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Úvod
Incidence ovariálního karcinomu vykazuje v âeské republice
prokazateln˘ vzestup. V roce 1979 bylo v âeské republice
zachyceno 796 pfiípadÛ,to je 14,9 na 100000 Ïen, v roce 1994
byl záchyt jiÏ 1090 pfiípadÛ, coÏ odpovídá relativní incidenci
20,5/100 000 (1). Trend standardizované úmrtnosti se za
posledních 25 let témûfi nezmûnil. Pûtileté pfieÏití u pacientek
s ovariálním karcinomem diagnostikovaném ve stadiu IA se
uvádí 90% a u II.stadia 70%, u stadia III 15-25% a stadia IV
5-10% (2). U 75% Ïen s karcinomem ovaria je v‰ak nádorové
onemocnûní zji‰tûno aÏ v pokroãilém stadiu. To je dáno pfie-
dev‰ím omezenou schopností detekovat tumor v ãasném sta-
diu a dále nedostatkem efektivní terapie pokroãil˘ch nádorÛ.

âasná diagnostika je vzhledem k asymptomatickému prÛbû-
hu onemocnûní velice obtíÏná a do dne‰ní doby nemáme k dis-
pozici Ïádnou efektivní metodu pro ãasnou detekci. Dnes
nejãastûji uÏívan˘m nádorov˘m markerem karcinomu ovaria
je glykoprotein Ca 125. Zv˘‰ené plazmatické hladiny Ca 125
nejsou v‰ak specifické pouze pro ovariální karcinom a vysky-
tují se mimo jiné i u pacientek s negynekologick˘mi maligni-
tami, endometriózou, adenomyózou, salpingitidou (3). Pouze
45-50% ve stadiu I má zv˘‰ené Ca 125. Proto jsou hledány
nové nádorové markery (4). Velmi perspektivní se ukazuje
lysofosfatidová kyselina (LPA). Plazmatickákoncentrace LPA
je zv˘‰ena u 98% v‰ech pacientek s karcinomem ovaria, vãet-
nû 90% pacientek s onemocnûním v I. stadiu (5). Lys-
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Souhrn: V˘chodisko: Lysofosfatidová kyselina (LPA, 1-acyl-2-lyso-sn-glycero-3-fosfát) byla prokázána ve vy‰-
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t lysofosfatidové kyseliny u pacientek s ovariálním karcinomem ve srovnání s pacientkami bez tohoto novotvaru.
Metody a v˘sledky: Po zavedení metodiky ve Fakultní nemocnici v Hradci Králové v roce 2003 jsme LPA sta-
novovali pomocí vysokoúãinné kapilární elektroforézy s nepfiímou UV detekcí. Tato metoda umoÏÀuje stanovit
jednotlivé podtypy LPA. Venózní krev byla odebrána u 93 pacientek - 29 pacientek s ovariálním karcinomem, 64
pacientek bez ovariálního karcinomu. Zjistili jsme signifikantnû vy‰‰í hodnoty v‰ech podtypÛ lysofosfatidové
kyseliny ve skupinû pacientek s ovariálním karcinomem (Σ LPA med 19,9 µmol/l, min 4,5 µmol/l, max 42,7
ûmol/l, p<0,001). Statisticky v˘znamnû niÏ‰í hodnoty jsme diagnostikovali jak u pacientek bez patologie na obo-
u ovariích (n=35) (Σ LPA med 2,6 µmol/l, min 0,9 µmol/l, max 22,9 µmol/l, p<0,001), tak u pacientek s histolo-
gicky prokázanou benigní ovariální cystou (n=20) (Σ LPA med 10,4 µmol/l, min 1,1 µmol/l, max 28,8 µmol/l,
p<0,001). Závûr: Dosavadní v˘sledky ukazují lysofosfatidovou kyselinu jako perspektivní nádorov˘ marker
u pacientek s ovariálním karcinomem.
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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 
(Σ LPA med 19,9 µmol/l, range 4,5 - 42,7 µmol/l, p<0, 001). Patients without ovarian pathology (n=35) (Σ LPA
med 2,6 µmol/l, min 0,9 µmol/l, max 22,9 µmol/l, p<0,001) and patients with benign ovarian disease (n=20) 
(Σ LPA med 10,4 µmol/l, min 1,1 µmol/l, max 28,8 µmol/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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ofosfatidová kyselina je zv˘‰ená v plazmû
a ascitu pacientek s ovariálním karcino-
mem (6).Lysofosfatidová kyselina (1-acyl-
2-lyso-sn-glycero-3-fosfát) je nejjedno-
du‰‰í formou fosfolipidu a její koncentrace
v plazmû je fyziologicky velmi nízká. LPA
je produkována maligním ovariálním epi-
telem a aktivuje zde mnoÏství biologic-
k˘ch odpovûdí zahrnující zv˘‰ení bunûã-
né proliferace, zv˘‰ení doby pfieÏití
sníÏením apoptózy, pokles senzitivity
k cis- platinû, zv˘‰ení invazivity nádoro-
v˘ch bunûk, zv˘‰ení produkce vaskulární-
ho endoteliálního rÛstového faktoru
(VEGF) a zvy‰uje produkci sebe sama (7).
LPA nezpÛsobuje podobné odpovûdi na
zdrav˘ch buÀkách povrchového epitelu ovaria. RÛzn˘ efekt
LPA na normální ovariální epitel ve srovnání s ovariálními
nádorov˘mi buÀkami je pravdûpodobnû dÛsledkem rÛzné
exprese LPA receptorÛ (8, 9). Bioaktivní lipid LPA zásadnû
ovlivÀuje chování karcinomu ovaria (9). 

