (C-reaktivny protein, aj-antitrypsin), ktoré spolu s B,-
mikroglobulinom maju prognosticky vyznam. Dal§imi pri¢&inami ndlezu M-komponentov v sére moze

byt solitirny plazmocytém (kostny aj extramedularny) a lymfoproliferativne ochorenia -
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Waldenstromova makroglobulinémia (s tvorbou monoklonalneho IgM) a choroba tazkych retazcov
(heavy-chain disease), kedy sa v sére objavuju volné tazké retazce monoklonalneho imunoglobulinu.
Variantmi mnohopocetného myelému je plazmocytdrna leukémia atzv. ,tlejuci” (smoldering)
myeldm, kedy nachadzame atypické plazmocyty v kostnej dreni a M-komponenty v plazme, ale
chybaju ostatné priznaky, ako anémia alebo rendlna insuficiencia; ochorenie je dlhodobo
stabilizované.

Pritomnost monoklondlneho imunoglobulinu sa moZe prejavit kryoglobulinémiou,
amyloiddézou, Fanconiho tubuldrnym syndrémom, polyneuropatiou, poruchami koagulacie alebo
nalezom chladovych aglutininov. Vysoka koncentracia monoklondlneho IgM pri Waldenstromovej
makroglobulinémii vyvola priznaky zhorSenia periférnej cirkulacie ako sucast tzv. hyperviskozitného
syndromu.

Diagnéza monoklonalnej gamapatie vyZzaduje dékaz M-komponentov — imunoglobulinov len
s jednym typom lahkych retazcov v molekule. K tomuto Gcelu slizi vysoko rozliSovacia elektroforéza
s nadslednou imunofixdciou. Aj urcenie triedy monoklondlneho imunoglobulinu ma svoj vyznam: je
rozdiel v biologickom polcase rozpadu IgG a IgA a v rychlosti mnoZenia buniek produkujucich tieto
imunoglobuliny. Pri rovnakej koncentracii M-komponentov ma pacient s paraproteinom IgA horsiu
progndzu ako v pripade monoklonalneho IgG. Nalez volnych lahkych retazcov imunoglobulinov je
odrazom nadorovej dediferenciicie, ateda aj horSia progndza. Lahké retazce pre svoju malu
molekulu fahko prenikaju glomerulom; ich koncentrdcia v sére byva preto velmi nizka a stanovuje sa
vmodi ako tzv. Bence-Jonesova bielkovina. V modi vsak Casto moino ndjst aj celd molekulu
monoklondlneho imunoglobulinu. HorSiu progndézu maju aj pacienti u ktorych doslo k strate
polyklondlnych y-globulinov a teda aj normalne protilatky.

Pre prognézu pacienta je dolezitd kvantifikdcia M-komponentov. Koncentréaciu
monoklonalneho imunoglobulinu je mozné odhadnut denzitometricky z elektroforeogramu alebo
imunochemicky; ani jedna z metéd nie je bez nedostatkov. U niektorych pacientov sa najde aj viac M-
komponentov; doslo u nich k malignemu zvratu a klonalnej proliferacii dvoch alebo viacerych radov
plazmocytov (bi-, tri-, alebo oligoklondlne hyperimunoglobulinémie). Tento obraz pri elektroforéze
moze byt vsak niekedy spdsobeny aj pritomnostou cirkulujicich imunokomplexov.

Nakoniec netreba zabudnut na skupinu zvycajne starsSich pacientov u ktorych pretrvava nizka
koncentracia M-komponentov niekolko rokov bez toho aby doslo k rozvoju ochorenia. Pre stanovenie

diagndzy tzv. benignej monoklonalnej gamapatie je nutné aby boli splnené nasledujuce kritéria:

e koncentracia M-komponentov < 35g.I™" (1gG) alebo < 20 g.I™ (IgA),
e Bence- Jonesova bielkovina v moci negativna,

e Ziadne zmeny na skelete,
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e plazmocyty v kostnej dreni < 10%,

e nepritomnost anémie, hyperkalcémie ani rendalnej insuficiencie,

e zachovana normalna koncentracia polyklondlnych Ig,

e [B,-mikroglobulin, CRP, a;- antitrypsin, tymidinkinaza v referen¢nych intervaloch,

e zvycajne starsi pacienti (> 60 rokov).

Stéle sa castejsSie vyuZiva oznacenie monoklondlna gamapatia neuréeného pévodu (monoclonal
gammapthy of undetermined significance, MGUS). Bolo zistené, Ze ochorenie prechddza az v 40% po
desiatkach rokov kludovej fazy do mnohopocetného myeldmu alebo lymfoproliferativneho
ochorenia; pretoze tento syndrém sa vyskytuje u starSich pacientov je mozné Ze jeho rozvoju zabrani

umrtie jedinca na iné ochorenie.

4.12 CIRKULUJUCE IMUNOKOMPLEXY (CIK, CIC)

Tieto komplexy antigénov s protilatkami dokazanymi v telesnych tekutindch su typické hlavne
pre autoimunne ochorenia, chronické hepatopatie ale pomerne casto sprevadzaju aj maligne nadory
roznej lokalizacie. Identifikuju sa v dosledku reakcie organizmu na antigény uvolfiované do krvného
obehu priamo z nddorovych buniek alebo antigény, ktoré maju povod v zapalovej reakcii v okoli
nadoru. Stanovenie CIK nema velky vyznam, vyhrady su aj k Specifickosti metdd pouzivanych na
stanovenie CIK, predovSetkym ku najjednoduchsej a preto k najcastejSie pouZivanej metdde a to

k precipitdcii polyetylénglykolom.

4.13 PROTEINY AKUTNEJ ZAPALOVEJ FAZY

Patria medzi ne predovsSetkym nasledujlice proteiny: aj-antitrypsin, kysly o-glykoprotein,
haptoglobin, C-reaktivny protein a fibrinogén. Ich zvySena produkcia je prejavom zapalovej reakcie
organizmu na pritomnost rychlo rasticeho nadoru, ide teda o Uplne nespecifické ukazovatele.
Spbsobuju zmeny v elektroforéze, popisované ako typ akutneho zapalu (zvySenie a;- a a,-globulinov
a tiez casto B,-globulinov). ZvySena hodnota fibrinogénu je hlavnou pri¢inou zvysenej sedimentécie
erytrocytov. Iné proteiny oznacované niekedy ako negativne reaktanty akutnej fazy zapalu, sa v tejto

situacii prejavuju poklesom koncentracie v sére (prealbumin, albumin, transferin).
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4.14 DALSIE UKAZOVATELE MALIGNYCH OCHORENI
KYSELINA SIALOVA

K tumorovym markerom mozno zaradit aj kyselinu sialovd, ktorej koncentracia v sére u mnohych
nadorovych ochoreni stipa. Je sucastou molekul glykoproteinov - proteinov akutnej zapalovej fazy.
Niekedy sa stanovuje kyselina sialova viazana na lipidy (LASA), ktora je pre nadory Specifickejsia ako

celkova kyselina sialova.
MELANOGENY

Pacienti s malignym melandmom vylucuji mocom prekurzory koZzného pigmentu melaninu -

melanogény. Pozitivny ndlez vSak pozorujeme zvyéajne az u generalizovaného nadoru.
PROTEIN S 100 BETA

Bunky melanému produkuju aj protein S 100B, ktory patri do rodiny vnutrobunkovych proteinov
schopnych viazat vapnik a uplatiiujucich sa pri reguldcii rastu a diferenciacii buniek. Je konstitu¢nou
stcéastou cytoplazmy astrocytov v nervovom tkanive. Koncentraciu proteinu S 100B v sére je mozné

pouzit v pripade maligneho melanému ako prognosticky ukazovatel.
OKULTNE KRVACANIE - OK

Ma vyznam pre vcasny zachyt u pacientov s kolorektalnym karcindmom. Ako okultné krvacanie je
oznacCovany chemicky dokaz krvi v stolici pri jej normalnom makroskopickom vzhlade. Na doékaz

existuju tri metddy:

e Guajakové testy (g-FOBT) chemicky dokaz hemoglobinu, zaloZzeny na peroxidazovej aktivite
hemu. Vysledok méze byt ovplyvneny pritomnostou inych oxidacnych latok, ako aj
hemoglobinu z potravy. Je preto doleZité aby pacient tri dni pred vySetrenim vynechal vietky
potraviny obsahujlce krv a preparaty Zeleza, pretoze by mohli poskytnut falosne pozitivny
vysledok. Avsak tieto testy vykazuju nizku senzitivitu, len 30%.

e Imunochemické testy (i-FOBT) su zaloZené na detekcii globinovej casti hemoglobinu
monoklonalnou protildtkou, ¢o vyluCuje moznost ovplyvnenia inym zdrojom hemoglobinu (z
potravy). Vtomto pripade nie je potrebné drzat diétu, avsak vysetrenie je financne
naroc¢nejsie. Tieto testy maju takmer 2-nasobnd citlivost — 60%, oproti guajakovym testom,
avsak vykazuju velmi vysoku faloSnu pozitivitu dosahujucu az 25%, ¢o znamend Ze ich

Specificita je nizka.
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e Kvantitativne stanovenie ludského hemoglobinu (qi-FOBT) je najnovSsou metédou detekcie
okultného krvdcania. Tato 3. generacia FOB testov predstavuje kvantitativnu analyzu
hemoglobinu vo vzorke stolice pomocou automatickych analyzatorov. Ide o imunochemickd,
aglutinacnu reakciu s polyklondlnym antigénom k proteinu fudského hemoglobinu typu A,.
Pri tejto metdde je moziné zabezpedit az 83% senzitivitu pri sucasnej Specificite 97%.

Pozitivny vysledok testu spdsobuje krvdcanie akéhokolvek pévodu (dasna, duodendlny vred,

hemoroidy, pri predavkovani antikoagulantami, po podavani nesteroidnych antireumatik a iné);
najvacsi vyznam md vsak prave pre véasné odhalenie kolorektalneho karcindmu, kedy mikroskopické
krvacanie méze byt dlho jedinym priznakom tohto ochorenia. U imunochemickej metédy mene;j
prekaza krvacanie z hornej Casti traviacej trubice (globin je degradovany protedzami v tenkom cCreve).
Imunochemické testy jsu podstatne jednoduchsSie pre pacienta aj lekdra. Svynimkou potreby
vysadenia kyseliny acetylsalicylovej a antikoagulacnej terapie nie je potrebnd Ziadna diéta.
Jednoduchsi je tiez odber vzorky zo stolice, kedZe odberova tyéinka sa zapichuje trikrat do stolice
a vkladd sa do predplnenej odberovej nadobky. Skladovanie odobranej vzorky je mozné az tri dni pri
izbovej teplote. Odcitanie vysledku je prehladné a zrozumitelné.

V SR ma Standardne pacient po 50.roku Zivota narok na test 1-krat rocne za 24 mesiacov,

v pripade pozitivnhej anamnézy 1-krat rocne , aj pred dovrSenim 50. Roku Zivota. U pacientov pred 50.

Rokom Zivota zdravotné poistovne vyZaduju odoslanie vyplneného formulara o vysledku vysetrenia

4.15 BUNKOVE TUMOROVE MARKERY

Bunkové tumorové markery su komponenty bunkovych membran alebo inych organel,
typickych pre nadorovd bunku alebo majucich vyznam pre diagnostiku a terapiu nadorovych
ochoreni. NeuvolTfiuju sa do krvného obehu a preto sa musia stanovovat v bunkovych homogenatoch
alebo in situ.

Patria sem napr. hormondlne receptory pri karcindme prsnika. Identifikuju sa v homogenate
nadorového tkaniva alebo imunohistochemicky. Ndlez receptorov estrogénov a progesterénu je
znakom zvySenej diferencidcie nddorovych buniek a vypoveda o ich senzitivite k hormonalnej liecbe.

V cytoséle buniek je mozné identifikovat aj niektoré tumorové markery stanovované v sére
(TPS, TPA, TK) alebo enzym katepsin D, nejde vsak o bezné vysetrenia.

Daldie zmeny sa tykaju genetickej vybavy buniek. U7 dlho je zndma pritomnost tzv.
filadelfského chromozému v bunkach chronickej myeolidnej leukémie. V ostatnom case sa stdle
CastejSie stretdvame sonkogénmi (resp. protoonkogénmi) atumorsupresorovymi génmi.

Protoonkogény su stuéastou gendmu zdravej bunky, kde boli vnesené virusmi alebo boli v genéme
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normalne pritomné. Ich aktivacia, spésobena napr. bodovou mutaciou, amplifikdciou, translokaciou
alebo inverziou vedie k ich premene na onkogénny. Produkty onkogénov su latky proteinovej povahy,
ktoré pOsobia ako rastové faktory. Ich pdsobenie mdze mat za nasledok premenu normalnej buky na
bunku nddorovu. Najzndmejsimi protoonkogénmi su ras, myc, mdm2, bcal alebo bca2.

Tumor supresorové gény (antionkogény) naopak kontroluju rast buniek. Najznamejsi z nich je
p53; ktory indukuje apoptdézu buniek. Mutacia tohto génu, alebo jeho vyradenie zfunkcie sa
prejavuje rozvojom karcinogenézy. K tomu méze dojst napr. naviazanim produktu onkogénu alebo
bielkoviny tvorenej bunkami infikovanymi niektorymi virusmi.

Gény kddujuce enzymy uskutoCriujuce ,,opravy” porusenej Struktiry DNA mozu tiez podliehat
mutaciam; tieto tzv. ,DNA mismatch repair genes” napr. hMSH,, hMLH; a dalSie bolo identifikované
u pacientov s kolorektalnym karcindmom, karcindmom pluc ako aj u inych malignych ochoreni.

Aj ked' vyssSie uvedené gény su typickymi bunkovymi tumorovymi markermi, existuju prace,
ktoré dokladuju ich véasny zachyt v krvi alebo inych telesnych tekutinach. Takto bol mutovany gén
p53 ndajdeny v moci pacientov s karcinomom mocového mechira, mutovany gén ras v stolici
pacientov s kolorektalnym karcinémom a pankreasu a obidva tieto gény v spute pacientov s plicnymi
karcindmami, ato mnohokrdt roky pred klinickou manifestaciou. Problém pre praktické vyuzitie

predstavuje nizka citlivost vySetrenia a hlavne velké mnozstvo réznych mutéacii onkogénov.

4.16 CIRKULUJUCE NADOROVE BUNKY (CTC)

Diagnostické a prognostické Udaje z periférnej krvi o nadorovych ochoreni, mézeme ziskat
analyzou molekul, ktoré st vo vztahu k nadorovym bunkam, ¢i uz st nimi priamo produkované,
uvolfiujuce sa pri ich rozpade alebo ich produkciu stimuluji. Samozrejme najvacsi diagnosticky
potencidl ma analyza nadorovych buniek samotnych. Tak je tomu napriklad v pripade leukemickych
ochoreni, kedy sa leukemické bunky nachadzaju priamo v periférnej krvi. U solidnych nadorov sa
nadorové bunky mézu do krvného obehu dostdvat cestou lymfogénneho alebo hematogénneho
metastazovania.

Od 90-tych rokov su cirkulujuce nadorové bunky predmetom intenzivneho vyskumu. Napriek
tomu, dodnes nie su naSe znalosti o CTC také, aby ich diagnostika v klinickej praxi pomahala
pacientom. Naopak dochadza k paradoxne;j situacii, ¢im je vedomosti o CTC viac, tym sa vynara viac
otazok.

Aky prinos pre lieCbu pacientov s onkologickym ochorenim sa od diagnostiky CTC ocakava?
Detegovat cirkulujice nadorové bunky by pomohlo hlavne na véasnu detekciu relapsu nadorového

ochorenia, jeho rizika a dalej pri volbe protinddorovej terapie.
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V sucasnej dobe je uz dokazané, Ze u pacientov so solidnymi nadormi epitelidlneho pévodu sa
v periférnej krvi mozu nachadzat cirkulujice bunky s vlastnostami nadorovych buniek. Vyskytuju sa
tak u pacientov s lokalizovanymi nadormi, ako aj s metastatickym postihnutim. Pocet CTC je vo
vztahu k progndze nadorového ochorenia. Znizenie po¢tu CTC po podanej chemoterapii je vo vztahu
k odpovedi na lie¢bu. Zatial nie st presné informacie o dizke prezivania CTC. Zistené viak je, Ze nie
vSetky izolované CTC utoho istého pacienta maju rovnaky fenotyp, zostava teda otdzka ako
identifikovat tie s “metastatickym potencidlom®.

U pacientov so solidnymi nadormi sa nadorové bunky mézu nachadzat v periférnej krvi a
lymfatickych uzlindch. Z pohladu diagnostiky je periférna krv dostupna pri pravidelnej kontrole
pacienta.

Pritomnost nadorovych buniek méZeme zistit v periférnej krvi alebo lymfatickych uzlinach
nepriamo, detekciou volnych nukleovych kyselin (DNA, RNA) alebo priamo, detekciou nadorovych
buniek ako takych. Pri detekcii volnych nukleovych kyselin sa predpokladd, Ze pochdadzaju bud z
rozpadnutych nadorovych buniek, alebo sa uvolnia do izolovaného materidlu z cirkulujicich
nadorovych buniek. Nasledne sa izoluju nukleové kyseliny a deteguju sa Specifické mutacie v DNA
(napr. mutdcie génu K-ras), alebo sa stanovuje expresia génov, ktoré su charakteristické pre
nadorové bunky a to na Urovni RNA metddou kvantitativnej polymerazovej retazovej reakcie (RT
qPCR).

Prinos stanovenia CTC by mal byt prinosom pre progndzu a sledovanie liecby pacientov s
karcindmom prsnika, kolorekta a karcinémom prostaty. Rutinnému poufzitiu okrem iného vsak brani
absencia velkych klinickych studii, nemoZnost porovnania studii uskutoénenych za pouZitia réznych

izola¢nych metdd a do istej miery aj cena tychto vySetreni.

