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Souhrn: Vychodisko: Lysofosfatidova kyselina (LPA, 1-acyl-2-lyso-sn-glycero-3-fosfat) byla prokdzana ve vys-
Sich koncentracich u pacientek s ovaridlnim karcinomem. LPA vykazuje vyssi senzitivitu zejména v ¢asnych sta-
diich ovaridlniho karcinomu. Typ studie a soubor: Cilem projektu bylo zhodnoceni plazmatickych hodno-
tlysofosfatidové kyseliny u pacientek s ovaridlnim karcinomem ve srovnani s pacientkami bez tohoto novotvaru.
Metody a vysledky: Po zavedeni metodiky ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové v roce 2003 jsme LPA sta-
novovali pomoci vysokouc¢inné kapildrni elektroforézy s nepfimou UV detekci. Tato metoda umoZiiuje stanovit
jednotlivé podtypy LPA. Vendzni krev byla odebrana u 93 pacientek - 29 pacientek s ovaridlnim karcinomem, 64
pacientek bez ovaridlniho karcinomu. Zjistili jsme signifikantné vyss8i hodnoty vSech podtypt lysofosfatidové
kyseliny ve skupiné pacientek s ovaridlnim karcinomem (X LPA med 19,9 umol/l, min 4,5 umol/l, max 42,7
u ovariich (n=35) (£ LPA med 2,6 umol/l, min 0,9 umol/l, max 22,9 umol/l, p<0,001), tak u pacientek s histolo-
gicky prokédzanou benigni ovaridlni cystou (n=20) (£ LPA med 10,4 pmol/l, min 1,1 pmol/l, max 28,8 wmol/l,
p<0,001). Zdvér: Dosavadni vysledky ukazuji lysofosfatidovou kyselinu jako perspektivni nadorovy marker
u pacientek s ovaridlnim karcinomem.

Klicova slova: ovaridlni karcinom, lysofosfatidova kyselina, onkomarker

SUMMARY: Backgrounds: Lysophosphatidic acid (LPA, 1-acyl-2-lyso-sn-glycero-3-phosphate) has been
shown to stimulate proliferation of ovarian cancer cells. Elevated LPA levels were detected in early-stage ovari-
an cancer. Design and subjects: The objective of this study was to compare plasma lysophosphatidic acid levels
in ovarian cancer patients and patients without this disease. Methods and results: The method for LPA level ana-
lysis with specification by capillary electrophoresis using indirect ultraviolet detection has been implemented.
Since beginning of this project venous blood samples from 93 patients (29 patients with ovarian cancer, 64 pati-
ents without ovarian cancer) have been obtained. Plasma LPA levels were elevated in ovarian cancer patients
(Z LPA med 19,9 umol/l, range 4,5 - 42,7 umol/l, p<0, 001). Patients without ovarian pathology (n=35) (X LPA
med 2,6 wmol/l, min 0,9 wmol/l, max 22,9 umol/l, p<0,001) and patients with benign ovarian disease (n=20)
(Z LPA med 10,4 umol/l, min 1,1 wmol/l, max 28,8 umol/l, p<0,001) had statistically significant lower plasma
LPA levels compared with ovarian cancer patients. Conclusions: Our preliminary results suggest that plasma
LPA level may represent a potential ovarian cancer marker.
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Uvod

Incidence ovarilniho karcinomu vykazuje v Ceské republice
prokazatelny vzestup. V roce 1979 bylo v Ceské republice
zachyceno 796 pripadu,to je 14,9 na 100000 Zen, v roce 1994
byl zéchyt jiz 1090 ptipadd, coz odpovida relativni incidenci
20,5/100 000 (1). Trend standardizované dmrtnosti se za
poslednich 25 let téméf nezménil. Pétileté preZiti u pacientek
s ovaridlnim karcinomem diagnostikovaném ve stadiu IA se
uvadi 90% a u Il.stadia 70%, u stadia III 15-25% a stadia IV
5-10% (2). U 75% Zen s karcinomem ovaria je v§ak nddorové
onemocnéni zjisténo aZ v pokrocilém stadiu. To je ddno pre-
devsim omezenou schopnosti detekovat tumor v ¢asném sta-
diu a dale nedostatkem efektivni terapie pokrocilych nadord.

Casna diagnostika je vzhledem k asymptomatickému priibé-
hu onemocnéni velice obtiZzn4 a do dne$ni doby neméme k dis-
pozici Zadnou efektivni metodu pro ¢asnou detekci. Dnes
nejCastéji uZivanym nddorovym markerem karcinomu ovaria
je glykoprotein Ca 125. ZvySené plazmatické hladiny Ca 125
nejsou vSak specifické pouze pro ovaridlni karcinom a vysky-
tuji se mimo jiné i u pacientek s negynekologickymi maligni-
tami, endometri6zou, adenomy6zou, salpingitidou (3). Pouze
45-50% ve stadiu I ma zvySené Ca 125. Proto jsou hledany
nové nddorové markery (4). Velmi perspektivni se ukazuje
lysofosfatidova kyselina (LPA). Plazmatickd koncentrace LPA
je zvySena u 98% vsech pacientek s karcinomem ovaria, véet-
né 90% pacientek s onemocnénim v I. stadiu (5). Lys-
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ofosfatidova kyselina je zvySend v plazmé ril o
a ascitu pacientek s ovaridlnim karcino- o ﬁq'
mem (6).Lysofosfatidova kyselina (1-acyl-
2-lyso-sn-glycero-3-fosfit) je nejjedno- oH
dussi formou fosfolipidu a jeji koncentrace °

vplazmé je fyziologicky velmi nizkd. LPA
je produkovana malignim ovaridlnim epi-
telem a aktivuje zde mnoZstvi biologic-
kych odpovédi zahrnujici zvySeni bunéc-
né proliferace, zvySeni doby preZiti
sniZenim apoptézy, pokles senzitivity
k cis- platin€, zvySeni invazivity nadoro-
vych bunék, zvySeni produkce vaskularni-
ho endotelidlniho rastového faktoru
(VEGF) a zvy3uje produkci sebe sama (7).
LPA nezptisobuje podobné odpovédi na
zdravych buiikdch povrchového epitelu ovaria. Rizny efekt
LPA na normdlni ovarialni epitel ve srovnani s ovaridlnimi
niddorovymi buitkami je pravdépodobné diisledkem rtzné
exprese LPA receptort (8, 9). Bioaktivni lipid LPA zdsadné
ovliviiuje chovéni karcinomu ovaria (9).

LPA

Obr. ¢ 1 - Chemicka
struktura lysofosfati-
dové kyseliny

Cil prace

Hlavnim cilem projektu bylo pfispét ke zvySeni efektivity diag-
nostiky ovarialniho karcinomu aumoZnéni zachytu Casnych sta-
dii tohoto novotvaru prostfednictvim stanoveni hladiny
lysofosfatidové kyseliny v plazmé. V roce 2003 jsme ve Fakult-
ni nemocnici v Hradci Krélové zavedli metodiku stanoveni lyso-
fosfatidové kyseliny v plazmé u pacientek s ovaridlnim karcino-
mem pomoci vysokoucinné kapilarni elektroforézy s nepfimou
UV detekei. Specifikovali jsme jednotlivé podtypy lysofosfati-
dové kyseliny. Zhodnotili jsme rozdil hladiny LPA u pacientek
sovaridlnim karcinomem a Zen zdravych. ZjiStovali jsme vyznam
hladiny LPA v plazmé& v souvislosti se stadiem onemocnéni,
histologickym typem nadoru a stupném diferenciace. Nejvy-
znamnéjSim momentem tohoto projektu je posouzeni moznosti
vyuZiti stanoveni hladiny LPA v plazmé jako nového nadorové-
ho markeru v diagnostice ovaridlniho karcinomu.