4.17 TUMOROVE MARKERY Z ORGANOVEHO HLADISKA

V predchadzajicich kapitolach bola pozornost venovana tumorovym markerom, ich pdvodu
a vyznamu. Casto je viak predmetom zaujmu, aké vysetrenia je vhodné ordinovat pri podozreni na
nador urcitého orgdnu. Podla citlivosti (percenta pozitivnych nalezov u jednotlivych typov nadorov)
tumorové markery zvyc€ajne rozdelujeme na:

e zakladné (najcitlivejsie; stanovuju sa ako prvé),

e doplnkové (citlivost je mensia, avSak pri sibeznom stanoveni zakladnych markerov

dosiahneme zvysend citlivost).
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Problematika je o to zloZitejsia, Ze niektoré organy mébze postihnut nadorové ochorenie rézneho
povodu, a teda sprevadzané pozitivitou Uplne odlisSnych tumorovych markerov. U jednotlivych typov
este zaleZi aj na stupni zrelosti nadorovych buniek. Zadverom je nutné opat zdéraznit, Zze tumorové
markery maju obmedzenu indikdciu a nadmerné poziadavky na ich stanovenia vedu ¢asto k plytvaniu

a nie k zlepSeniu starostlivosti o pacienta.
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5 METODY MOLEKULOVEJ DIAGNOSTIKY V ONKOLOGII

V sucasnosti sme svedkami velmi rychleho rozvoja DNA a RNA diagnostiky a molekulovej
cytogenetiky. Rovnako dochadza k rozvoju aplikacii DNA/RNA diagnostiky v imunoldgii, mikrobioldgii
a mnohych dalsich lekdrskych odboroch. Vysledkom aplikacie metdd molekulovej diagnostiky je
nielen lepSie porozumenie podstate ochorenia, ale tiez prevratné diagnostické a terapeutické
poznatky. Tieto sa vyuzivaju v diagnostike infekénych virusovych, bakteridlnych a mykotickych
ochoreni, v prenatalnej a postnatalnej diagnostike dedi¢nych chorob, v diagnostike nadorovych
ochoreni ako aj na identifikdciu os6b na transplantacné a forenzné ucely. DNA diagnostika stale viac
zasahuje do dalSich a dalSich odborov mediciny z dovodu moznosti jej vyuzitia v retrospektivnej
diagnostike a moznosti sledovania réznych prognostickych faktorov. DNA a RNA diagnostika si vsak
vyZaduje novy sp6sob myslenia aj prace. V sucasnej dobe je moZné s pouZzitim metddy polymerdazove;j
retazovej reakcie (PCR) vysetrit jednu kdpiu sekvencie (templatovej) DNA fudského genému. PCR je
proces, pri ktorom z niekolko mala képii jednej molekuly (sekvencia nukleotidov) ziskame milidn aj
viacnasobok. Sprdvna priprava vzorky ajej spracovanie maju zdsadny vyznam pre spolahlivé
vysSetrenie. Je potrebné zabezpecit, aby amplifikovana molekula bola prave t3, ktoru sledujeme, a nie
ind zavleCend do reakcie ndhodne v dosledku kontaminacie. Opakovatelnost a kontrola kvality
(pozitivna a negativna kontrola) st zakladnymi podmienkami analyzy DNA a RNA. Analytické postupy
v molekulovej genetike vo vSeobecnosti vyuZivaji metddy centrifugacné, metdédy extrakcie
a purifikdcie DNA a RNA, elektroforetické, hybridizacné a amplifikacné metddy. Tieto metddy sa
v praxi vzajomne prekryvaju a su podkladom pre automatické metddy uskuto¢iované na genetickych
analyzétoroch (sekvenatoroch). Castym nastrojom tychto metdd su rézne enzymy, ktorych biologické

funkcie su pouzivané pre Specifické reakcie in vitro (tab.2).

Zakladné pristrojové vybavenie tvori napr. chladena centrifiga, termocyklery, termostat, vane
pre horizontalnu agardzovu a vertikdlnu polyakrylamidovu elektroforézu, zdroje jednosmerného
napatia, UV transiluminator, fotografickd kamera alebo videodokumentacny systém, hybridiza¢né
pece, laminarne boxy a geneticky analyzator alebo pristroj na ¢itanie DNA Cipov (Citacka). Dnes uz su
¢im dalej, tym menej rozSirené radioizotopové pracoviskd, vzhladom krychlemu rozvoju

neradioaktivnych metdd zaloZenych na fluorescencii.
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Tabulka 2 Enzymy pouZivané v metédach molekulovej genetiky

funkcia

hlavné pouzitie

alkalicka fosfataza

defosforyluje DNA a RNA na 5° konci

prevencia samovolnej ligacie

DNA ligaza katalyzuje vazbu dvoch molekul DNA ligacia DNA molekul

DNA polymeraza | syntetizuje dsDNA na template syntéza ds cDNA, , nick translacia“ (znacenie
jednovlaknovej DNA, ma obe DNA radioizotopovou metédou posunov
endonukleazové aktivity zlomov)

DNaza | odstepuje nukleotidy z DNA zavadzanim  ,nick translacia®, mutagenéza

zlomov

exonukledaza Ill

odstepuje nukleotidy na 3" konci DNA

sekvenovanie DNA, na vytvaranie delécii

1-exonukleaza

odstepuje nukleotidy na 5" konci
DNAprogresivne skracovanie DNA, na
vytvaranie delécii

sekvenovanie DNA

exonukleaza Bal31

odstepuje nukleotidy na oboch koncoch
DNA

progresivne skracovanie DNA, na vytvaranie
delécii

terminalna
transferaza

pridava nukleotidy na 3" konci DNA

syntéza homopolymérneho konca

S1-nukleaza

Stiepi jednovlaknovid DNA na nukleotidy

odstranenie sluciek vznikajucich pri syntéze
cDNA

polynukeotid kinaza

prendasa fosfat z ATP na DNA alebo RNA

znacenie DNA alebo RNA izotopom p

reverzna
transkriptaza

syntetizuje DNA na template RNA

syntéza cDNA z mRNA

restrikcna
endonukledza (typ
)

Stiepi DNA podla Specifickej sekvencie
nukleotidov

restrikéna analyza, tvorba rekombinatnej
DNA

Taq polymeraza
(termostabilna)

syntetizuje dsDNA z jednovlaknovej DNA

PCR

T4 DNA polymeraza syntetizuje dsDNA, 3" endonukledzova znacenie DNA fragmentov vymennou
aktivita syntézou na 3" konci
5.1 IZOLACIA A PURIFIKACIA NUKLEOVYCH KYSELIN

Principy izolacie vychadzaju z chemickych vlastnosti DNA:

o fosfatové estery su silné kyseliny a pri neutrdlnom pH sa spravaju ako anidny,

e DNA sa lahko precipituje alkoholom alebo izopropanolom,

e bazy su len slabo zasadité a bez naboja,

e vodikové viazby medzi —NH skupinami a —OH su stabilné v rozmedzi pH 4-9,

e nukleové kyseliny maju maximum absorpcie UV svetla pri 260 nm, jednovlaknovd DNA ma

0 20-30% silnejsiu absorpciu ako dvojvlidknovd DNA,

e DNA je mimoriadne stabilnd molekula a nachadza sa zvy¢ajne v tercidlnej konformacii A, B, C,

Z.

Na extrakciu a purifikaciu DNA z leukocytov (50ul aZ 20 ml plnej krvi s 5 mmol.I"" K,EDTA proti

zrazaniu),

chloroformu-fenolu

amniovych buniek,

s proteindzou K,

40

guanidin-hydrochlorid

choriovych klkov alebo tkanivovych kultir sa pouZiva zmes

s proteindzou K, chloroform




s chloristanom sodnym v silikénovej suspenzii a dalSie metddy. V ostatnej dobe sa rychlo rozvijaju aj
metddy zaloZzené na magnetickej separacii vycistenej DNA. Tieto metddy je mozné automatizovat.

Na ucely PCR je mozné pouzit aj alternativne zdroje DNA na jej extrakciu:

e izolacia DNA z krvného odberu na novorodenecky screening z tzv. Guthrieho karticiek;
e izolacia DNA zo vzoriek buniek bukalnej sliznice ziskanych vyplachom ust alebo steru;
e izolacia DNA z buniek vlasovych korienkov;
e izolacia DNA z buniek mocového sedimentu, a z dalSieho biologického materidlu s jadrovou
DNA (bioptickd vzorka a pod.).
e avsak v praxi prevazuje ako zdroj jadrovej DNA vzorky Zilovej krvi odobranej do skimaviek
s K,-EDTA (nie s heparinom, pretoze ten inhibuje PCR a pouziva sa na klasicku cytogeneticku
diagnostiku). Odobrané vzorky sa mozu ponechat v chladnic¢ke pri cca +4°C aZ jeden tyzden,
na dlhsiu dobu je vhodné ich zmrazit pri teplote -20°C aZ -70°C. Vyhodou uchovania
v klasickej chladnicke je nizsSia miera hemolyzy, ktora zvySuje naroky na precistenie DNA od
hémovych domén.
Izolacia RNA sa analyticky uskutocniuje napr. ultracentrifugaciou v prostredi CsCl po destrukcii
bunkovych membran guanidintiokyanatom. RNA vytvori pelet, DNA a proteiny zostanu nad vrstvou
CsCl. Existuje mnoZstvo komerénych kitov, kde niektoré su zaloZené na vyuzZiti polyadeninového
retazca mRNA. Etanolovy precipitdt sa uchovéva pri -20°C, vodny roztok pri -70°C. Izolovana
neporusena celkova RNA ddva pri kontrole elektroforetickou agarézovou separaciou dva pruhy: 28s
rRNA a 18s rRNA. Existuju tiez komerc¢né roztoky, v ktorych je mozné uchovavat RNA pri izbovej
teplote (technolégie RNA Later), ¢o je vyhodné pri zasielani vzoriek na vySetrenia na iné pracoviska.
Kltuéové vsak je vzorku ihned po odbere zmrazit, pretoZze nativna RNA je velmi nestabilnd. Tzv. snap

freeze pristup je klicovym pre validitu RNA expresnych studii pomocou RNA Cipovych technoldgii.

5.2 MERANIE KONCENTRACIE A CISTOTY DNA A RNA

V beZnej praxi sa pouZivaji dve metddy. Ak je vzorka cistd (neobsahuje nedlistoty ako
bielkoviny, fenol, agarézu) potom spektrofotometrické meranie v UV svetle je jednoduché a presné.
Ak je mnozstvo DNA alebo RNA velmi malé (menej ako 250 ng.ml™) alebo vzorka obsahuje viac
necistdt, potom koncentracia nukleovych kyselin sa méze zistovat zintenzity fluorescencie
emitovanej etidiumbromidom porovnavanim so Standardnymi vzorkami DNA s koncentraciami od 0,5
do 50mg.I™. Touto metédou mozeme zistit aj mnozstvo 1-5ng DNA. Pri spektrofotometrickom merani

sa vzorka najskor nariedi Cistou destilovanou vodou a ndsledne sa meria pri vinovych dlzkach 260
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a 280 nm. To umoZzniuje hodnotenie Cistoty vzorky a oakdvané pomery su 1,8 pre DNA a 2,0 pre RNA.
Pomer absorbancie 260/280 mensi ako 1,75 svedci o obsahu kontaminujlcich proteinov. V pripade
vyssieho obsahu nedistdt je nutné uskutodnit purifikaciu vzorky.

Ak sa hodnota optickej denzity rovna 1 zodpoveda to priblizne 50 mg.I™ pre ds-DNA, 40 mg.I™
pre ss-DNA a RNA, 20 mg.I"* pre syntetické jednovldknové oligonukleotidy. Ziskani DNA mdzeme
skontrolovat na celistvost pomocou elektroforézy (DNA by mala byt nedegradovana,
,vysokomolekulovd” a preto schopna sa len minimalne vstrebat do gélu). Vizualizdciu robime
pomocou transiluminatora. Pouziva sa gél 0,8% agardzy pri 100V, asi 1 hodinu. Vytazok DNA z 5 ml
krvi je zvy&ajne 150-600 mg.I", zaleZi to viak na zdravotnom stave pacienta a mnozstve leukocytov
v odbere. Na automatizaciu prevadzok v klinicko molekulovo genetickych laboratériach boli vyvinuté
komercné kity na izoldcie DNA a RNA ajednoduché UV spektrofotometre na kvantifikaciu
oligonukleotidov, DNA a RNA s automatickou kalkulaciou. Existuje aj velké mnoZstvo automatickych
extraktorov nukleovych kyselin, ktoré funguju bud’ Cisto na chemickej baze, alebo na kombinovanom
chemicko-magnetickom principe. Vzhladom k tomu, Ze dosiahnutd kvalita je Standardnd, rozhoduje

tu cena za jednu izolaciu a mnoZstvo krvi (alebo inej vzorky), ktoré je potrebné spracovat.

5.3 DLZKOVY POLYMORFIZMUS RESTRIKCNYCH FRAGMENTOV (RFLP)

Zakladnou metddou charakterizdcie DNA je jej restrikénd analyza pomocou jej Stiepenia
restrikinymi endonukledzami na definované fragmenty. Na identifikdciu aanalyzu produktov
Stiepenia sa pouziva elektroforéza. Pozname velké mnozZstvo bakteridlnych restrikénych endonukleaz,
ktoré sa od seba liSia tym, Ze rozpoznavaju rozne kratke sekvencie nukleotidov (4,6,8 - baz) a Stiepia
DNA na rozne dlhé fragmenty podla individudlneho poradia baz a podla rozpoznanej sekvencie. Za
danych podmienok vznikd reprodukovatelny pocet restrikénych fragmentov o urcitej opat
reprodukovatelnej dizke (po&tu parov baz - pb). Pocet a dizka fragmentov st pre daného jedinca
Specifické. Niektoré restrikéiné endonukledazy su rovnako citlivé na metylaciu cytozinu, ¢o sa
diagnosticky vyuZiva pri poruchach imprintingu. Rozlisenie réznych druhov DNA sa uskutocriuje na
zéklade polymorfizmu dizky restrikénych fragmentov. Tento polymorfizmus vznikd na zaklade
pritomnosti alebo nepritomnosti rozpoznavacich a Stiepnych miest pre restrikéné endonukleazy.
VSeobecne plati, Ze tie enzymy, ktoré rozpozndvaju kratSie sekvencie, Stiepia DNA castejSie a na
mensie Useky, kym restrikéné endonukledzy rozpozndvajuce dlhsie sekvencie Stiepia DNA menej
Casto ana dlhsie fragmenty. Pri nelplnom (parcidlnom) Stiepeni DNA vplyvom nevhodnych
reakénych podmienok (napr. vysoky obsah proteinov, nevhodna teplota alebo kratka doba Stiepenia)

vznikaju dlhsSie Useky. Hviezdickové Stiepenie (tzv. ,star” aktivita enzymu) je spOsobena
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nesSpecifickym Stiepenim mimo rozpoznavaného miesta, a vznikd tak vela kratkych nespecifickych
fragmentov. Tento stav mdze byt spbsobeny napr. nadbytkom glycerolu v reakcii. Vtedy nie je
vhodné zvy$ovat mnoZstvo enzymu (objem) ale jeho koncentraciu pri rovnakom objeme.

Okrem RFLP sa pre DNA diagnostiku a pre $tudium pribuzenskych vztahov (napriklad dékaz
otcovstva) Casto pouziva aj polymorfizmus repetetivhych Usekov DNA — VNTR (variabilny pocet
tandemovych opakovani, najcastejSie v podobe STR — ,short tandem repeats” — t.j. kratkych
tandemovych repeticii od 2 do 5 pb). Existuje velké mnoZstvo komercnych diagnostickych suprav,
vratane presnych pocitacovych vyhodnocovacich programov.

Kym pri RFLP su jednotlivé alely charakterizované velkostou ziskanych fragmentov v zavislosti
na pritomnosti variabilného restrikcného miesta, pri VNTR su jednotlivé alely charakterizované bud'
velkostou fragmentov v zavislosti na pocte repeticii, alebo intenzitou (mnoZstvom) pri Stiepeni, ktoré
oddeli jednotlivé repeticie.

V sucasnosti je RFLP modifikovand do tzv. fragmentacnej analyzy, ktord sa uskuto¢fiuje na
automatickych genetickych analyzatoroch pomocou viacfarebnych fluorescenéne znacenych PCR
primerov. Tuto analyzu uZ velmi ¢asto nepredchddza restrik¢né Stiepenie fragmentov, ale skor ich
diferencialna amplifikacia pomocou PCR. Vyhodou automatizacie je moZznost stanovit nielen relativnu
dizku analyzovanych fragmentov, ale tie? semikvantitativne zhodnotit génovu davku (metéda QF-PCR
— quantitative fluorescent PCR — kvantitativna fluorescenéna PCR). NajcastejSie sa vyuZiva na

molekulové cytogenetické vySetrenia najéastejSich chromozomalnych aneuploidii.

5.4 HYBRIDIZACNE METODY

Zakladnou metddou detekcie sekvencii nukleotidov je komplementarna ateda Specificka
hybridizacia ziskanych fragmentov DNA s inou molekulou DNA — znacenou sondou; teraz najcastejsie
pouzivanym syntetickym oligonukleotidom. Hybridizacia sa robi na pevnych nosi¢och, na ktorych je
polynukleotid viazany a sucasne je schopny hybridizacie, napriek tomu, Ze kinetika tejto reakcie je
pomald a pomer malo efektivny. Medzi varianty hybridizacie na pevnom nosici patri dot, blot a slot
hybridizacia, Southernov blot, hybridizacia RNA (northen blotting) a hybridizaciu in situ. Imobilizacia
vzoriek sa robi na membrany z nitrdtu celulézy alebo nylonu. Prenosu DNA na pevny nosic¢
predchadza depurinacia, alkalicka denaturdcia a neutralizacia. V klasickej podobe sa prenos uskuto¢ni
bud jednoduchou difiziou na principe kapildrnych sil, alebo pomocou vadkua, alebo posobenim
elektrického pradu (electroblloting). Malé fragmenty (do 1500 pb) sa prenesd na membranu
pomocou difuzie kapilarnych sil do 2 hodin, vacsie fragmenty (nad 15 kb) vyZaduju viac ako 15 hodin.