Metodika

Pro stanoveni hladiny LPA jsme pouZili vysokotcinnou kapi-
larni elektroforézu s neptimou UV detekci. Tato metoda posky-
tuje moznost stanoveni jednotlivych podtypt lysofosfatidové
kyseliny v biologickém materilu. Jednd se o: LPA(M) 1-myris-
toyl-2-hydroxy- sn-glycerofosfatidovou kyselinu, LPA(P) 1-pal-
mitoyl-2-hydroxy-sn-glycerofosfatidovou kyselinu, LPA(S) 1-
stearoyl-2-hydroxy-sn- glycerofosfatidovou kyselinu a LPA(O)
1-oleoyl-2-hydroxy-sn-glycerofosfatidovou kyselinu.

Pristrojové vybaveni

Pro separaci byl pouZit systém pro kapilarni elektroforézu (P/A-
CE 5510, Beckman Ins., USA) se softwarovym systémem Gold
(Beckman Ins, USA). Pristroj vyuZzival on-line UV detektor
(Beckman Ins., USA), pracoval pfi teploté 25°C. Vzorky byly
davkovény tlakem 3,45 kPa po dobu 5 s. Separace probihala pfi
vloZeném napéti 25 kV (normalni polarita s katodou na vystu-
pw). Kanalyze byla pouZita oteviend neupravend kiemennd kapi-
lara (Watrex, CR), délka 47 cm o vnitfnim priméru 75 mm.
Nova kapildra byla pfed prvnim pouZitim kondiciovdna po dobu
1 hod. 0,1 mol/lroztokem NaOH, 20 min. deionizovanou vodou,
20 min. metanolem a 30 min. separacnim pufrem. Denné byla
kapildra promyvana 0,1 mol/l NaOH po dobu 5 min., deionizo-
vanou vodou 2 min. a separa¢nim pufrem po dobu 15 minut.

Chemikdlie a pouZité materidly

Standardy lysofosfatidovych kyselin (syntetické, Cistota >99 %) :
1-Oleoyl-2-Hydroxy-sn-Glycero-3-[Phospho-rac-(1-glycerol)]
sodné stl (LPG(0)), 1-Oleoyl-2-Hydroxy-sn-Glycero-3-Phosp-
hate sodnd sl (LPA(O )), 1-Oleoyl-2-Hydroxy-sn-Glycero-3-
Phosphoethanolamine (LPE (O),1- Myristoyl- 2 - Hydroxy - sn -
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Glycero-3-Phosphate sodna stl (LPA(M)), 1-Palmitoyl-2-Hyd-
roxy-sn-Glycero-3-Phosphate sodn4 stl (LPA (P), 1-Stearoyl-2-
Hydroxy-sn-Glycero-3-Phosphate sodna siil (LPA(S), 1-Palmito-
yl-2-Hydroxy-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine (LPE (P)),
1-Palmitoyl-2-Hydroxy-sn-Glycero-3-[Phospho-rac-(1-glycerol)]
sodnd stl (LPG (P)) a 1-Oleoyl-2-Hydroxy- sn-Glycero-3-[Phosp-
ho-L-Serine] sodn4 stil (LPS (O)) byly dodany firmou Avanti Polar
Lipids, Inc. (USA). Adenosin-5-monofosfit-monohydrit (AMP,
Sigma-Aldrich, SRN), metanol (p.a., Lachema, CR), kyselina bori-
ti (H;BO;, p.a., Lachema, CR), NaOH p.a. (Lachema, CR), folie
TLC POLY SIL 20x20 cm (Macherey-Nagel, SRN). Vodné r-
oztoky byly pripravovény rozpousté€nim substanci v deionizova-
né vodé (R >18 MW, Millipore-milli-Q plus, Francie). Zasobni
roztoky standardd byly pfipraveny rozpusténim standardu ve smé-
si metanol-chloroform (2:1 v/v) s koncentraci 5 mmol/l jednotli-
vych kyselin. Pracovni standardy byly pfipraveny vZdy Cerstvé
fedénim ze zdsobniho roztoku.

Priprava vzorkit a jejich analyza

Pro extrakce vzorkl bylo nutno zajistit teplotu 0-4°C, aby se m-
inimalizovala tvorba esterovych vazeb. K vychozimu objemu
biologického materidlu (1 ml séra) se pfidalo 50 ul pracovniho
roztoku standardni smési pridavka LPA (S), LPA (P), LPA(O),
LPA (M) aLPA (D), ke smési se pipetovalo 0,2 ml 12 mol/l HCI
a4 ml smési metanol-chloroform (2:1). Po 10 min. tfepani v chla-
du se pfidaval 1 ml chloroformu a 1,25 ml vody. Po centrifugaci
(10 min/1000 g) se spodni vrstva odtahla a odpafila pod dusikem
na objem cca 50 pl, takto koncentrovany extrakt se nanesl na des-
ku pro tenkovrstvou chromatografii, aby doslo k oddéleni fosfoli-
pidiiod lysofosfatidovychkyselin (LPA). Vyvijeci soustavou byla
smés: chloroform - metanol - amoniak (65:35:5,5 v/v/v), separa-
ce byla na startu vizualizovana postfikem 0,1% 8-anilino-1-
naftalensulfonovou kyselinou. Spot LPA se detekoval postfikem
vodou, extrahoval se z chromatografické desky, extrakt se odpa-
fil pod dusikem, odparek se poté rozpustil v 1 ml 5% roztoku sepa-
ra¢niho pufru ve smési metanol-voda (9:1 v/v) a aplikoval se do
systému kapildrni elektroforézy. Separace probihala v separatnim
pufru 5 mmol/l adenosin-5-monofosfiat-monohydratu s 10
mmol/] kyseliny borité (roztok ve smési metanol-voda 9:1), pH
5,4. Pii teploté 25°C a vloZeném napéti 25 kV s normdlni polari-
tou byly piky analyzovaného vzorku ddvkovaného tlakem po dobu
5 s detekovany nepiimou fotometrickou detekci pti 254 nm.

Soubor pacientek
Do studie bylo zatfazeno celkem 93 Zen - 29 pacientek
s karcinomem ovaria (prim.vék 56, min 20, max 82 let),

Charakteristika Stadium Stadium
I+1I III + IV
(n=7) (n=22)

Vék, median 45 62

(min, max) let (20-62) (40-82)

Stadium (FIGO)

1 4 0

11 3 0

111 0 20

v 0 2

Stupen diferenciace

Gl 4 3

G2 3 13

G3 0 6

Histologicky typ nadoru

Ser6zni adenokarcinom 1 10

Endometroidni OCa 2 8

Mucinézni OCa 2 3

BliZ nespecif. OCa 2 1

Tab. ¢. 1 - Charakteristika souboru pacientek s karcinomem ovaria



35 Zen s peropera¢né normélnim nidlezem na obou ovari-
ich (prim.vék 50, min 38, max 81 let), 20 Zen s histolo-
gicky potvrzenou benigni ovaridlni cystou (pram.vék 39,
min 16, max 78 let) a 9 pacientek s jinymi malignitami (2
pacientky karcinom hrdla déloZniho, 2 pacientky karci-
nom endometria a 5 pacientek s kolorektdlnim karcinom-
em) (prim.vék 58, min 32, max 74 let). Charakteristika
souboru pacientek s karcinomem ovaria viz. Tab. €. 1.
Odbér vendzni krve byl provadén u pacientek na Porodnické
a gynekologické klinice Fakultni nemocnice v Hradci Kralo-
vé a na Gynekologicko-porodnickém oddéleni nemocnice
v Pardubicich v letech 2003 - 2005. Témto Zendm byla jeden
den pfed planovanou operaci odebrdna vendzni krev, kterd byla
zpracovana po podrobné preanalytické ptipravé pomoci vyso-
koucinné kapilarni elektroforézy s neptimou UV detekci. Jeli-
koZ odbér vendzni krve patii mezi vykony rutinné provadéné
u téchto pacientek, nebyl nutny informovany souhlas pacient-
ky (schvaleno etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kra-
lové). Pro statistické zpracovani byly pouZity neparametrické
testy Mann-Whitney a Kolmogorov-Smirnov.