Permanentna fixacia na membranu sa docieli napr. pdsobenim UV svetla alebo tepla (,,zapekanie”).
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Vlastnad hybridizacia znamend reasociaciu prislusnych dvojic baz (A-T a C-G) podla Specifického
poradia nukleotidov so sondou znacenou radioaktivnym alebo dnes uZz prevazine nerddioaktivnym
markerom.

Ide bud o useky DNA (jednovldknové alebo dvojvlaknové), kedy si klonované pomocou
bakteridlneho vektoru, dnes syntetickymi oligonukleotidami. Menej ¢asto sa pouzivaju tzv. ribosondy
(cRNA) alebo RNA-protein-DNA sondy s vysSou S$pecificitou. Senzitivita hybridizacie zavisi na Styroch
hlavnych faktoroch:

e dizke (potte baz) a komplementarite sondy,

e koncentrdcie sondy (a potlaceni nespecifickych vazieb),

e Specifickej aktivite sondy danej aktivitou (koncentraciou) naviazaného markeru,

e koncentracii testovanej DNA prenesenej a fixovanej na membrane.

Potlacenie neSpecifickych vazieb (napr. prehybridizacia so sonifikovanou lososou spermatickou DNA,
ktora pokryje nespecifické vazobné miesta na membrane a/alebo so sonifikovanou ludskou DNA)
dovoluje vyssiu koncentraciu sondy pri dodrzani hybridizacnych podmienok — teploty, koncentracii
soli a pod. Reakéna zmes a kinetika hybridiza¢nej reakcie su zvyéajne stanovené empiricky. Po
hybridizacnej reakcii v Specialnom inkubatore s termostatom nasleduje vymyvanie timivym roztokom
SSC o réznych koncentraciach (1x SSC; 0,15 mol.I'* NaCl, 0,015 mol.I" citrat trojsodny) na vymytie

nepresne hybridizovanej sondy.

Dot, blot aslot hybridizacia: ndzvy su odvodené od tvaru jednotlivych vzoriek nanesenych na

membranu:

e dot — velmi pravidelny okruhly tvar (,koliesko”),
e slot — velmi pravidelny pretiahnuty tvar (,elipsa“),

e blot—rucne nanesenad vzorka viac menej ndhodného tvaru (, kvapka“).

Reverzny blotting spociva vtom, Ze na membrdnu je najskér fixovand sonda, ktord je potom
hybridizovand z DNA zvlastnej skimanej vzorky. Reverzna hybridizacia je najrozsirenejsia
v komerénych diagnostickych kitoch na detekciu mutacii. Je to velmi spolahlivy systém, ktorého
obmedzenim je mensi pocet naraz vySetrovanych mutacii.

Southernov prenos a hybridizacia RNA (northern blotting) su zvlastne tym, Ze prenosu fragmentov
DNA alebo RNA na membranu a naslednej hybridizacii predchadza elektroforetické delenie.
Elektroforetickej separacii Casto predchadza Stiepenie restrikcnou endonukledzou. Tato metdda
poskytuje dve informacie: interpretuje po vizualizcii pruzkov (autoradiograficky alebo
kolorimetricky) jednak pritomnost ajednak velkost nukleovej kyseliny, ktora hybridizovala

s aplifikovanou Specifickou sondou. Northern blloting a hybridizacia sa pouZivaju najcastejSie na
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hodnotenie Urovne génovej expresie konkrétnych mRNA, apreto sa kvantifikacia alebo
semikvantifikacia uskutocnuje ku referencnej kontrolnej hybridiza¢nej sonde (napr. B-aktin).

In situ hybridizacia sa vyznacuje tym, Ze hybridizacia prebieha v morfologicky intaktnom
tkanive, v bunkach alebo na chromozémoch, ktoré su fixované na mikroskopickom sklicku.
Demonstruje sa genetickd informdcia v morfologickom kontexte a metéda zdruZuje Standardnu
svetelnd mikroskopiu s detekciou hybridizacie. Hybridizacii so znatenou sondou moéze predchadzat
amplifikacnad reakcia (nepriama in situ PCR). Priama in situ PCR inkorporuje marker viazany na
oligonukleotidovy primer alebo na deoxynukleotidtrifosfaty (dNTP) priamym sp6sobom. Nasleduje
obvykle detekcia protildtkou a vizualizacia, pricom cely prenos mdze byt automatizovany. Prikladom
je metdda FISH (fluorescencna in situ hybridizacia), ktord sa vyuziva v molekulovej cytogenetike.
Specidlnou metédou je analogicky priama anepriama in situ RT-PCR (reverznd transkripcia
a amplifikdcia cDNA), ktord vyuzZiva vlastnosti rekombinantnej rTth DNA polymerdzy. Podobne
existuje aj metdda PRINS (primed in situ) amplifikacia Specificky naviazanej sondy, ktord dosahuje

vysoku spolahlivost na detekciu Specifickych génov napriklad na histologickych preparatoch.

5.5 REVERZNA TRANSKRIPCIA

Detekcia aanalyza molekdl RNA patri k doleZzitym molekulovo-biologickym postupom. Na
celkovom mnoiZstve izolovanej RNA sa mRNA podiela len 1-2% (prevaznu Cast tvori rRNA). Adaptécia
amplifikacnych technik umoznuje relativne jednoduchu analyzu mRNA tym, Ze po reverznej
transkripcii nasleduje amplifikdcia cDNA napr. pomocou PCR.

RT-PCR je velmi hodnotnd metdda na analyzu génovej expresie, detekciu infekénych agens,
detekciu genetickych choréb (eliminuju sa intrény, poskytuje informacie o alternativnom zostrihu).
Medzi pouzivané reverzné transkriptazy patri: MMLV, AMV, Tth. Reverzné transkriptazy M-MuLV (z
Moloneyho mysacieho leukemického virusu) a AMV (z vtacieho myoblastického virusu) su schopné
syntetizovat cDNA aZ do 10 kb, kym bakteridlna termostabilnd Tth DNA polymeraza len do 2 kb.
Reverzna transkriptdza Tth na rozdiel od dvoch predchddzajicich nema aktivitu RNazy a vyzaduje
v reakcii e$te Mn** idny. Optimalne reakéné teploty sa lig&ia: M-MuLV 37 °C, AMV 42 °C, Tth 65°C.

Pouzivaju sa tri typy primerov:

e Specifické oligonukleotidy pre syntézu vybranej uréitej mRNA,
e zmes nahodnych hexanukleotidov,

e oligo(dT);ps.
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Moznost uskutoc€nit reverznd transkripciu a PCR v jednej reakcii avjednej skumavke je
jedine¢nou vyhodou enzymu Tth, pretozZe sa podstatne zniZuje riziko kontaminacie a celd procedura
sa zjednodusuje. Ako bolo uvedené vyssie, rozhodujlce je vSak urychlené spracovanie vzorky po
biopsii alebo jeho okamzité (!) zmrazenie v tekutom dusiku po odbere v désledku znaénej nestability

RNA.

5.6 AMPLIFIKACNE METODY

5.6.1 POLYMERAZOVA RETAZOVA REAKCIA

Polymerazovéd retazova reakcia (PCR) bola wvyvinutd v Cetus Corporation v Emeryville
v Kalifornii. Ide o enzymatickd amplifikaciu DNA in vitro syntézou mnohych kdpii vybranej sekvencie
DNA v cyklickej reakcii pri troch teplotnych fazach za poutzitia termostabilnej DNA polymerazy, alebo
tiez ,Taq polymerazy“. PCR patri k zakladnym metddam DNA diagnostiky. Dvojvlaknova DNA je
najskor denaturovand na dva jednovlaknové templatové (matricové) molekuly DNA. Nukleotidova
sekvencia cielovej DNA nemusi byt zndma, ale musia byt zname aspon sekvencie kratkych Usekov na
oboch koncoch cielovej amplifikovanej DNA, ktoré ju ohranicuju. Oligonukleotidové sondy (primery),
ktoré hybridizuju na oboch strandch ciel prvej DNA, riadia syntézu novych vldkien v smere 5'=>3". Ich
syntézu katalyzuje termostabilnd DNA-polymerdaza (napriklad Tag z baktérie Thermus aquaticus,
izolovana z horucich termalnych prameriov). Pocas prvého cyklu syntézy nového vldkna pokracuje
dalej az na sledovanu sekvenciu, ale nasledujice cykly amplifikuju prevazne len Usek medzi dvoma
vybranymi primermi (sondami). Niektoré termostabilné DNA polymerdzy umoziuju amplifikaciu
fragmentov a? do dizky 5000 pb. Rozhodujuce je empiricky stanovit optimalnu teplotu hybridizacie
primerov a pocet cyklov k dosiahnutiu ¢o najvyssej Specifickosti reakcie. Vhodné je na zacliatku
reakcie pouZit vy$siu teplotu a postupne ju v priebehu dalsich cyklov mierne zniZovat az na empiricky

stanovené optimum (,,touch-down” PCR).
Reakéné podmienky:

e reakény objem je zvycajne 5 az 100 pl,

e templdtova DNA potrebna pre PCR je medzi 1,0 az 500 ng,

e oligonukleotidové primery su syntetizované tak, aby hybridizovali s komplementdrnou
sekvenciou na oboch vldknach dubletu DNA; su zvycajne dlhé 20-30 nukleotidov. Potrebné
mnozstvo kazdého z nich pre jednu reakciu je 25-50 pmolov. Pomer GC:AT by mal byt

optimalne 1:1. Primer by nemal obsahovat oblasti bohaté na AT a GC. Primery by nemali byt
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medzi sebou komplementdrne, hlavne na 3" konci, kde prekrytie dvoch alebo troch bdz moéze
spOsobit vznik diméru primerov ato hlavne pri ich nadbytku. MézZe tak vzniknut neZiaduci
PCR produkt. Niekedy vznikaju problémy so sekundarnou Struktdrou, hlavne u primerov
bohatych na CG. V tomto pripade su vhodné dlhsie primery, napr. 25-30 pb.

e dNTP - deoxytrinukleotidtrifosfaty, optimalne 200 pmol.I"! kaZzdého, toleranéné rozpéatie 200-
400 umol.l’l,

e Mg® idny, optimalne 4 mmol.I"%, toleranéné rozpatie 3-8 mmol.I?, vyéia koncentrécia zvy3uje
Specificitu, ale u primerov bohatych na GC je vyssia koncentracia lepsia,

e Taq DNA polymeraza, optimdlne 1-2 U na kazdu reakciu, toleran¢né rozpatie 0,5-5 U, vyssia

koncentracia zvySuje pravdepodobnost chybnej hybridizacie a pozadia.
Teplotné fazy cyklu.

e denaturacia optimalne pri 95°C, tolerancné rozpatie 92-98°C, pre fragmenty do 1 kb 15
sekund, pre vacsie fragmenty 30 sekind az 1 minutu,

e hybridizacia optimdlne podla denaturacnej teploty duplexu templatovej DNA obvykle
v rozmedzi 50-55°C, nizka teplota podstatne zniZuje Specificitu, vysoka teplota zabranuje
amplifikacii,

e syntéza obvykle v rozmedzi 70-74°C, pre fragmenty do 1 kb 30 sekiund az 1 minutu, pre
useky 6-10 kb je potrebnd doba 15 minut, pre primery bohaté na GC je niekedy vhodna
teplota 80°C.

Vyznamnu inhibiciu PCR spOsobuju erytrocyty (napriklad primarne hemolyzovana krv). Takato
vzorka vyZaduje odstranenie inhibitorov alebo ich neutralizaciu. Jednoduchd metdda je zaloZena na
vyuziti idnomenicovej Zivice (napr. kopolymér styrén-divinylbenzén) Chelex 100, ktora viaze
dvojmocné idny.

Skusenosti s PCR poukazali na nutnost zavedenia technik, ktoré minimalizuju kontamindciu
amplikdnom (produktom PCR) s predchadzajucich reakcii. V praxi sa bezne pouziva slepd a negativna
kontrola (reakéna zmes bez cielovej DNA). Daldia preventivna metdda na zabranenie kontaminacie je
zaloZena na vyuZiti dUTP miesto dTTP v reakénej zmesi PCR. Bakteridlny enzym uracil-N-glykozylaza
degraduje DNA obsahujucu uracil. Degradované budd len fragmenty DNA pochadzajuce z PCR,
pretoZze normdlna DNA uracil neobsahuje. Uracil-N-glykozyldza je pridana do reakcnej zmesi pred
zacatim amplifikaénej reakcie, aby vsetky pripadné amplikény boli véas degradované. Samotny enzym
je potom inaktivovany pri prvom denaturacnom cykle, takie nové produkty PCR sa uZ mézu
akumulovat v reakénej zmesi. Ina metdda je zalozena na pridani derivatov psoralenu do zmesi na

zaCiatku reakcie. Psoralen neinterferuje s amplifikdciou aje stabilny pocas teplotnych cyklov.
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Skimavky su po ukonceni reakcie este pred otvorenim vystavené UV svetlu. Interakcie medzi
formami izopsoralenu a pyrimidinmi neovplyviiuju hybridizaciu, ale zabranuju naslednej amplifikacii
DNA polymerdazou. Dalou beZnou metédou je pouiivanie $pecidlnych pipiet a pipetovacich $piciek
s filtrom. Z tohto dévodu by mala byt oddelenad prevadzka pre- a post-PCR a je nutné na pripravu

vzoriek pouZzivat laminarne boxy.

Rozsiahle diagnostické vyuzitie repetetivnych sekvencii DNA je umoznené aplikaciami metdéd PCR,
napr. AFLP (dizkovy polymorfizmus amplifikovanych fragmentov). Repetitivne sekvencie su
oznacované podla svojich Specifik ako VNTR (variable number of tandem repeats), STR (short tandem
repeats), (CA), a mikrosatelity. V ludskom gendme je priblizne 50 000-100 000 (dC-dA), . (dG-dT),. Ide
o podskupinu STR beZne oznacovanu (CA),. VyuZitie je napr. v diagnostike pribuzenskych vztahov,
delécii génov alebo straty heterozygozity. Zakladnym obmedzenim je vSak relativna nestabilita tychto
dinukleotidov a zvySené riziko ich chybnej amplifikdcie pomocou PCR.

,Nested” PCR. Amplifikuje sa najskor usek, kde templatom je genomickd DNA. Nasleduje dalSia
yvnorend” PCR, tzv. nested reakcia, kde templatom je produkt predchddzajucej reakcie. Pre prvu
reakciu sa pouZije prva sada oligonukleotidov, v druhej, ,, nested” reakcii sa pouziju oligonukleotidy,
ktoré su navrhnuté pre fragment ziskany ako produkt prvej PCR (a su tak ,vo vnutri“ prvej sady
primerov). Tato oblUbend modifikdcia ma cely rad aplikacii, niektoré vystacia so sadou len troch
primerov (semi-nested PCR). Tymto pristupom sa zvysuje citlivost a Specificita, avSak vzrasta riziko
kontamindcie.

Analyza heteroduplexov sa pouZiva na detekciu mutacii genetickych choréb stdle cCastejsSie. Tato
metdda je jednoducha a citliva. Jej principom je skutoc¢nost, Zze heteroduplexy, ktoré sa tvoria po
amplifikacii u heterozygotov, migruju v agar6zovom géle pomalsSie ako homoduplexy vdaka svojej
nestabilite. Ked' amplifikované fragmenty z dvoch odlisnych alel (mutdcie, polymorfizmus) spolu
hybridizujd, vytvarajd dva homoduplexy adva typy hereduplexov. Za vhodnych hybridizacnych
podmienok (napriklad po skonceni PCR sa produkty denaturuji po dobu 10 minit a potom sa
nechaju 30 minut rehybridizovat pri teplote 50°C) vznikaju vsetky Styri druhy duplexov priblizne
v ekvimolarnom pomere. Detekcia separovanych fragmenov v géle sa uskutoCiuje farbenim
etidiumbromidom. V niektorych pripadoch sa vyuZiva tzv. generator heteroduplexov t.j. molekuly
DNA upravenych cielenou mutagenézou.

Asymetrickda PCR je modifikdcia PCR, ktora umoiZniuje preferencnu syntézu len jedného vldkna
z duplexu DNA tym, Ze jeden s primerov je v nadbytku. Vznika tak jednovlaknova DNA ako produkt
PCR vhodny napriklad pre priame sekvenovanie. Inou modifikaciou je SSPR (single strain producing
reaction), ktora je este SpecifickejSia. Tato metdda sa tiez vhodne kombinuje s ,nested” PCR. Jej

obmedzenim je vSak pracnost a zvysené riziko kontaminacie.
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Multiplexna reakcia je velmi vykonna metdda PCR uréena na testovanie mnohych delécii a bodovych
mutacii vjednej amplifikacnej reakcii, vjednom elektroforetickom deleni vagaréze obvykle
s etidiumbromidom. NajzloZitejSia je pripravnd faza, kedy je nutné vypracovat také reakiné
podmienky (sekvencia nukleotidov, koncentracia primerov, optimalne teploty jednotlivych krokov
cyklu atd.), aby amplifika¢na reakcia pre kazdy testovany exdn alebo ¢ast exdnu neprebiehala len
v pripade, Ze ide o deléciu v tom ktorom prisluénom mieste. Ddlezitd je tie? koncentracia Mg”" iénov
a pomer jednotlivych primerov, vratane optimalizacie teploty jej multiplexnej hybridizacie. Pre kazdu
reakciu je tiez nevyhnutnd pozitivha a negativnha kontrola. Napriklad v DNA diagnostike delécii
v oblasti génu pre dystrofin, multiplexova reakcia pre 3" koniec testuje 11 réznych exdnov a pre
oblast 5°-koniec 7 exdénov naraz. Prakticky to znamend, Ze namiesto skér uskutocriovanych 18
samostatnych amplifikacii sa urobia len 2 reakcie.