Vysledky

Ve skupiné pacientek s ovaridlnim karcinomem (n=29) s hla-
dinou lysofosfatidové kyseliny stanovenou pfed zahdjenim pri-
mérni 1éCby jsme specifikovali signifikantné vysSi hodnoty
vSech podtypi lysofosfatidové kyseliny z celého souboru a to
jak v ¢asnych tak i pozdnich stadiich onemocnéni: LPA-S (I+11
(n=7) med 2,7 umol/l, II+IV (n=22) med 5,1 umol/1), LPA-
O (I+II med 2,4 pmol/1, HI+IV med 1,8 umol/1), LPA-P (I+11
med 3,8 umol/1, ITI+ IV med 5,6 umol/l), LPA-M (I+II med
2,6 wmol/l, IIT+IV med 2,1 wmol/l) (p<0,001). Statisticky
patologie na obou ovariich (n=35). Hodnoty lysofosfatidové
kyseliny u pacientek s histologicky potvrzenou benigni ovari-
alni cystou a pacientek s ostatnimi malignitami byly také sta-
tisticky vyznamné niZ$i v porovnani s pacientkami s ovarial-
nim karcinomem (p<0,001) (viz. tab. ¢.2, graf ¢ . 1 a 2).
Statisticky vyznamny rozdil hodnot lysofosfatidové kyseliny
v plazmé v zdvislosti na histologickém typu nidoru a stupni
diferenciace jsme v na$i praci nezaznamenali, to mlZe byt
zkresleno poctem pacientek.

50 7 p<0.001
40 A
30 1
suma 1
LPA °
20 A
10 A l
0 — . ,
bez ovarialni ovarialni karcinom
patologie

Graf. ¢. 1 - Hladina lysofosfatidové kyseliny v plazmé u pacientek s kar-
cinomem ovaria a Zen bez patologie na ovariich (p< 0.001)

50 7 p<0.001
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ovarialni
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Graf. ¢. 2 - Hladina lysofosfatidové kyseliny u pacientek s karcinomem
ovaria a Zen s benigni ovaridlni cystou (p< 0.001)

Tab.c.2. Ovarialni karcinom

Bez ovaridlni patologie

Benigni ovaridlni cysta | Jiné malignity

n=29 n=135

n=20 n=9

wmol/l, (p<0,001)

wmol/l, (p<0,001)

umol/l, (p<0,001) umol/l, (p<0,001)

med  min- max med

min - max

med  min- max med  min-max

LPA-§ 29 07-248 0,7

01-113 10

04-141 120  06-179

L[PA-O | 28 02-76 0,2

0-76

0,3 0-706 14 01-41

LPA-P 64 19-191 12

0,5-65

102 22-167 | LI 03-89

LPA-M 25 0,1-107 0,1

0,03-70

094  01-69 |07  0I-35

sumaLPA | 199

45-07 | 26

0,9-229

104 L1-288 |69

1,5-242

Tab. ¢. 2 - Hladiny vySetfovanych podtypt lysofosfatidové kyseliny v plazmé v jednotlivych skupindch pacientek
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Diskuse