Pre priamu detekciu znamych bodovych mutacii je vhodna metdda hybridizacie s ASO
(alelovo Specifické oligonukleotidy). Produkty PCR sa rozdelia elektroforeticky napriklad v 1%
agarézovom géle, potom nasleduje denaturacia a dvojité blottovanie z gélu, ktory je umiestneny
medzi dvoma nylonovymi membranami. Denaturacny roztok slizi ako prenosovy tlmivy roztok.
Fixdcia DNA k membranam sa uskutocni expoziciou UV-svetlom v transiluminatore. Nasleduje
hybridizacia s alelovo Specifickymi oligonukleotidmi (normalnymi a mutovanymi), ktoré su oznacené
vhodnym detekénym systémom, napr. na 5° konci a*’P (ATP) pomocou T4 polynukleotidkinazy. Za
urcitych hybridizacnych podmienok sa dosiahne situdcia kedy jediny chybajici bazovy par medzi
sondou a analyzovanou DNA zabrdni hybridizacii. Bezchybne komplementarne uUseky naopak
hybridizuju velmi dobre. Po hybridizacii sa uskutocni premyvanie a kolorimetricka detekcia pruzkov.
V sucasnej dobe sa ASO pouziva predovsetkym v rdéznych komerénych diagnostickych supravach
v multiplexovej podobe a s neradioaktivnym znacenim sond.

AS-PCR (alelovospecifickd PCR). Na detekciu bodovych mutacii a malych delécii sa ¢asto pouZivaju
metddy PCR, ktoré vyuZivaju tzv. alelovo $pecifické oligonukleotidy ako primery. Specilne pripraveny
primer hybridizuje svojou 3"-oblastou k standardnej a mutovanej alele. Najcastejsie sa vyuZiva variant
ARMS (,amplification refractory mutation detection system”). Podstatou ARMS je nevyhnutnost
presnej komplementarity baz na 3’-konci primeru, ktora je klic¢ova pre spravnu amplifikaciu. Pri
nesulade komplementarity (,mismatch”) nedochadza ku Specifickej amplifikacii, ¢o je zakladom AS-
PCR. Doélezité je vsak pouzit vnutornu kontrolu reakcie k odliseniu Specifickej chybajiucej amplifikacii
od nespecifického zlyhania samotnej PCR. Metddy AS-PCR presli velkym vyvojom — od manualnych az
po automatizované pristupy. Metdéda je jednoduchd, spolahlivd, neizotopova ajasne rozliSuje
heterozygotov v sledovanom lokuse od homozygotov pre jednu alebo druhu alelu. Alelovo-3Specificka

PCR bola prvy krat pouzita na detekciu subtypov HLA, dnes sa da prakticky pouzit pre akukolvek
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sekvenciu vratane malych inzercii alebo delécii. Jej nevyhodou je vsak relativna pracnost. V sucasnej
dobe sa najviac rozsiril variant AS-PCR v podobe tzv. minisekvenovania.

PSM (PCR-mediated side directed mutagenesis) je metdda, ktord umoznuje identifikdciu Specifickych
alel umelou zmenou sekvencie pocas PCR tak, Ze dojde kvytvoreniu nového alebo k zaniku
povodného restrikéného miesta pre restrikénd endonukledzu. Je zaloZzend na nepresnej hybridizacii
sondy s genomickou DNA opéat na jej ,citlivom” 3° konci. Sekvencia je modifikovana tak, ze jeden
z primerov sa vjednom nukleotide 1iSi a hybridizuje s templatom v blizkosti sledovanej mutacie.
Amplifikacia oblasti s takto umelo vytvorenou mutdciou vedie k inkorporacii zdmeny nukleotidu do
vysledného produktu PCR. Po Stiepeni prisluSnym restrikénym enzymom a elektroforetickej separacii
sa identifikuju jednotlivé alely. Ako priklad je moiné uviest princip detekcie mutdcie R1443X
v nddorovom supresorovom géne BRCA1. Tato mutdcia je vysledkom tranzicie C->T v 4446.
nukleotide a sp6sobuje zdmenu argininu v STOP-kodéne. Zavedenie restrikéného miesta Alflll do
produktu PCR mutantnej alely vedie k vzniku fragmentov o dizke 180 pb. Nemutovana alela sa
nestiepi a produkt PCR zostava dlhy 197 pb.

RACE je metdda rychlej amplifikacie cDNA koncov pomocou PCR. Najskor sa syntetizuje cDNA
reverznou transkripciou z mRNA. Je to metdda amplifikdcie cDNA kedy syntéza prebieha smerom
k 5°-alebo 3'-koncu, pricom musi byt znama Cast sekvencie niektorého z vySetrovanych exdnov.
Amplifikdcia 5°-koncov vyZzaduje purifikdciu prvotnej cDNA a ukonéenie retazca terminalnou

transferazou za vzniku druhého poly(A)konca. Kombindaciou sa potom ziska celd plnohodnotna cDNA.

5.6.2 LIGAZOVA RETAZOVA REAKCIA
Ligdzova retazova reakcia (LCR, LAR) je metdéda amplifikdcie DNA uréend k detekcii stopovych
mnozstiev DNA o zndmej sekvencii. LCR je dvojfazova cyklicka reakcia. V prvej faze sa za vysokej
teploty (95°C) cielové molekuly dvojvlaknovej DNA rozvinu na jednovldknové. V druhej faze (70°C) sa
dve sady (2x2) komplementérnych oligonukleotidov priloZia (hybridizuju) k cielovym jednovldknovym
molekuldm a termostabilnou ligdzou su spolu spojené. Produkty ligdzovej reakcie z jedného cyklu
sluZia ako templat (podklad) pre nasledujicu reakciu cyklu. PouZivaju sa Tth DNA ligaza, izolovana
z Thermus thermophilus a Pfu DNA ligdza z Pyrococcus furiosus.

LCR je alternativna amplifika¢na technika, ktorda moze mat niektoré priame vyhody oproti
PCR. Pri PCR sa casto tvoria neSpecifické amplifikacné produkty, ktoré komplikuju interpretaciu
vysledkov. Toto ,pozadie” (amplifikacné artefakty) vznikd tym spdsobom, Ze sa oligonukleotidové
sondy hybridizuju k oblastiam nielen Uplne, ale aj Ciastocne ku sekvencnej homoldgii s pévodnou

templatovou DNA. RozliSenie produktov PCR vyZaduje separaciu pomocou elektroforézy, niekedy
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izolaciu z gélu a nasledné urcenie sekvencie amplifikovanych Usekov. Naopak molekuly amplifikované
pomocou LCR su len tie, kde sa Uplne, presne aspravne priloZili oligonukleotidové sondy
k homologickym usekom templdtovej DNA. V pripade, Ze sa jedna oligonukleotidova sonda pre LCR
oznaci napriklad biotinom kovalentnou vazbou a druhd napriklad alkalickou fosfatdzou, potom sa
amplifikacia aj detekcia objavuju sucasne. Elektroforéza alebo sekvenovanie nie su nutné. Z tohto
dévodu je LCR vhodnejsia aj k automatizacii v porovnani s PCR, a predovSetkym ma vyssiu Specificitu.
Niektoré metédy kombinuju PCR s LCR, takZe polymerdza a ligdza su pritomné v jednej reakcii

sucasne.

5.6.3 Q-B REPLIKAZOVA REAKCIA

Patri medzi metédy amplifikujdce hybridizacnd sondu. RNA bakteriofag Q-B vyuziva RNA polymerazu
k replikacii svojho gendmu. Q-B replikdza nepotrebuje oligonukleotidovy primer k inicidcii syntézy
RNA, ale rozpoznava vysoko organizovanu oblast RNA gendmu ako inicidtora. Jednovldknova
molekula RNA je vhodnym templatom pre Q-B replikdzu. To umoziuje in vitro exponencidlny vzostup
poctu kopii RNA. Na iniciaciu dalSej replikacnej reakcie nie je potrebna denaturdcia. Enzym Q-B
replikaza je velmi rychly a vykonny: jedna molekula templatu je amplifikovana na 10 képii za 10-15
minat pri teplote 37°C. V praxi je najskor sonda hybridizaciou naviazana na Q-B templat. Po
hybridizacii sa uskuto¢ni amplifikdcia. Aplikacie metédy su limitované poziadavkou na absolutnu
Specificitu hybridizacie sondy. Akékolvek hybridizacné pozadie vedie klahkej amplifikacii

akéhokolvek produktu.

5.6.4 3SR AMPLIFIKACNA REAKCIA

3SR amplifikacna reakcia (self-sustained sequence replication) vyuziva kolektivny ucinok reverznej
transkriptazy, RNazy H (z baktérie Escherichia coli) a T7 RNA polymerdazy. Na syntézu cDNA sa pouZiva
hybridny primer, ktory obsahuje cielovi $pecificki oblast a nehybridizujici koniec s promotorom pre
T7 RNA polymerazu. Vysledna képia cDNA ma na jednom konci tento promotor. RNaza H degraduje
RNA v hybride RNA/DNA. T7 RNA/DNA polymeraza syntetizuje podfa DNA mnoho képii RNA, ktoré su
nasledne ciefom pre reverznu transkriptazu, ktora syntetizuje dalSie cDNA. Vsetky reakcie prebiehaju

pri rovnakej teplote. Reak¢né Cinidla su v takych koncentracidch aby umoznili akumuldaciu produktu.
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K dalsim amplifikacnym reakciam patria reakcie cyklujice sondy (cycling probe reaction) alebo
modifikacie ako napr. transkripcné amplifikacné reakcie (TAS, isothermal transcription-based

amplification reaction), NASBA (nucleic acid sequence-based amplification).

5.7 ELEKTROFORETICKE METODY

Produkty restrikénych alebo amplifikacnych reakcii (fragmenty DNA) sa delia podla svojej relativnej
molekulovej hmotnosti avelkosti ndboja fragmentov DNA elektroforézou v géli. Sacharidovo-
fosfatova zadkladna kostra nukleovych kyselin je pri¢inou rovnomerného rozloZenia negativnych
nabojov v molekuldach DNA a RNA. Pohyb tychto vysoko elektronegativnych molekul v elektrickom
poli vedie k ich separacii na zdklade ich molekulovych hmotnosti. Delenie velkych fragmentov (az
5000 kb) je moiné docielit pouzitim elektroforézy v pulzujicom poli (PFGE). Analyza velkosti
fragmentov je podstatou celého spektra molekulovych biologickych metdd. NajcastejsSie sa pouziva
ako elektroforetické médium agardza (0,8 - 3,0 %), ktorej koncentracia sa urcuje podla velkosti
fragmentov, ktoré maju byt separované (orientacna tabulka ¢.3), pre mensie fragmenty DNA sa
pouziva polyakrylamid, ktory mdze oddelit fragmenty o velkosti 1 — 2 bp. Existuju tiez finan¢ne

narocnejsie agardzy na Specidlne pouzitie.

Tabulka 3 Koncentracie agardzy podla velkosti fragmentov (orientacné)

Velkost fragmentov Koncentrécia agarézy

1-20kbp 0,4-0,8%
500-1000bp 2%
100-500bp 3%
10-100bp 5%

Mnohé aplikacie pouzivaju horizontalnu elektroforézu (podmienky: U=80-200 V, 1=20-60 mA)
a gél je uloZeny vo vani ponoreny do timivého roztoku (TE, TBE, TAE). NajcastejSie sa pouzivaju dve
aplikacie gélov, napr. 12x20 cm a 5x9 cm, ¢o predstavuje priblizne 4,5, resp. 9 V/cm. Nandasanie
vzoriek (0,1 az 5,0 mg DNA) na Start do jamiek predchadza zmiesSanie s nandsajucim timivym
roztokom zvycajne v pomere 1:4 alebo 1:5, ktory obsahuje farbicku viditelného spektra (napr.
brémfenolovd modri 0,5 g.I'!, 400g.I"" sacharézy, 20 mmol.I"* EDTA). Rozdelené frakcie je mozné
preniest na Specidlne membrany (folie) tzv. blottovanim a nasledne podrobit hybridizacii, alebo
pomocou fluorescencnych farbiciek napr. etidiumbromidom interkalaciou medzi nukleotidy (50 pg
nal00 ml gélu) vizualizovat na transiluminatore v UV svetle s naslednou fotodokumentaciou. Krokovy
rebri¢ek po 50 alebo 100 pb (step ladder) alebo iné PCR markery sa pouZzivaju ako kalibracna skala

molekulovej hmotnosti (velkosti fragmentov).
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5.7.1 POLYAKRYLAMIDOVA ELEKTROFOREZA

Druhym najcastejSie  pouZivanym elektroforetickym médiom v molekulove] bioldgii je
polyakrylamidovy gél (denaturacny, zvycajne s mocovinou, alebo nedenaturacny). Polyakrylamidova
elekroforéza (PAGE) je vertikalna elektroforéza. Zmes akrylamidu a bisakrylamidu polymerizuje pri
izbovej teplote vtlmivom roztoku (TAE) pomocou volnych radikdlov poskytovanych persulfatom
aménnym (APS), ktory sposobuje homolytické Stiepenie vazieb O-O. Na urychlenie polymerizécie sa
pouziva volna zasada TEMED (tetrametyléndiamin), ktory katalyzuje tvorbu volnych radikalov
persulfatu aménneho. Dal$im pouzivanym inicidtorom polymerizécie je riboflavin, ktory je Gcinny u?
pri velmi nizkych koncentraciach 5-10 ng.I". Polymerizacia sa neuskutoéni pri nizkom pH alebo za
pristupu O,. Konecnad koncentracia TEMED a APS v polymerizatnom roztoku by mala byt 0,05%.
Pouzitd koncentracia polyakrylamidu sa liSi podla velkosti separovanych fragmentov DNA od 3,5%

(fragmenty dizky od 1 aZ 2 kpb) aZ po 20% gély na separaciu malych fragmentov 10-100 pb.

5.7.2 METODA ANALYZY JEDNOVLAKNOVEHO KONFORMACNEHO POLYMORFIZMU

Metdda analyzy jednovlaknového polymorfizmu (SSCP) je jednoduchd, senzitivna a efektivna
technika na detekciu mutdcii typu zdmeny jednej bazy. Metdda je zaloZend na principe roznej
migracie jednovlaknovych molekul DNA liSiacich sa svojou sekundarnou Strukturou (konformaciou)
v nativnom polyakrylamidovom géle (zvy€ajne 6%, 0,4 mm hruby, v TBE timivom roztoku). Unikatna
konformacia jednovldaknového fragmentu DNA je dana intramolekulovymi interakciami vo vnatri
sekvencie DNA. Tato konformdcia je zavisld na teplote a idnovej sile. Teplota pri elektroforéze je
kld€ovym parametrom, ktory ovplyviuje kvalitu rozliSenia prizkov DNA. Uz tak maly rozdiel, akym je
zamena jednej bazy, spdsobi zmenu konformdcie a rozdielnu pohyblivost pri elektroforéze. Této
vysoko citliva technika zachytava 100% mutdcii vo fragmentoch mensich ako 200 baz a 80% mutacii
v DNA fragmentoch mensich ako 400 baz. Optimalna velkost PCR produktu je 150 baz pre detekciu
mutacii; vacSie PCR produkty su vhodné na sledovanie polymorfizmov. Potrebnym zariadenim je
vhodny zdroj napatia, zariadenie pre sekvencnu gélovu elektroforézu (20 mA, izbova teplota)
a niekedy chladena elektroforéza (45 mA, 4°C). Vzhladom ku jednoduchosti je metéda SSCP velmi
rozsirena ako metdda rychleho a hrubého skriningu neznamych mutdcii. V sicasnosti existuju aj iné

varianty na poufitie v genetickych analyzatoroch.
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5.7.3 DENATURACNA GRADIENTOVA GELOVA ELEKTROFOREZA

Denaturacnd gradientova elektroforéza (DGGE) je metdda, ktord umoznuje separaciu molekul
DNA v polyakryalmidovom géle na zaklade odlisnej sekvencie (liSi sa vjednom nukleotide). Gél
obsahuje linearny gradient formamidu a mocoviny. Dvojvlaknova DNA putuje rychlostou uréenou jej
molekulovou hmotnostou az do doby ked vstipi do tej Casti gélu, kde je takd koncentracia
denaturacnych latok, ktora sp6sobi denaturaciu dsDNA na jednovldknové molekuly. Tym sa vyrazne
zmeni jej pohyblivost v elektroforéze. Koneéna pozicia fragmentov DNA v géli zdvisi teda na
denaturaénom bode (melting). Fragmenty identickej velkosti mézu byt takto separované na zaklade
odliSnej sekvencie v géloch s gradientom denaturacného cinidla. Gély maju fixnd koncentrdciu
akrylamidu (akrylamid:bisakrylamid = 37,5:1) v TAE tlmivom roztoku s linedrnym gradientom

denaturacného cinidla. PouZivaju sa dva typy DGGE:

e pararelné gély, v ktorych sa zvySuje koncentrdcia denaturacnych Cinidiel linearne z hora dolu
v dvoch samostatnych paralelnych géloch (prvy 10-50%, druhy 40-80%);

e perpendikularne gély, v ktorych sa zvySuje koncentracia denaturac¢nych Cinidiel linedrne zlava
doprava naprie¢ gélom. Paralelné gély si vhodné na vysetrenie niekolkych vzoriek,
perpendikularne gély maju na Starte jednu jamku cez cely gél na jednu vzorku. NajcastejsSie
pouzivana stratégia je vySetrenie klucovej vzorky v perpendikuldrnom géle a potom ostatné
vzorky z rodokmeniu v géle paralelnom. Obvykle pouZivanad koncentracia akrylamidu v tejto
aplikacii je 6 - 8%, separuje sa pri konstantnej teplote 60°C, pri napati 150 V po dobu 6 - 10
hodin. Detekcia sa robi etidiumbromidom. Dnes su k dispozicii aj varianty DGGE, kde
chemicky gradient je nahradeny teplotnym (TTGE). U¢innost je podobna a technicky personal

nie je vystaveny pdsobeniu karcinogénnych latok (etidiumbromid alebo formamid).

5.7.4 KAPILARNA ELEKTROFOREZA

Alternativna metdda separacie fragmentov DNA, ktorej vyhodami s minimalna spotreba
vzorky (1-2 nl o koncentracii 5-50 mg.I™"), relativna rychlost a lahka vizualizicia. Separacia prebieha
v linedrnom hydrofilnom polymére v kapilare (vnitorny priemer 25-50 pm, dizka niekolko cm az 1m)
a elektroforetickom timivom roztoku podla molekulovej hmotnosti. Elektroendoosmdza sa vyuziva
na zavedenie vzorky a dalej je eliminovand pouZitim kapilar so Specidlnou Upravou vnutorného
povrchu. Na zariadenie je pripojena priama detekcia merania absorpcie pri 260 nm. Typicka analyza
trvd menej ako 20 minut. Na separaciu jednovldknovej DNA sa pouziva timivy roztok obsahujuci

mocovinu (7 mol.I"). Systém umoziiuje jednoduché zmeny v zlozeni timivého roztoku.
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5.8 METODY DETEKCIE

Po oznaceni nukleovych kyselin nasleduje faza detekcie alebo kvantifikacie. Znacenie DNA sa robi
metddami enzymatickymi alebo priamo chemickou vazbou. V obidvoch skupindch rozliSujeme
znacenie radioaktivne a znacenie neizotopové. Enzymatické metddy umoznuju znacenie homogénne
alebo znacenie len 3’-alebo 5°-koncov. Na radioaktivne znacdenie sa pouzivaju nukleotidy znacené
izotopmi (3P, *s,2 H, **C, '1). Neizotopové enzymatické systémy znacenia maju rovnaku citlivost ako
radioaktivne a su vhodné na automatizaciu. NajpouZivanejsie systémy detekcie su:

e biotin — protildtka — enzym — substrat,

e biotin — streptavidin - enzym — substrat,

e sulfénova skupina — protildtka — enzym — substrat,

e digoxigenin — protilatka — enzym — substrat,

e fluorescencny detekcny systém (napr. rodamin).

Vo vsetkych tychto systémoch sa pouZiva niektory z chromogénnych, chemiluminiscencnych
alebo fluorescencénych substratov a enzym je konjugovany s protilatkou alebo s avidinom. Pouzivaju
sa alkalicka fosfataza, peroxiddza, glukozidaza alebo B-galaktoziddaza.

Velmi citlivym sp6sobom detekcie je biotinylacia nukleovych kyselin a nasledna Specificka
reakcia s modifikovanym avidinom. Biotinylacia sa uskuto€nuje arylazidovym derivatom biotinu
s naslednou fotoaktivaciou. Vznikd vysoko reaktivna skupina, ktord umozni kovalentnu vazbu biotinu
s nukleovou kyselinou. Hybridizacia in situ vyZaduje niekedy este inaktivaciu endogénneho biotinu
(napr. v hepatocytoch).

Casto su tie pouiivané niektoré metddy priameho znaéenia zalozené na fyzikalnych
a chemickych principoch vazby s nukleovou kyselinou. Medzi tieto systémy patri znacenie
etidiumbromidom, radioaktivnym jédom alebo farbenim striebrom. Mozna je tieZz kovalentna vazba
enzymu na nukleovu kyselinu. Prikladom je zosilneny chemoluminiscenény detekény systém. DNA sa
znaci priamo peroxidazou, ktora poésobi za pritomnosti H,0, na luminol, zosilnenie signadlu sa
uskutocnuje pomocou derivatov fenolu (napriklad 4-jodofenol). Emitované svetlo sa deteguje na
fotografickom filme alebo sa meria na luminometri.

Mnohé detekéné systémy umoznuju rézne zostavy a v spojeni s amplifikacnou reakciou su tieto
metddy vhodné na automatizaciu (napr. technoldgia lightCycler) v sklenenych mikrocentrifugacnych
skimavkach. LightCycler je systém, ktory umozriuje uskutocnit real-time, on-line PCR kombinovanou
s rychlym cyklovanim pre 96 alebo 384 vzoriek (podla typu termobloku). Vysledky mézu byt
kvantifikované a analyzované sucasne pomocou monitorovania fluorescencie pocas amplifikacie

nukleovych kyselin. Opticky systém umoZiiuje uskutocnenie multiplexnej PCR reakcie pomocou
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sekvencnej Specifickej detekcie za poutZitia roznych typov sond (napr. HybProbe sondy, SimpleProbe
sondy, hydrolyza¢né sondy alebo sondy iného typu). Sekvencne nezavisla on-line detekcia méze byt
uskutocnena pomocou SYBRGreen | farbicky. Analyza kriviek teplot topenia umoZiuje genotypizdciu
(detekciu jednonukleotidych polymorfizmov - SNP) pomocou Specifickych sond alebo je moziné

produkt charakterizovat pomocou High resolution melting dye (HRM analyza).

5.9 SEKVENOVANIE NUKLEOVYCH KYSELIN

Urcenie sekvencie (poradia) nukleotidov Useku DNA a RNA o velkosti niekolko sto bazach (¢o
odpoveda napriklad bezne velkému exdnu) sa uskutocnuje najcastejSie na principe Standardnej
Sangerovej metddy (dideoxynukleotidovd, ddNTP reakcia) alebo novsie pomocou cyklického
sekvenovania na termocykleri bez nutnosti alkalickej denaturacie. Oznacené produkty sekvencnej
reakcie sa rozdelia a deteguju na sekvencnom gély pomocou elektroforézy s vysokym rozliSenim.
P6évodna metdda vyZadovala 4 samostatné sekvencné reakcie atiez samostatné delenia
elektroforézou pre kazdy jednotlivy nukleotid. Metéda ma Styri fazy:

e hybridizacia primeru k analyzovanému fragmentu DNA,

e oznacenie primeru,

e predlZovanie primeru o dalSie komplementarne bazy syntézou pomocou 17 DNA polymerazy,

e ukoncenie reakcie inkorporaciou dideoxynukleotidu.

Znacenie primerov sa robilo pomocou radioizotopov. Sekvenaény 5% polyakrylamidovy gél je
denaturaény (napr. 7 mol.I" mocovina), oby&ajne 0,3 mm hruby, separa¢na vzdialenost je 50 cm
v TBA tImivom roztoku. Parametre zdroja pre separacnu rychlost asi 100 baz za hodinu si 60 W (1900
V, 45 mA). Moderné sekvenovanie je plne automatizované a pouZiva viacfarebné fluorescencné
znalenie v genetickych analyzatoroch. Dnes sa teda namiesto radioaktivneho znacenia pouziva
znacenie fluoresceinom, namiesto znacenia primerov sa pouziva znacenie terminatorov reakcie
(ddNTP), reakcia prebieha v termocykleroch pomocou Tag DNA polymerazy, vietky Styri reakcie je
mozné uskuto¢nit v jednej skiumavke a elektroforetické delenie je tiez robené zjednej vzorky.
Laserom sprostredkovana detekcia emisie Styroch réznych fluorescencnych farieb sa robi pomocou
fotonasobica a velmi citlivého detektora priamo z gélu (alebo dnes castejsSie z polyméru v kapilare).
Pocitac riadi posun, fokusaciu, optimalny laserovy lU¢ a vyhodnotenie ziskanych dat. K dispozicii je
Specializovany program. V sucasnosti existuje niekolko alternativnych komercénych systémov, ktoré

su porovnatelné z hladiska kvality aj vykonnosti.
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5.10 BRANCHED DNA

Metdda vyuzivajuca branched DNA (bDNA) je amplifikaénd metdda, ktora je zvlastna tym, Ze
po reakcii s cielovou detegovanou DNA (RNA) prebieha amplifikicia signdlu a nie templatu. Tato
metdda sa pouZiva napr. na detekciu a kvantifikaciu virusovej RNA alebo DNA (HIV, HCV, HBV).
Systém vyuziva alkalicki fosfatdzu a substrat na chemoluminiscenciu (dioxetan). Signal je priamo
Umerny mnozstvu képii (molekul) detegovanej nukleovej kyseliny (pocet képii.ml™") a meria sa na

luminometri.

5.11 NOVE METODY

Mutdcia je zmena sekvencie DNA oproti referencénej vzorke t.j. Standardnej alele. Tato definicia
vSak neurcuje patogeneticky potencial danej zmeny. Polymorfizmus je naopak mutdcia, ktora sa
vyskytuje vo viac ako v 1% obecnej populacie (alebo lepsie vo viacerych nezavislych populaciach), je
povazovana arbitrdrne za nepatogénnu, avsak jej presny patogeneticky potencidl je skor
kontextudlny a uplatiuje sa v komplexnej patogenéze multifaktorialnych genetickych ochoreni
(aditivny a multiplikativny efekt).

K technikam detekcie mutacii patri genotypizacia, t.j. zachyt uz znamych mutacii (synonymum
— skrining) a mutacné skenovanie, t.j. zachyt doteraz neznamych mutdcii (napr. SSCP, DGGE).
V SirSom slova zmysle detekcia mutdacii zahffa aj vySetrenie génovej davky, intragénovych prestavieb
a metylacie DNA.

U vSetkych novych metdd st zakladnymi predpokladmi:
e senzitivita (citlivost) — t.j. podiel mutacii ktoré je mozné v danej vzorke uréitou metdédou
zachytit,
e Specificita — t.j. podiel faloSne pozitivnych nalezov.
Délezita je aj cena, technicka naro¢nost a mnoizstvo vzoriek, ktoré je mozné za danu dobu spracovat
(,throughput”). Na zhodnotenie tychto metdd je potrebné vypracovat nezavislé stratégie a overit ich

na rozsiahlych siboroch.
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5.11.1 GENOTYPIZACIA

Zakladom sucasnych genotypizatnych metdd je PCR analyza dizkovych polymorfizmov
restrikénych fragmentov (RFLP) a dodnes je stéle platnou a velmi robustnou metddou. Avsak tato
metdda je pracna a nedovoluje spracovanie viac¢sieho mnozstva vzoriek naraz. Jedinou moznostou je
vyuzitie tzv. MADGE formatu agarézovych gélov, ktoré umozniuju vyuzitie multiplexnych pipiet a tzv.
Sikmy format elektroforézy. Vazbova analyza sa tieZz vyrazné zrychlila pouzitim STR (short tandem
reapeat) markerov, ktoré sa doteraz pouzivaju aj v nepriamej DNA diagnostike. Velmi prinosné su aj
pre rozvoj molekulovej cytogenetiky pomocou fluorescencnej PCR (QF-PCR) na genetickych

analyzatoroch.

5.11.2 SINGLE NUCLEOTID POLYMORPHISMS

Jednonukleotidové polymorfizmy (single nucleotid polymorphisms — SNP) s dialelické
zameny jednej bazy v [ludskom gendme. Z tohto dévodu su menej informativne ako STR markery,
avsSak su viac rozsirené a prevazne velmi stabilné v rdmci ludského gendmu. Pravdepodobne sa viac
nachadzaju v nekddujucich sekvenciach. V sucasnej dobe sa mnoho vyskumnych laboratérii snazi
vytvorit prehlad existujicich SNP polymorfizmov (,SNP profiling“) pre potreby farmakogenetiky
a asociacnych studii multifaktorialnych chorob. Avsak verejne dostupné databdzy su bohuzial stale
nepresné a polymorfny charakter daného SNP polymorfizmu je potrebné vidy overit v konkrétnej
populdcii. Dalou velkou vyhodou SNP variant je, 7e vdaka rozsiahlym oblastiam vizbovej
nerovnovahy su ,bloky” (haplotypy) SNP polymorfizmov dedené spolocne, ¢o ulahcuje typizaciu
u multifaktoridlnych ochoreni. Nakoniec SNP varianty su atraktivne z dévodu ich analyzy pomocou
DNA Cipovej technoldgie vratane dalSich metdd ako je ARMS, ktoré je mozné ucinne automatizovat.

K typizacii SNP polymorfizmov sa pouZivaju nasledujice metddy.

Minisekvenovanie (minisequencing) spociva v pridani jediného komplementarneho nukleotidu na 3'-
konci oligonukleotidového primeru, ktory hybridizuje kcielovej DNA bezprostredne k
»vySetrovanému” nukleotidu. Ide teda o modifikdciu alelovo Specifickej PCR. Pridanie jednej
$pecifickej (ddNTP) bazy moze byt detegované agardzovou elektroforézou, efektivnejsie je vsak
pouzitie mnohych dostupnych komerénych suprav, ktoré je moziné automatizovat a vyuzit
diferenciadlne fluorescenéné znacenie. Tdto metdda dosiahla v sicasnej dobe zna¢ného komercného
rozsirenia a je mozné ju pouzit na multiplexné analyzy velkého mnozstva vzoriek, zvlast u variant, kde
primery su viazané k pevnému podloZiu. Existuju aj varianty na pouZzitie mikrotitracnych dosticiek,

vysokotlakovej kvapalinovej chromatografie, hmotnostnej spektroskopie, magnetickych gul6cok
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a hlavne v DNA cdipovom formate, ktory predovsetkym umoZniuje spracovanie velkého mnoiZstva
vzoriek v jednej analyze. Avsak u paralelnych systémov, t.j. tam kde je analyzované velké mnozstvo
vzoriek naraz vramci jednej reakcie (analyzy), je hlavnym obmedzenim kapacita metédy PCR pre
rychlu amplifikaciu vySetrovanych vzoriek. Z uvedeného vyplyva, Ze metdda minisekvenovania je
velmi uzitotnd arobustnd metdda, ktord je moiné pouzit v jednoduchych ikomplexnych
diagnostickych aplikaciach.

Metéda TagMan je komercény systém, ktory je mozny pouzit tak pre genotypiziciu ako aj na
stanovenie génovej davky. Zmeny jediného nukleotidu v PCR amplikénoch je moiné detegovat
Specifickou komplementarnou hybridizdciou sondy, ktord ma pripojeny ako fluorochrom, tak aj tzv.
zhasac fluorescencie (,,quencher”). Pokial dochadza ku Specifickej hybridizacii je quencher odstiepeny
a naviazany fluorochrom je $tandardne detegovany na zaklade $pecifickej vinovej dizky. Vzhladom
ktomu, Ze je moiné pouiit rézne farebné fluorochromy, je moiné vyuzit tento typ vysetrenia
v multiplexnom formate a detegovat obe alely prislusného SNP v jednej reakcii.

Melecular beacons (volne prelozené ako ,molekulové signdly“) su Specialne syntetické primery, kde
su fluorochrom aj zhasac v Specidlnej tercidlnej Struktire detekéného primeru. Vo volnhom stave je
primer stoCeny na principe komplementarity do tvaru pruznej vlasovej sponky (,hairpin®), t.j. oba
volné konce sfluorochromom azhdSacom su hned vedla seba. Po pridani cielovej DNA
s komplemetarnou sekvenciou dbjde k Specifickej hybridizacii a tym k roztvoreniu vlasovej sponky,
a tak k oddialeniu fluorochromu a zhdsaca co vedie k vyvolaniu Specifickej fluorescencie. Takto je
mozné napriklad presne rozlisit oba nukleotidy SNP polymorfizmu.

Tak metdda TagMan ako aj metéda molecular beacons mozu byt pouzité v rdmci detekénych
systémov, ktoré sleduju fluorescenciu jednordzovo, alebo priebeine, t.j. vredlnom case. Na
podobnom principe funguju aj tzv. padlock probes (t.j. sondy, ktoré maju tvar visiaceho zamku
vzhladom k cielovej sekvencii DNA) a opat na principe zmien tercidrnej konformacie pri Specifickej
hybridizacii emituju fluorescenciu réznej vinovej dizky. Zvlaétnym tvarom sondy je dosiahnuté vysoka
citlivost.

Fluorescence resonance energy transfer (FRET) je metdda, ktord vyuziva fyzikdlne zdkony pre
Standardnua PCR a PCE v redlnom cCase za pouzitia dvoch oligonukleotidovych primerov, ked jeden
funguje vdaka naviazanym doménam ako prijemca svetelnej energie, zatial ¢o druhy ju vysiela. Pokial
oba modifikované oligonukleotidy hybridizuji sucasne na cielovej sekvencii vo vzajomnej tesnej
blizkosti, mézu sa obe naviazané domény vzdjomne ovplyvriovat na podklade fyzikalnych zakonov.
Prvy fluorochrom je excitovany v Specialnom termocykleri (lightcycler), ktory umoznuje ,presvietit”
pomocou LED diéd PCR proces prebiehajuci v sklenenej mikrocentrifugac¢nej skimavke. Zeleny
fluorochrom aktivovany pomocou LED ,,aktivuje” ¢erveny fluorochrom v jeho bezprostrednej blizkosti

t.j. vo vzdialenosti piatich nukleotidov, kedy je mozné zaznamenat rozdiely vo fazovom posune
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vinovej dizky a vdaka interferencii takto sekvenéne $pecifickych vyzarovanych svetelnych signalov.
Daldie poufitie je podobné ako u vy3iie uvedenych systémov. V poslednej dobe doslo aj k vyvoju
FRET technoldgie na baze mikrotitracnych dosticiek. U metédy FRET sa vSak stdle overuje jej
robustnost.

Varianty LAR. Detekcia mutacii na podklade Specifickej ligacie (t.j. spojenie dvoch Usekov) DNA
vyuziva vysoku Specificitu ligacnej reakcie na spojenie komplementarnej dvojvlidaknovej DNA. V DNA
diagnostike sa vSak skor uplatiiuje princip ligacie ,nad” vySetrovanou DNA neZ priamou ligazou
sprostredkovanej amplifikacie t.j. LAR. Prikladom je metdda ,oligonucleotide ligation assay” (OLA),
vyuzivajuca Specificku ligaciu u dvoch detekénych oligonukleotidov ktoré su ligdzou spojené len
pokial vySetrovana sekvencia pod ich 5'- a 3'- je presne komplemetarna. V spojeni s diferencialnym
fluorescenénym znacenim detekénych oligonukleotidovych primerov je mozné vyslednu ligaciu
zaznamenat fluorimetricky. Vdaka poufZitiu rézne dlhych syntetickych oligonukleotidov je mozZné
uskutocnit Standardnu fragmentacnd analyzu v multiplexnom formate a tym odlisit jednotlivé alely.
V sucasnej dobe su vyvijané paralelné systémy na podklade mikrotitracnych dosticiek a kapilarnej
elektroforézy, ¢o umoznilo aj typizaciu inak tazko vysetritelnych STR polymorfizmov.