Ovaridlni karcinom je onemocnéni asociované s vysokou
mortalitou pfedev§im z diivodu nemozZnosti diagnostikovat
tumor v ¢asném stadiu. Nalezeni nového efektivniho markeru
pro detekci zejména Casnych stadii onemocnéni by mohlo pii-
spét ke zlepSeni prognozy a celkové doby preZiti. Vysledky
této prace ukdzaly statisticky vyznamné vy$$i hodnoty vSech
podtypt lysofosfatidové kyseliny v plazmé u pacientek s kar-
cinomem ovaria v porovnani s kontrolni skupinou. Nejvyraz-
né&jsi rozdil byl patrny mezi skupinou pacientek s ovaridlnim
karcinomem a skupinou Zen bez patologie na ovariich. Zmi-
néné vysledky dosahly statistické vyznamnosti a podporuji
predstavu vyuZiti lysofosfatidové kyseliny jako perspektivniho
markeru ovaridlniho karcinomu. Stejné jako vysledky studie
skupiny 48 zdravych Zen a 48 Zen s ovaridlnim karcinomem,
které ukazuji vyssi senzitivitu LPA pro ovaridlni karcinom,
neZ ostatni dostupné nddorové markery (5). Signifikantng vys-
$ihodnoty lysofosfatidové kyseliny v plazmé pacientek s ova-
ridlnim karcinomem prokdzaly i dalsi studie (10, 11, 12, 13,
14, 15). Pouze préce porovnavajici LPA v plazmé u 32 paci-
entek s ovaridlnim karcinomem a 32 Zen zdravych kapalnou
chromatografii nezjistila vyznamné rozdily (16). Jednim
zmoznych vysvétleni tohoto odli¥ného vysledku miiZe byt roz-
dilny metodicky postup. Pfi stanoveni LPA v plazmé je nutné
respektovat mimo jiné spravné nacasovani a teplotu pied
a v pribéhu centrifugace, pfesnou extrakci a separaci vzorkd,
spravné koncentrace extraktu (10). Vys§i plazmatické hodno-
ty LPA jsme zaznamenali i v Casnych stadiich ovaridlniho kar-
cinomu (FIGO I aII). Stejné jako ve studii porovnavajici hla-
diny LPA aCa 125 v z4vislosti na stadiu onemocnéni. Ve stadiu
I mélo LPA zvySené 89% a 22% mélo elevaci Ca 125, ve sta-
diuIl, IITa IV ovariédlniho karcinomu mélo LPA zvySené 100%
a Ca 125 54% (5). Muzeme tedy predpokladat, Ze stanoveni
LPA v plazmé by mohlo prispét k detekci ¢asnych stadii one-
mocnéni. Zajimavé je zjiSténi nepatrné vy$Sich hodnot jedno-

tlivych podtyptt LPA u pacientek s histologicky potvrzenou
benigni ovaridlni cystou v porovnéni s pacientkami bez pato-
logie na ovariich. Zhodnoceni vztahu mezi benignimi zména-
mi ovaria a plazmatickou hladinou tohoto fosfolipidu jsme
v dostupné literatuie nezaznamenali. Prokdzana je produkce
lysofosfatidové kyseliny malignim ovaridlnim epitelem (10,
13,14). LPA zvySuje expresi VEGF v ovarialni nidoroveé zmé-
néné tkani prostfednictvim LPA2 receptort, které jsou ve vel-
kém mnoZstvi exprimovany pravé na povrchu ovaridlnich
nadorovych bunék, ale na povrchovych burikidch normalniho
epitelu ovaria prokdzany nebyly (9). Je popisovan minimalni
vliv lysofosfatidové kyseliny na normalni povrchovy epitel
ovaria (17). Pfedmétem intenzivniho z4jmu poslednich dvou
let je zpasob jakym lysofosfatidova kyselina ovliviiuje cho-
véani ovaridlnich nddorovych bunék (9). Porovnani rozdilii hod-
not LPA u pacientek s rliznymi diagnézami vetné benignich
ovaridlnich cyst vyZaduje dal$i rozsédhlejsi studie (10,14), stej-
né jako zhodnoceni plazmatické hodnoty lysofosfatidové kyse-
liny ve vztahu k histopatologickym a klinickym parametrtim.

Zavér

Prokazali jsme signifikantné vy$8i hodnoty lysofosfatidové
kyseliny v plazmé pacientek s ovaridlnim karcinomem v porov-
nani jak s pacientkami bez patologie na obou ovariich tak
s pacientkami s histologicky prokdzanou benigni cystou ova-
ria. Vzestup lysofosfatidové kyseliny v plazmé jsme pozoro-
vali i v Casnych stadiich onemocnéni. Lze tedy predpokladat,
Ze stanoveni hladiny lysofosfatidové kyseliny v plazmé umoz-
ni zefektivnéni diagnostiky ovaridlniho karcinomu a mohlo by
pfispét k zachytu Casnych stadii tohoto onemocnéni. Dosa-
vadni vysledky této studie ukazuji, Ze lysofosfatidova kyseli-
na je perspektivni marker ovaridlniho karcinomu.
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