Pyrosekvenacia (,,pyrosequencing”) je priame sekvenovanie kratkej sekvencie DNA (maximalne do 20
pb) bez nutnosti elektroforézy amplikénu t.j. sekvencia je docielend synteticky. Specialna polymeraza
vyuZiva uvolnenie pyrofosfatu (PPi) pri syntéze DNA. Tak dojde k diferencidlnej emisii luciferazového
signdlu pri inkorporacii jednotlivych nukleotidov do vySetrovanej DNA. Velkou vyhodou tohto
systému je moznost charakterizovat sekvenciu okolo vySetrovaného SNP polymorfizmu, ¢o zvysuje
diagnosticki presnost a istotu vySetrenia zmeny spravneho dinukleotidu. Pokial sa do budicna
podari predizit sekvenciu, ktord bude mozné vysetrit bude pyrosekvendcia predstavovat G&innu

alternativu voci klasickej sekvencnej reakcii.

Technolégia ,invader” je nova a velmi perspektivna metdda, ktora vyuziva tzv. FLAP endonukleazu
(FEN) auz spominany FRET systém na detekciu rozdielov vo vinovej dizke farieb réznych
fluorochromov. Velkou a doposial celkom nedopracovanym variantom je pouzitie tejto technolégie
bez predchadzajucej PCR amplifikdcie vySetrovanej vzorky (,invader squared method”), ¢o by

zasadnym spdsobom zvysilo mnoZstvo potencidlne vySetrenych vzoriek a obmedzilo cenu vysetrenia.
Nové formy diagnostického vyuzZitia komplemntarnej hybridizacie DNA

Specifickd hybridizdcia DNA — DNA je jednou z prvych metdd, ktoré sa skor pouZivali na
genomické DNA a nasledne PCR amplikény. Optimalizacia hybridizacie umoznila, Ze akékolvek zmeny
SNP mozu byt najdené pomocou unikdtnych 18-24 pb dlhych syntetickych oligonukleotidov. Tato

metdda sa pouzZiva predovsetkym v tzv. reverznej forme kedy k podloZiu su viazané ,detekcné”
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oligonukleotidy ktoré po 3Specifickom naviazani amplikdnov (a vymyti nespecificky naviazanych
amplikénov) vyvolaju naslednd kolorimetrickd reakciu in situ (dot alebo slot hybridizacia). Tento
systém je robustny a stale sa pouZiva napriklad na detekciu mutacii pri cystickej fibréze alebo pri HLA
typizacii. Hybridizaciu oligonukleotidov je vSak moiné zaznamenavat aj v redlnom case (dynamic
allele specific hybridization — DASH) a sledovat dynamiku hybridizacie optickymi senzormi alebo
fluorescenéne ¢o umoznuje paralelnd detekciu cielovych sekvencii. Rozsireniu tychto variant vSak

doteraz brani ich vysoka cena.

5.12 DNA CIPY

Metdda alelovo Specifickej hybridizaciie sa zacala vyrazne rozvijat vdaka novej technoldgii tzv.
DNA cipov (DNA chips/DNA arrays). DNA Cipy predstavuju v podstate ,,miniatirnu” verziu pévodne;j
metddy dvojdimenziondlnej alelovo Specifickej hybridizacie, kedy dochadza ku fixacii bud
vySetrovanej DNA, alebo detekénych oligonukleotidovych primerov na podloZie aku detekcii
Specifického signalu pomocou fluorescencie. Inkubacnej (hybridiza¢nej) faze zvyéajne podla potreby
predchdadza amplifikdcia testovanej ciefovej DNA pomocou PCR. Hustota oligonukleotidovej matice
(Cipu) a jej informacna kapacita je limitovana priestorovym rozlisenim, v akom mézu byt jednotlivé
oligonukleotidové sekvencie na cipe imobilizované, syntetizované a predovsetkym na koniec
detegované po hybridizacii. Rozhodujlca je ¢asto aj kapacita predchadzajucej reakcie PCR. Ukazuje

sa, ze pre DNA Cipové metddy je nevyhnutné optimalizovat a standardizovat metddy izolacie DNA.

Hlavnou vyhodou (ale sucasne aj nevyhodou) DNA cipov je miniaturizacia celého detekéného
systému. VySetrovana DNA alebo primery si zvyfajne naviazané na sklo, plast alebo silikbnové
podloZie (priamou adhéziou alebo kovalentnou vazbou prostrednictvom vazobnych medzi¢lankov)
a na odcitanie fluorescencie su pouzivané Specialne pristroje (,,¢itacky”). Na dosiahnutie priestorovej
citlivej detekcie intenzity emitovanej fluorescencie sa pouZiva Specidlny laserovy skener
(epifluorescence confocal scanning microscopy). Nevyhnutné je tieZ pouZitie Specidlneho softwaru
a systému spracovania obrazu. Primery mdzZu byt naviazané tak zo svojej 3’- strany, ako aj z5'-
strany. Mechanicky pripravené DNA Cipy (pomocou pristroja spotter) maju jednotkovud velkost okolo
200mikrénov a su skenované citackami s rozliSenim 5-20 mikrénov. Zvycajne je takymto sp6ésobom
dosiahnutych priblizne 10 — 15 tisic diagnostickych jednotiek na mikroskopické sklicko. Firma
Affymetrix vSak dosahuje priblizne dvojnasobné rozliSenie vdaka patentovanej technoldgii
fotochemickej syntézy oligonukleotidovych primerov in situ (fotolitografie). Napriek tomu DNA
Cipové technoldgie maju zatial pomerne malu senzitivitu, a preto dosiahli hlavne vyuZitie v oblasti

génovych expresii. Na DNA diagnostiku zatial' nedosiahli potrebnd spolahlivost, rovnako ak aj pre tzv.
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resequencing, metddu DNA Cipom sprostredkovanej (re-)sekvenacie mensich génov, kedy su v sérii
na DNA Cipe naviazané Specifické primery pre kazdy nukleotid jeho kddujucej sekvencie.

Meta-analyzy doteraz publikovanych prac nepreukdzali vysSiu efektivitu pri skenovani
nezndmych mutdcii. Hlavnym problémom je nastavenie optimadlnej citlivosti a teploty ,vymytia“
neSpecificky naviazanych segmentov vysSetrovanej DNA vtak malom priestore avtak vysoko
paralelnom prevedeni. Stale viac sa totiZ ukazuje, Ze samotnd hybridizacia nie je optimalnou
metddou na vyuZitie viazanej DNA na detekciu mutacii. Z tohto dévodu sa pracuje na vyvoji DNA
Cipov, ktoré vdruhej faze detekcie bude citlivost zvysend napriklad pomocou metddy primer
extension alebo Specifickej ligdcie. U mechanicky pripravovanych DNA Cipov nie je problémom
ukotvenie oligonukleotidu za jeho 5’-koniec ¢im sa uvolni jeho 3’-koniec reakciou ,primer extension®.
To vsak nie je mozné u fotochemickej metdédy firmy Affymetrix, kde su oligonukleotidy ukotvené za
svoj 3’-koniec. Tato ,nepriaznivd orientacia” nebrdani Specifickej ligacii, ale metddy zaloZzené na
Lprimer extension” su preto neaplikovatelné. Tento problém je vSak mozZno obist tym, Ze reakcia
»primer extension” sa uskuto¢ni najskér vroztoku aaZz potom su primery Specificky naviazané
prostrednictvom komplementarnej sekvencie na ,,ukotvené” segmenty na DNA Cipe.

Na podobnom principe pracuje tzv. technoldgia liquichip, pri ktorej detekcia zmien sekvencie
prebieha za pomoci oligonukleotidu viazaného na magnetické guldcky. Tieto gulocky potom mozu
byt rozdelené na principe metddy separacie FACS (fluorescence activated cell sorting) na pristrojoch
rady Luminex. Pokial sa pouzije aZ 96 odliSnych markerov pre Specificky znacené gul6cky, je mozné
dosiahnut vysoko paralelnych a pritom spolahlivych vysetreni na DNA diagnostiku.

Metéddy DNA ¢Cipov sa neustale arychlo vyvijaju aspresfuju. Existuje mnoho subeZne
vyvijanych systémov, pricom nie je jasné, ktory z nich dosiahne Sirokého diagnostického pouZitia
a bude cenovo prijatelny (podobne ako ked' v 80-tych rokoch minulého storocia spolu sutazili rozne
systémy na zdznam videosignalu alebo teraz vyuzivané vysokokapacitnych diskov DVD). Rozhodujuce
je tiez, do akej miery podjde o otvorené systémy, ktoré si zdkaznik bude méct sdm operativne

prispbsobit pre svoje aktualne potreby (¢o v sic¢asnej dobe nie je vidy mozné).

5.13 HMOTNOSTNA SPEKTROMETRIA

Hmotnostna spektrometria (MS) je dalsi separacny a detekény systém. Zavedenie Setrnych
ionizacnych technik, napriklad elektrosprej alebo MALDI (,matrix-assisted laser desorption
ionization“), umoznilo aplikovat MS na analyzu vacSich biomolekul — DNA. Velmi perspektivna je tzv.
metdéda MALDI-TOF (,matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight”), ktora sa

v ostatnych rokoch stala podobne ako DNA ¢ipy dalSou najviac rozvijanou metddou predovsetkym na
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SNP typizdciu. V sucasnosti sa najviac pouziva systém TOF v spojeni s MS vdaka svojej robustnosti
a presnosti odcitavania. To znamena, Ze jednotlivé nukleotidy (A, T, C, G) su rozliSené po ionizacii na
zéklade svojej ,dizky letu” (to znamend, nepriamo na zaklade svojej molekulovej hmotnosti)
vinertnom priestore. Unikatna kombindcia MS-TOF s citlivou metdédou vysetrenia SNP pomocou
»primer extension” umoznuje velmi rychlu, kvantitativnu a priamu detekciu SNP polymorfizmov (a
daldich mutacii). Je nevyhnutné pouzit komplexny softvér a bioinformatické protokoly pri hodnoteni
dosiahnutych vysledkov. Metéda MALDI-TOF bola pouZitda na stanovenie SNP polymorfizmov
asociovanych s multifaktoridlnymi ochoreniami ako aj vo farmakogenomike. Je velmi vhodna na
celogénové analyzy desiatok tisic markerov alebo na identifikdciu mutovanych variantov
bakteridlnych alebo virusovych patogénov. MALDI-TOF méZe byt pouZivana aj na detekciu doteraz
neznamych mutdcii, sekvendcii, analyzu metylacie DNA a studium génovej expresie. Rozsireniu tejto

metddy brania vysoké ndklady.

5.14 METODY NA SLEDOVANIE METYLACIi DNA

.....

pripadov nachddza vramci tzv. CpG dinukleotidov. DNA diagnostika na vySetrenie abnormalnej
metylacie DNA sa zaobera epigenetickymi poruchami imprintingu, inaktivaciou chromozému X
a v niektorych pripadoch aj onkogenézou. Metédy detekcie abnormalnej metylacie zahfnaju
diferenciadlne restrik¢né Stiepenie pomocou enzymov citlivych na metylaciu cytozinu, diferencidlne
Stiepenie pomocou Specidlnych chemickych zlicenin (napr. hydrazinu, kedy 5-metylcytozin je odolny
jeho posobeniu v rdmci Specialne upravenej sekvenacnej reakcii) a diferencidlnu reaktivitu bisulfatu
sodného, ktory deaminuje nativny, ale nie metylovany cytozin. Ostatny pristup je najrozsirenejsi
v podobe PCR zdvislej na metylacii cytozinu, ktory sa pouZiva na detekciu poruch génového
imprintingu. Existuju uZ aj metddy na kvantifikiciu metylovanej DNA na principe metdédy PCR

v realnom case.
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6 TYPY STUDIi VYUZIVANYCH V ONKOLOGII

Dizajn Studie a jej volba je velmi komplexna problematika. Dizajn je ovplyvneny predovsetkym cielom
studie (Co by chcel zadavatel $tudie dokazat), klinickymi aspektmi (akym parametrom je mozné
splnené ciele Studie sledovat) a Statistickymi aspektmi. Skér ako zacneme pracovat na studii je
nevyhnutné aby boli splnené nasledovné poziadavky:

PolozZit si spravnu otazku aky je ciel studie.

Zvolit spravny dizajn stadie, vyber spravnych metdd a néstrojov.

Vyber studovanej populacie.

Volba miesta, prostredia.

Casovy plan studie.

Zdroj financovania a podpory.

N o ok~ w N

Analyza a interpretacia Udajov, publikacia.

Tabulka 4 prehlad typov studii 1

Klinicka experimentalna Studia (Studie s terapeutickou intervenciou)

Studie s kontrolou | Paralelnd (subezna) kontrola | Randomizovand (paralelnd) klinicka stadia
Nerandomizovana klinicka (paralelna) studia
Sekvencna kontrola Self-controlled design
Cross-over design
Externa alebo historicka kontrola (nebezpecenstvo , bias”)
Studie bez kontroly
Observacné studie (Studie bez terapeutickej intervencie)
Case-series (deskriptivne) studie
Case-control $tudie (retrospektivne — ,,Co sa stalo?*)
Cross sectional $tudie (prevalencia — ,,€o sa deje?”)
Kohortova studia (prospektivna —,,€o sa stane?*)
Historicka kohortova Studia

6.1 KLINICKA STUDIA

Klinickd Studia (experimentdlna Studia v humdannej medicine) je charakterizovand intervenciou, to
znamena terapiou s pouZitim lieciv, alebo pouZitim iného terapeutického postupu (napr.

rehabilitacia).

Typické delenie klinickych studii je delenie na Studie s kontrolou a Studie bez kontroly.
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6.1.1 STUDIE S KONTROLOU

Studie s kontrolou musia mat aspori dve ramena (experimentdlne a kontrolné). Standardom v
klinickom vyskume je randomizovand klinicka Studia s aspon jednym experimentalnym ramenom a
aspon jednym kontrolnym ramenom, kedy liecba v obidvoch ramenach prebieha paralelne (subezne).
VSeobecne sa neodporuca pouzitie tzv. historickej kontroly (to znamena kontroly z inej Studie) kvoli
velmi pravdepodobnému bias (vychylke, rozdielom medzi skimanymi populdciami a vyberom).

Jedinou moznost, ako bias obmedzit je randomizacia.
RANDOMIZACIA

Randomizacia znamena nahodné rozdelenie vyberu z jednej populacie do dvoch (alebo viac) ramien,
to znamena ndhodné rozdelenie os6b do kontrolnej a experimentdlnej skupiny. V pripade
randomizacie je kazda disproporcia medzi ramenami (bias) len ndhodna a kazdé rameno by malo mat

vyvaZené zastUpenie pohlavi, veku, stadia ochorenia a dalsich i nesledovanych rusivych faktorov.

RANDOMIZOVANA KLINICKA STUDIA
Randomizovana s$tudia mbze byt
e otvorend (pacient aj lekar vie do ktorého ramene studie je randomizovany, tj. aka liecba je
pouzita),
e jednoducho zaslepena (pacient nevie, ako je randomizovany lieceny, ale jeho oSetrujuci lekar
ano),
e dvojito zaslepena (nevie to pacient ani lekar) alebo
e trojito zaslepena (nevie to ani Statistik, ktory Studiu vyhodnocuje, ten pozna iba udaj o
randomizacii typu A alebo B).
Randomizovana klinicka studia je charakterizovand tym, Ze liecba v obidvoch ramendch

prebieha paralelne a kaZzdy pacient je lie¢eny iba jednou z randomizovanych terapii.

SKRIZENA STUDIA (CROSS-OVER DESIGN)

Casto pouzivany je tzv. skrizeny (cross-over) dizajn, kedy pacient v randomizovanom poradi dostane
postupne obe terapie. Cross-over dizajn je velmi vyhodny pretoze umozniuje posudit individualnu
odpoved kazdého pacienta na obe lieCby a porovnat efekt v prvej a druhej peridde, to znamena
posudit ako sa efekt liecby meni s ¢asom. Napriek vyhodnosti sa cross-over dizajn nepouziva ¢asto,

nakolko poufZitie tohto dizajnu je spojené s problémami, ktoré obmedzuju jeho pouzitelnost:

e Pacient mdze byt po prvej periéde uz , vylieCeny” a potom by druhd periéda nebola

zmysluplna (¢i etickd). Optimalne je, aby bol pacient na zaciatku kaZzdej z periddy v priblizne

67



rovnakom stave. To je mozné zarucit u farmakokinetickych $tudii pri pomerne dlhej wash-out
peridde na vylucenie ucinnej latky z organizmu.

Eticky dovod - mbze sa jednat o vaznu diagndzu a pacientovi, ktory je zjavne responder na
terapiu v prvej peridéde, by bolo neetické ju vysadit a zmenit na terapiu druhej periddy.

Prilis dlhy carry-over efekt (prenos liecebného efektu prvej peridédy aj po vysadeni liecby az

do druhej periddy) — efekt prvého lieciva by sa miesal s efektom lieCiva v druhej peridde.

Vyhody a nevyhody skrizenej Studie

porovnanie Ucinku na tych istych osobdch je presnejsi

vyZzaduje mensi pocet respondentov

je mozné Studovat len kratkodobé ucinky lieciv, Stadie su vhodné iba na $tudium
chronickych stabilnych ochoreni

odstupenie pacientov zo Studie znizuje kvalitu Studie

moznost neZiaduceho prenesenia Ucinku liediva z 1. fazy do 2. fazy studie

poradie podania lie¢iv mbze ovplyvnit ich G¢inok

REALIZACIA KLINICKYCH STUDII

Klinické Studie, ktorych zamerom je testovanie novych lieciv, sa realizuju ako dvojito zaslepené,

placebom kontrolovanymi pokusmi. Dvojito zaslepeny pokus zabrafuje skresleniu vysledkov zo

strany meraného subjektu (pacienta) aj zo strany meratela (lekdra). Placebo je neucinna latka,

rovnakého tvaru, farby a chuti ako skdsané lie€ivo. V pripadoch, kedy nie je mozné placebo pouzit,

porovnavame ucinky nového lieciva oproti Standardne pouzivanému lieCivu.

FAZY KLINICKEJ STUDIE

Po predklinickych skiskach v laboratériu nasleduje:

1.

Prvé podanie latky [udskym subjektom - stanovenie vhodnej velkosti davky nového lieciva,
znasanlivosti a zakladnych udajov pre farmakokinetiku.

Zistenie terapeutickej Ucinnosti lie€iva, overenie vhodnosti zvaZovanych indikacii. Registracia
vyskytu pripadnych neZiaducich ucinkov.

Faza potvrdzujica ucéinnost a bezpelnost lieCiva — s velkym poctom pacientov, ¢asto
medzinarodny charakter Studie. Hodnotenie je porovnavacie, bud s placebom, alebo
Standardne pouzivanym lieCivom. Faza je podkladom na registraciu nového lieciva.
Sledovanie lieciva pri pouzivani v Sirokej klinické praxi vratane neziaducich tcinkov.

Overovanie ucinku v dalSich mensich studiach (¢asto marketingového charakteru).
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6.1.2 STUDIE BEZ KONTROLY

Su to studie, kde napriklad chceme dokazat, Ze terapeuticka odpoved nastane u vaésieho percenta
pripadov, ako je dopredu definované percento (napr. 60%). alebo chceme dokazat, ze percento
neziaducich ucinkov je mensie ako nejaké dopredu stanovené percento. Mysli sa tym vSak Statisticky

vyznamne;jsi (vacsi, ¢i mensi)!

6.2 STUDIE BEZ INTERVENCIE

Su to Studie bez akychkolvek terapeutickych postupov, uplatiuju sa tu vSak diagnostické postupy
napr. biopsie.
Tri zakladné dizajny tychto studii:

1. case-control studia (slovensky termin ,, pripad-kontrola“),

2. kohortova Studia,

3. prierezova Studia (cross-sectional).

Case-control dizajn porovnava dve populdcie na zaklade vyberu z kazdej z nich a to pripady (pacienti
= cases) a kontroly (porovnéavacia skupinu). Obidva vybery by mali byt vyvazené z hladiska veku ¢i
zastUpenia pohlavi. Aj tak ale mdze byt medzi vybermi bias, ktory nesuvisi s tym, kto patri medzi
pripady a kto medzi kontroly. V case-control $tudidch nés zaujima otazka: ,Co viedlo k tomu, e sa u
niekoho vyvinula urcita diagnéza?” Tento dizajn patri medzi retrospektivne, pouziva sa hlavne pri
zistovani pricin choroby, rizikovych faktorov a tiez pri evaluacii (hodnoteni) diagnostickych postupov.
Retrospektivna studia (tiez studie pripadov a kontrol).V tomto type studii sa testuje hypotéza o
moznej pri¢ine ochorenia (vychddzame od ochorenia a ideme naspét k pri¢ine ochorenia). Vytvorime
dva subory - sibor 0s6b s ochorenim a stbor oséb bez ochorenia, teda subor kontrolny. V obidvoch
stboroch zistujeme (napr. z dokumentacie) podiel os6b, ktoré prisli do styku s danym rizikovym
faktorom. Je doleZité spravne vytvorenie kontrolného siboru.

Kontrolny stbor je stibor osdb bez ochorenia, a mal by byt vyberom z rovnakej populécie, ako stibor
sledovany. Ak tvoria sledovany subor pacienti danej nemocnice, vyberame velmi casto do
kontrolného suboru pacientov z tej istej nemocnice, ale s inou diagnézou. Dovod: ak je sledovany
subor skresleny oproti zakladnej populacii (kvalitou byvania, typom zamestnania atd.), bude rovnako
skresleny tiez subor kontrolny.

Metdéda parového vyvazovania (matching) je spbsob ako dosiahnut vzajomnu porovnatelnost

sledovaného a kontrolného suboru. Ku kazdej osobe zo sledovaného suboru hladdme kontrolu s
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rovnakymi znakmi (to znamena pohlavim, vekom, zamestnanim, atd’.) PouZiva sa vtedy, ak je rozsah
zakladnej populdcie velky a vybery si malé.
Vyhody a nevyhody retrospektivnej studie:
. metdda je lepsie technicky uskutocnitelna a vystaci s mensim rozsahom siborov,
. potrebné Gdaje nemusia byt v dokumentacii k dispozicii,
Priklady retrospektivnych studii:
e v slbore oséb s karcinomom plic a bez karcindmu zistujeme fajcenie a pritomnost dalsich
rizikovych faktorov;
e Studium vztahu medzi vyvojovymi poruchami u novorodencov a medikaciou matiek

v priebehu tehotenstva.

PROSPEKTIVNA (KOHORTOVA) STUDIA

Na zaciatku mdme vyber z jednej populacie, u Ziadnej z osOb zatial nebola diagnostikované
ochorenie, ktorého vyskyt sledujeme. Vytvorime dva subory: subor oséb so sledovanym rizikovym
faktorom a subor osbb bez rizikového faktoru. Obidva subory sledujeme v ¢ase a zistujeme, kolko
0s6b ochorelo. Casovy horizont, ktorého sa tyka tato otdzka, moze byt velmi dlhy, aj niekolko
desiatok rokov. Kohortova sStudia sa pouZiva na zistenie pricin ochorenia a najdenie prognostickych
(rizikovych) faktorov vzniku ochorenia.

Vyhody a nevyhody prospektivnej studie:

e Studia umoznuje postupovat od priciny k dosledku

e umozriuje planovat a stanovit pevné kritéria

e znacné naroky na ¢as a prostriedky

e strata osOb z evidencie pri dlhSie trvajucom sledovani

e zmena zvykov a chovania sledovanych oséb
Priklady prospektivnych studif

1. prenatdlne rizika a atopie v detskom veku. Studia zavislosti vyskytu astmy a atopie u deti s:
e atopiou v anamnéze matky
e fajcenim matky
e poctom pérodov matky
e konzumaciou antioxidantov (napr. vitaminu E) v tehotenstve.
2. Sledovanie vztahu medzi typom zamestnania a vyvojom varixov.

3. Sledovanie vztahu medzi fajéenim a vyskytom rakoviny pltc
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PRIEREZOVA (CROSS-SECTIONAL) STUDIA

Tato $tudia na zéklade vyberu z populacie odpovedd na otazku: “Co sa deje prave teraz?“ Napr. akd je
prave teraz incidencia a prevalencia nejakého ochorenia? Casto nds tie7 zaujima zastupenie $tadii a
foriem ochorenia v populdcii v suvislosti s danym ochorenim. V fubovolnom okamziku uskutoénime
nahodny vyber zo zakladnej populacie — to ndm umozni urobit odhady o podiele chorych oséb a
poctu 0s6b s rizikovym faktorom. Prierezové Setrenie mozeme uskutocénit na studii prospektivnej aj
retrospektivnej. Prikladom prierezovej Studie je napr. Studia MONICA, epidemiologickd Studia
zamarena na kardiovaskularne ochorenia (prebiehala v 21 krajindch Eurdpy). V priebehu 10-tich
rokov bol vo vsetkych prierezovych Setreniach zistovany vyskyt kardiovaskularnych rizikovych
faktorov (fajcenie, DM, vysoky TK, zvySené triacylglyceroly, porucha metabolizmu lipidov) a iGmrtnost
na srdcové a cievne ochorenia. V kazdom prierezovom Setreni bolo vySetrenych okolo 30 000 muZov

a 30 000 zien vo veku 35-64 rokov.
LONGITUDINALNA STUDIA

Longitudindlna Studia je oznacenie pre sStudie, v ktorych su rovnaki respondenti skimani, merani
alebo anketovani opakovane v niekolkych c¢asovych obdobiach — spravidla niekolko rokov alebo
niekolko desiatok rokov. Studie byvaju vaciinou realizované prospektivne. Typickym rysom je

prevedenie opakovanych merani na rovnakych jedincoch.

MULTICENTRICKA STUDIA je $tudia, ktord prebieha vo viacerych centrach (napr. na klinikach

réznych nemocnic).

6.3 CHYBY V STUDIACH

Vyberova chyba (sampling error) vznikd v doésledku toho, Ze neuskutocnujeme Uuplné
sledovanie, ale skimame iba vyber, teda ¢ast cielovej populacie.

K nevyberovej chybe (non-sampling error) dochadza v priebehu procesu merania, zistovania
a spracovania Udajov zapri¢inenej pristrojmi, vyskumnikom aj respondentom. Méze byt désledkom
neuplnosti odpovedi, chybami merania alebo straty uz ziskanych informdcii.

Podla povahy rozliSujeme nahodné chyby (random errors), ktoré vznikaju nepozornostou
respondenta a pytajuceho sa a prindsaju tak nadhodnotenie, ako aj podhodnotenie spravnej hodnoty
znaku a systematické chyby (systematic errors), ktoré su naopak vysledkom zle formulovanej otazky
alebo meranim nespravne nastavenym pristrojom a pdsobi vo vztahu k spravnej hodnote vidy len

jednym smerom.
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Za formalne chyby v Udajoch sa povazuju také chyby, kedy napr. nefajéiar odpovedd na otdzku kolko

vyfajci cigariet, alebo ide o zle formulovanu alebo nejednoznaénu otazku.
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7 ZAKLADNE STATISTICKE UKAZOVATELE POUZiVANE PRI INTERPRETACII VYSLEDKOV

7.1 P-HODNOTA

p-hodnota je dand arbitrarne (konvenciou) a je vyjadrenim sily dokazu, Ze nulova hypotéza, ktora
hovori, Ze rozdiel v sledovanych parametroch v populacii je nula, je nepravdiva. To znamena, Ze p-
hodnota je vyjadrenim sily dokazu proti nulovej hypotéze. Cim je p-hodnota mensia, tym je silnejsi
dokaz, Ze nulova hypotéza je nepravdiva (teda rozdiel existuje).
Ak p = 0,05 znamena to 5 % riziko faloSnej pozitivity (teda zistenie, Ze rozdiel existuje (nulova
hypotéza je nepravdiva), napriek tomu, Ze neexistuje).
Ak p = 0,01 znamend to 1% riziko falosSnej pozitivity (teda zistenie, Ze rozdiel existuje (nulova
hypotéza je nepravdivad), napriek tomu, Ze neexistuje).
Konvencéne dohodnutd moznost pochybenia I. typu je menej ako 5 %, t. j. p < 0,05.
Je potrebné si uvedomit, Ze:
a. Potencidlne medicinsky doleZité pozorované rozdiely v malych Studiach, kde p-hodnota je
vyssia ako 0,05, s uzatvarané ako Statisticky nesignifikantné a nie je im venovana pozornost.
Avsak, nemusi to byt vZdy pravda.
b. Vsetky Statisticky signifikantné nalezy su povaZované za vysledok skutocného liecebného
efektu, avsak pri p-hodnote 0,05 je v priemere v 1 z 20 pripadov platna nulova hypotéza.
c. VSetky Statisticky signifikantné nalezy su povazované za medicinsky doleZité, avsak ak
budeme mat dostato¢ne velky stbor, bude mozné detegovat aj extrémne maly, Statisticky

signifikantny rozdiel v sledovanej populdcii.

7.2 INTERVAL SPOLAHLIVOSTI

Okrem p-hodnoty je potrebné si vsimat vidy aj interval spolahlivosti (confidence interval). Maly
rozdiel nemusi byt klinicky signifikantny, a tak plati, Ze Statisticka signifikancia neznamena vidy aj
klinickd signifikanciu. Tiez plati, Ze v malych studiach, nemusi velkd p-hodnota znamenat, Zze nulova
hypotéza je platna. Takéto Studie nemaju dostatocnu silu, aby preukazali Statisticky signifikantny

rozdiel. Absencia dokazu vSak neznamena dokaz absencie.
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7.3 SILATESTU

Sila testu (power) (sila testu = 1-R) je to schopnost testu odhalit rozdiel (napr. medzi standardnou a
experimentalnou liecbou), ak tento rozdiel naozaj existuje. Je to schopnost spravne rozoznat, ze
nulova hypotéza je nepravdiva. Cim je stbor vaé$i tym sa sila testu zvy3uje. V klinickych $tudiach sa
jej hodnota pohybuje v rozpati 80 — 90 %. Napriklad sila Studie 85 % znamena Ze existuje 85% Sanca,
Ze Studia zisti Statisticky signifikantny rozdiel medzi experimentalnou a Standardnou lie¢bou, ak tento
rozdiel skutoéne existuje. Jej vyznam spociva v tom, Ze ak mame mald $tudiu s nizkym poctom
pacientov a vysledok tejto Studie je ,nesignifikantny”, t.j., Ze sa nenasiel Statisticky vyznamny rozdiel
medzi experimentalnou a Standardnou liecbou, nemusi to znamenat, Ze tento rozdiel tam nie je. Sila
studie bola jednoducho nedostatocna na to, aby existujuci rozdiel odhalila. ZvySenim poctu pacientov
sa zvysi sila Studie, a teda aj pravdepodobnost, Ze ak existuje rozdiel medzi efektivitou skiimanych
lieCebnych postupov, tak Studia ho odhali. Tiez z tohto dovodu rézne subanalyzy suboru uskutocnené
pri vyhodnocovani Studie nemaju vacsinou dostatocnud silu na zistenie existujuceho rozdielu. aj z
tohto dovodu su vysledky post hoc (potom) subanalyz len hypotézy generujice. Napriklad pri
vyhodnocovani Studie skimajucej efektivity adjuvantnej chemoterapie podla schémy FAC (5-FU,
doxorubicin a cyklofosfamid) sa na konci uskuto¢ni subanalyza u pacientok nad 70 rokov. KedZe
tychto pacientok bolo mdlo zaradenych do Studie, nepozorujeme signifikantny vplyv chemoterapie
na ich prezivanie. Vzhfadom na nizky pocet pacientov nevieme povedat, ¢i je to prejav nedostatocnej

efektivity chemoterapie, alebo je to sp6sobené nedostatocnou silou testu.

7.4 INTERVAL SPOLAHLIVOSTI

Interval spolahlivosti (confidence interval, Cl) hovori s urlitou pravdepodobnostou, ze urdity
parameter lezi medzi dvoma limitmi. 95 % Cl hovori, Ze s 95 % pravdepodobnostou sa dana hodnota
nachddza v uvedenom intervale. Obdobne 90 % Cl hovori, Ze s 90 % pravdepodobnostou sa dana

hodnota nachadza v uvedenom intervale.

7.5 RELATIVNE (POMERNE) RIZIKO (RELATIVE RISK, RISK RATIO, RR)

Kazda zo studii overuje urcitd hypotézu. Pri Studiu pric¢in ochoreni overujeme hypotézu, ¢i pocet
jednotlivcov v jednej skupine voci druhej nie je vacsi v porovnani s poc¢tom, ktory by bolo mozné
ocakavat, keby tieto dve udalosti nemali stvis. Inymi slovami, ak by sme v niektorom navrhu studie
pric¢iny ochorenia zistili, Ze v oboch skupinach je rovnaky pocet jedincov, potom by sme to povazovali

za stav, kedy sa nevyskytol vplyv nami sledovaného faktoru.
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RR je teda pomerom rizik v jednotlivych lie¢ebnych ramenéch. Ako priklad mézeme sledovat aky je
pomer rizika vzniku kolorektdlneho karcindmu v experimentdlnom ramene, teda v ramene, kde
pacienti dostdvali kapecitabin a rizika vzniku kolorektalneho karcindmu v kontrolnom ramene, kde
pacienti dostavali placebo. (EER = miera udalosti experimentalnej liecby, CER = miera udalosti
kontrolnej lie¢by). Udalostou v nasom pripade je teda vznik kolorektalneho karcindmu. RR = EER/CER
V nasom pripade RR = 0,35/0,4 = 0,875. Ak je Cislo mensie ako jedna, to znamena Ze riziko v
experimentdlnom ramene je nizsie ako v ramene kontrolnom (avsak v Citateli musi byt samozrejme

EER).

7.6 ODDS RATIO, OR

Odds ratio, OR — pomer pravdepodobnosti (Sance) — je to podiel frekvencie, s ktorou sa dany jav
vyskytuje k frekvencii s ktorou sa nevyskytuje.Namiesto pravdepodobnosti méZzeme teda pouZit aj
ind mieru - $ancu (odds). Sanca je podiel poétu vietkych vysledkov priaznivych pre tento jav a poétu
vsetkych nepriaznivych (pravdepodobnost je pocet priaznivych voci vsetkym moznym vysledkom).
Pravdepodobnost javu sa pohybuje medzi nulou a jednotkou. Sanca sa pohybuje medzi nulou a
nekonec¢nom, pri ¢om, ak je Sanca vacsia ako nula, sa jav skor uskutocni. Pokial je Sanca javu mensia
ako jedna, potom sa jav skor neuskutocni. Rovnako, ako pri relativnom riziku aj v tomto pripade
hovorime o odhade jeho hodnoty, vzhladom na to, Ze pracujeme z idajmi z vyberového suboru a nie
z celej populadcie. Napriek tomu, sa v urcitych pripadoch dava prednost vypoctu RR pred OR.

Uvedme si niekolko pripadov, kedy je vyhodné tuto prednost uplatnit:

° pomer Sanci mozZe vidy nadobudat hodnotu medzi nulou a nekonecnom, o relativne riziko
nemoze;
° pomer Sanci ma tiez vlastnost symetrie, t.j. ked vymenite medzi sebou stlpce, potom bude

vysledkom recipro¢na hodnota pomeru Sanci. To vSak v Ziadnom pripade neplati o relativnom
riziku. Je to velkou vyhodou najma pri interpretdcii vysledkov. Ako nahle v retrospektivnych
(kontrolovanych) stadiach sami uréujeme, kto bude tvorit kontrolnd skupinu a tym aj velkosti
skupin, nie sme opravneni usudzovat, Ze ziskané pomery st odhadom rizika. Sme opravneni
sa domnievat, Ze pomery S$anci zodpovedaju relativnemu riziku. Inymi slovami, v
prospektivnych Studidch pouZzivame ako mieru asociacie RR, v retrospektivnych studiach
pouzivame OR vyhradne ako mieru vztahu pri¢iny a efektu.

° pri praci so sprievodnymi parametrami, pouZivajuc logistickl regresiu, tato poskytuje

vysledky vo forme pomeru Sanci.

Na predchadzajucom priklade je to pomer ,Sance” (odds) objavenia sa verzus neobjavenia sa

kolorektdlneho karcindmu v jednom verzus v druhom liecebnom ramene
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OR = (b/d)/(a/c)

OR =(35/65)/(40/60) = 0,54/0,66 = 0,82

V pripade, Ze sa OR rovnad jednej, tak su ,Sance” v oboch ramendch rovnaké.

OR je vidy viac vzdialené od hodnoty 1, ako RR, teda ak RR > 1, potom OR > RR a ak RR < 1, potom OR
< RR. V pripade zriedkavo sa vyskytujucich udalosti je OR priblizne rovnaké s RR. V pripade, Ze sa
udalost vyskytuje pomerne ¢asto, m6zu byt analyzy zalozené na vypocte RR postihnuté chybami
vypoctu, ale tieto nevznikaju pri vypoctoch OR. V pripade OR su zavery rovnaké, ¢i berieme do Uvahy
udalost ako vyskyt alebo absenciu udalosti. OR sa uddvaju preferenéne v Studiach typu ,case-
control”.

V praxi sa v publikdcidch mézeme stretnut este s nasledujucimi terminmi:

Hazard function — v praxi je odhadnuty ako proporcia pacientov, u ktorych nastane udalost (zomrdq,
maju rekurenciu a pod.) v urc¢itom ¢asovom intervale k poctu pacientov, ktori preZiju c¢as t bez vzniku
tejto udalosti.

H (t) = pocet zomrelych za ¢asovu jednotku v intervale/pocet prezivajucich ¢as t.

Hazard ratio, HR — meria relativny efekt lieCby, je to vlastne miera zlyhania (failure rate) nejakej
liecby.

HR = miera zlyhania novej lie¢by/miera zlyhania Standardnej lie¢by. Ak HR < 1 preferuje novu liecbu.
Ak HR > 1 preferuje Standardnu lieCbu. Ak HR = 1 medzi lieCbami nie je rozdiel.

Napriklad HR 0,875 znamend, Ze miera udalosti je v experimentdlnom ramene je 0 12,5 % nizsia (1 —
HR) * 100 %, teda (1 — 0,875) * 100 % v porovnani so Standardnou lie¢bou. Rozdiel (1 — HR) je

zaroven i relativhou redukciou rizika.

7.7 STATISTICKE OPERACIE POUZIVANE PRI ANALYZACH S ROzZNOU DLZKOU
SLEDOVANIA PACIENTOV

Zjednodusene povedané, pacienti, u ktorych pocas sledovania nenastala hodnotena udalost,
su ,,cenzorovani“ k datumu poslednej kontroly a neberd sa do Uvahy pri hodnoteni za tymto ¢asom.
Teda za ¢asom poslednej kontroly nevieme, ¢i udalost nastala. Napriklad, analyza vysledkov studie je
uskutocnena k uréitému datumu. Pacient, ktory bol zaradeny do tejto Studie pred 6 mesiacmi, ale
stale Zije, je cenzorovany k datumu analyzy a teda jeho Udaje o preZivani sa uplatfiuju len pocas
prvych 6 mesiacov krivky prezivania. Na nasledny tvar tejto krivky, napriklad v ¢ase 8 mesiacov a viac,

preZivanie tohto pacienta nema vplyv.
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Celkové prezivanie (overal survival — OS) — do analyzy su zahrnuti vSetci pacienti v subore. Udava sa
najcastejsie od zaciatku lie¢by a trva do datumu umrtia pacienta z akejkolvek priciny alebo poslednej
kontroly. Smrt z akejkolvek pri¢iny sa povazuje za udalost.

Pacienti, ktori Ziju su cenzorovani od datumu poslednej kontroly. Pacienti, ktori sa stratili zo
sledovania su tiez cenzorovani. KedZe u tychto pacientov ide o takzvany neinformativny cenzor, malo
by ich byt pri analyze ¢o najmenej, resp. vidy by sme sa mali snaZit zistit, ¢o sa stalo s takymto
pacientom. Ak je takychto pacientov vela, mdzZu skreslit vysledky stadie, preto sa v $tudiach toleruje
strata sledovania vacSinou do 10 — 15 %. Podla ACP Journal and Evidence-Based Medicine Maximalna
tolerovatelna strata zo sledovania je 20 %.

Toto plati pre akukolvek ¢asovu udalost — TTF (Cas do zlyhania lieby), DFS (preZivanie bez
choroby) a pod. Celkové preZivanie udava Sancu prezit urcity casovy Usek pre skupinu pacientov.
PrezZitie sa Casto uddva vo forme medianu. Median celkového prezZivania uddva casovy usek, ktory
preziva polovica pacientov v subore. Median prezitia 14 mesiacov znamen3, Ze polovica pacientov
Zije menej ako 14 mesiacov a polovica pacientov preZiva viac ako 14 mesiacov. Ak v subore preZiva
viac ako polovica pacientov, tak nie je mozné udat medidn preZitia. NajcastejSou pric¢inou je bud’
kratke sledovanie alebo u kurativnych malignit (lymféomy, adjuvantna liecba) vysoké percento
vylie€enych pacientov. V tom pripade je vhodnejsie uviest prezivanie za uréity ¢asovy Usek a zaroven
uviest median sledovania suboru. Pri medidne sledovania 15 mesiacov je 1-ro¢né prezivanie 80 %. To
znamena to, Ze 80 % pacientov v sibore preZiva viac ako 1 rok.

KedZe celkové preZivanie sa hodnoti od zaciatku lie¢by do smrti pacienta, podiela sa na jeho
vyslednej dizke nielen sledovand lie¢ba, ale i nasledné lie¢by (dalsie linie), ako aj smrt z inych pricin.
Preto, ak je vyznamny rozdiel medzi ¢asom do progresie a celkovym prezivanim, treba vzdy zvazit, ¢i
ide o efekt hodnotenej lieCby (napr. terapia zmenou bioldgie nadoru zvysi/znizi jeho agresivitu, napr.

v pripade karcindmu mocového mechura), alebo ide o vplyv naslednej terapie.

Specifické prezivanie pre nador (cancer-specific survival — CSS) — udava sa od zaciatku liecby a trva
do datumu Umrtia pacienta na rovnaky (primarny) nador alebo do datumu poslednej kontroly. Smrt
sposobend onkologickou lie¢bou, sekundarnou malignitou alebo nenddorovou pricinou je
cenzorovana. Velmi toxicka liecba, spojend s vysokou mortalitou pocas lieCby (napr. transplantacia
kostnej drene, TKD), alebo spojend s vysokym vyskytom sekundarnych malignit mdze mat dobré
vysledky €o sa tyka CSS, kym OS moéze byt rovnaké, alebo dokonca horsie (napr. TKD u niektorych
lymfémoch). Podobne liecba spojend s vysokym vyskytom kardiovaskularnych (KVS) dmrti méze mat
dobry CSS bez vplyvu na celkové OS. Pri indolentnych nadoroch vo vy$ssom veku, ako napriklad pri

karcindme prostaty, zase iné pri¢iny smrti (zvyCajne KVS) kompetuji so smrtou spdsobenou
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nadorom. Z tohto dévodu je potrebné vzdy okrem CSS sledovat i OS ako parameter efektivity novej

liecby.

Cas do zlyhania lie¢by (time to treatment failure — TTF) — udava sa od zaciatku lie¢by do datumu
akejkolvek udalosti (okrem smrti z inej priciny ako nador), alebo do datumu ostatnej kontroly. Na
rozdiel od TTR (¢as do relapsu, vid nizsie) ako udalost hodnoti aj sekundarne malignity. Pri efektivne;j
lieCbe, ale spojenej so zavainymi neziaducimi Géinkami (v dosledku ¢éoho cast pacientov liecbu
predéasne ukonci) moze parameter TTP na rozdiel TTF (¢as do progresie, vid' nizsie) nadhodnocovat

ucinok liecby.

Prezivanie bez choroby (disease free survival — DFS) — hodnoti sa len u pacientov v kompletnej
remisii. U pacientov v adjuvatnych Studidch sa hodnoti od zaciatku liecby, u pacientov s
metastatickym nadorom sa hodnoti od datumu dosiahnutia kompletnej remisie do vzniku akejkolvek

udalosti.

Prezivanie bez relapsu (relapse-free survival — RFS) — udava cas do akejkolvek udalosti s vynimkou
sekundarnych nadorov. Za udalost sa povaZzuje rekurencia rovnakého nadoru ako aj smrt z akejkolvek

pric¢iny. Sekundarne nadory sa ignoruju, pacienti strateni zo sledovania sa cenzoruju.

Cas do relapsu (time to recurrence — TTR)— hodnoti sa od zaciatku lie¢by do relapsu, &i uZ
lokoregionalneho alebo vzdialeného. Taktiez smrt spdsobena rovnakym nadorom sa povazuje za
udalost. Sekundarne nadory, smrt spésobend inym nadorom, smrt spojena s lie€Cbou alebo smrt z inej
pric¢iny ako nador sa cenzoruje.

Okrem uvedenych definicii sa v klinickej praxi mézeme stretnut aj s dalsimi:

Prezivanie bez udalosti (event free survival — EFS) — udava cas od zaciatku liecby do akejkolvek
udalosti podla typu Studie (mbéZe to byt napriklad zlomenina pri liecbe hodnotiacej efektivitu
bisfosfonatov, alebo ind klinicky vyznamnad udalost — progresia, rekurencia). EFS sa pocita
predovsetkym pri studiach, ktorych cielom je zistit efektivitu liecby nie na celkové preZivanie ale na
oddialenie alebo zabrdnenie Specifickej komplikacie spojenej z chorobou. V niektorych studiach je

definicia zhodna s DFS (vid' vyssie).

PreZivanie bez progresie (progression-free survival — PFS) — udava sa od zaciatku liecby do progresie
ochorenia alebo smrti pacienta. Jej vyhodou je vac¢sinou dobra korelacia s celkovym prezivanim, ako
aj to, Ze nie je ovplyvneny nasledujlcou liecbou. KedZe k progresii ochorenia dochadza skor ako ku
smrti, moze sluzit PFS ako nahradny (surrogate) ciel pri nddoroch, kde by na vyhodnotenie OS bolo
potrebné dlhé sledovanie pacientov alebo velmi vysoky pocet pacientov. Méze sa tieZz pouZit u

metastatického ochorenia a pri nddoroch s pomalym rastom, ktoré je problémom vyliecit ako
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napriklad indolentné lymfémy. PouZiva sa tieZz pri paliativnej lieCbe, kde ciefom nie je vylieCenie ale

kontrola choroby. Ako udalost sa hodnoti opat smrt akejkolvek priciny.

Cas do progresie (time to progression— TTP) — podobny ukazovatel ako PFS, ale cenzorovani su
pacienti, ktori zomreli na nador, ini malignitu (u metastatického ochorenia zriedkavé) ako i pacienti,
ktori zomreli na komplikaciu liecby, alebo zomreli z neonkologickej pri¢iny. V pripade, Ze vacsina
umrti pacientov je spésobena neonkologickou pri¢inou je TTP vhodnym cielom Studie, v opacnom

pripade je PFS preferencnym cielom Studie.

Trvanie odpovede (response duration — RR)— u metastatického ochorenia udava ¢as od dosiahnutia
odpovede do progresie choroby alebo smrti pacienta pre nadorové ochorenie. Cenzorovani su
pacienti, ktori zomreli z inej pri¢iny ako nador, alebo zomreli na toxicitu lie¢by. Do analyzy st zahrnuti
len pacienti, ktori dosiahli objektivnu odpoved (kompletnu, alebo parcidlnu remisiu). Ak len malé
percento pacientov dosiahne objektivhu odpoved a tato je spojend s dlhsim prezitim, mbze nds tento

Udaj nadhodnotit skutoénu efektivitu liecby.

Objektivha odpoved (objective response rate — ORR) — je definovand ako proporcia pacientov s
redukciou velkosti tumoru trvajuca minimalny definovany cas (vacSinou 4 tyzdne podla RECIST a
WHO kritérii). ORR je priamy dokaz antitumorovej aktivity liecby a mdéze byt vhodnym ciefom
vacSinou v nerandomizovanej Studii fazy |l, kedZe existuje korelacia medzi ORR a klinickym
benefitom. KedZe korelacia medzi ORR a dalSimi ciefovymi parametrami (napr. OS, TTP) nie je
dostatocna, ORR nie je vhodnym ciefom v studiach fazy lll, aj ked sa jednoducho vyhodnocuje bez
potreby dlhého sledovania pacientov. Stabilizacia nie je sucastou ORR, kedZe mbzie odrazat aj

prirodzeny priebeh choroby a nie efekt liecby.

Cas sledovania (follow-up) — zaéina dfiom zaradenia pacienta do $tudie a konéi driom, kedy u

pacienta d6jde ku vzniku udalosti, strati sa zo sledovania, alebo sa obdobie sledovania skonci.

80



7.8 POUZITA LITERATURA

Badenoch, D. and Heneghan, C. Evidence-based Medicine Toolkit. BMJ Books 2002. BMJ Publishing Group
Kirkwood, B.R.and Sterne, J.A.C. Medical Statistics. 2nd Edition. 2003 by Blackwell Science Ltd.

Mego M, Re¢kova M. Uvod do interpretacie klinickych $tadii (3.¢ast). Onkoldgia, 2008, 3 (4): 241-243
Reckova, M. Mego, M. Uvod do interpretacie klinickych $tudii (2.¢ast). Onkolégia, 2008, 3 (3): 178-181

81



ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

AA kyselina arachidonova

ACTH adrenokortikotropin

AFLP dizkovy polymorfizmus amplifikovanych
fragmentov

AFP a-fetoprotein

ALA kyselina alfa-linolova

ALP alkalickd fosfataza

ASO alelovo $pecifické oligonukleotidy

AS-PCR alelovo Specificka PCR

ATP adenozintrifosfat

B,-M beta,-mikroglobulin

BCAA rozvetvené aminokyseliny

DNA deoxyribonukleova kyselina

bDNA rozvetvena DNA (branched DNA)

BPTES bis-2-[5-fenylacetamido-1,2,4-tiodiayol-2-
yl]etyl sulfid

cAMP 3’,5"-cyklicky adenozinmonofosfat

CEA karcinoembryonalny antigén

CSS Specifické prezivanie pre nador (Cancer-
Specific Survival)

CTC cirkulujuce nadorové bunky

DASH dynamic allele specific hybridization

DFS preZivanie bez choroby

DFS preZivanie bez choroby (Disease Free
Survival)

DGGE denaturacna gradientova elektroforéza

DHA kyselina dokozahexaénova

EFS preZivanie bez udalosti (Event Free Survival)

EPA kyselina ekozapentaénova

FACS fluorescencne aktivovana separacia buniek
(Fluorescence Activated Cell Sorting)

FAD flavinadenindinukleotid

FASN syntaza mastnych kyselin (Fatty Acid
Synthase)

FDG 2-[*®F]fluro-2-deoxy-D-glukéza

FISH fluorescencna in situ hybridizacia

FRET Fluorescence resonance energy transfer

g-FOBT guajakové testy

hCG ludsky choriovy gonadotropin

HIOK kyselina 5-hydroxyindoloctova

HR Hazard Ratio

i-FOBT imunochemické testy

IL-1, 6 interleukin 1,6

K,EDTA dvojdraselna sol kyseliny
etyléndiaminotetraoctovej

KVS kardiovaskularny systém

LA kyselina linolova

LCM laserova mikrodisekcia (Laser Capture
Microdissection)

LCR, LAR ligdzova retazova reakcia (Ligase Chain
Reaction)

LD laktatdehydrogenaza

LMF lipidy mobilizujuci factor

LPL lipoproteinova lipaza

MALDI-TOF hmotnostna spektrometria

MCA antigén mucindznych karcindmov

MK mastné kyseliny

MS hmotnostnd spektrometria

MSA mamarny sérovy antigen

NAD", NADH nikotinamiddinukleotid (oxidovana
a redukovana forma)

NADP*, NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NOS

NSE
OK

OLA
ORR

0s
PACP
PAGE
PET
PFS

PG
PGE,
PPi
PSA
PUFA

RFLP
RFS

RNS
ROS

RR

RR
SCCA
SNP

SREBP1c
SSCP

SSPR
STR
TATI
TEMED
TG

TK
TKD
TNF
TPA
TTF
Failure)
TTP
TTR
VNMK
VNTR
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(oxidovana a redukovana forma)
reaktivne formy dusika (Reactive Nitrogen
Species)

neuron specificka enolaza

okultné krvacanie

Oligonucleotide ligation assay

objektivna odpoved (Objective Response
Rate)

celkové prezivanie (Overal Survival)
prostatickd kysla fosfataza
polyakrylamidova elekroforéza
pozitronova emisna tomografia
preZivanie bez progresie (Progression-Free
Survival)

prostaglandiny

prostaglandin E,

pyrofosfatu

prostaticky Specificky antigén
polyénové mastné kyseliny
(Polyunsaturated Fatty Acids)

dizkovy polymorfizmus restri¢nych
fragmenotv

preZivanie bez relapsu (Relapse-Free
Survival)

reaktivne metabolity dusika

reaktivne formy kyslika (Reactive Oxygen
Species)

relativne (pomerné) riziko (Relative Risk,
Risk Ratio)

trvanie odpovede (Response Duration)
antigén skvamdznych buniek
jednonukleotidovy polymorfizmus (Single
Nucleotid Polymorphisms)

Sterol Regulatory Element-Binding Protein
metdda analyzy jednovldknového
polymorfizmu

Single Strain Producing Reaction

Short Tandem Repeats

s tumorom asociovany trypsinovy inhibitor
tetrametyléndiamin

ttriacylglyceroly

tymidinkinaza

transplantacia kostnej drene

tumor nekrotizujuci faktor

tkanivovy polypeptidovy antigén

Cas do zlyhania lieCby (Time to Treatment

Cas do progresie (Time To Progression)
Cas do relapsu (Time To Recurrence)
vysoko nenasytené mastné kyseliny
variabilny pocet tandemovych opakovani