Cíl práce
Hlavním cílem projektu bylo pfiispût ke zv˘‰ení efektivity diag-
nostiky ovariálního karcinomu a umoÏnûní záchytu ãasn˘ch sta-
dií tohoto novotvaru prostfiednictvím stanovení hladiny
lysofosfatidové kyseliny v plazmû. V roce 2003 jsme ve Fakult-
ní nemocnici vHradci Králové zavedli metodiku stanovení lyso-
fosfatidové kyseliny v plazmû u pacientek s ovariálním karcino-
mem pomocí vysokoúãinné kapilární elektroforézy s nepfiímou
UV detekcí. Specifikovali jsme jednotlivé podtypy lysofosfati-
dové kyseliny. Zhodnotili jsme rozdíl hladiny LPA u pacientek
sovariálním karcinomem aÏen zdrav˘ch. Zji‰Èovali jsme v˘znam
hladiny LPA v plazmû v souvislosti se stadiem onemocnûní,
histologick˘m typem nádoru a stupnûm diferenciace. Nejv˘-
znamnûj‰ím momentem tohoto projektu je posouzení moÏnosti
vyuÏití stanovení hladiny LPA v plazmû jako nového nádorové-
ho markeru v diagnostice ovariálního karcinomu.

Metodika
Pro stanovení hladiny LPA jsme pouÏili vysokoúãinnou kapi-
lární elektroforézu s nepfiímou UV detekcí. Tato metoda posky-
tuje moÏnost stanovení jednotliv˘ch podtypÛ lysofosfatidové
kyseliny v biologickém materiálu. Jedná 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. 

Pfiístrojové vybavení
Pro separaci byl pouÏit systém pro kapilární elektroforézu (P/A-
CE 5510, Beckman Ins., USA) se softwarov˘m systémem Gold
(Beckman Ins, USA). Pfiístroj vyuÏíval on-line UV detektor
(Beckman Ins., USA), pracoval pfii teplotû 25°C. Vzorky byly
dávkovány tlakem 3,45 kPa po dobu 5 s. Separace probíhala pfii
vloÏeném napûtí 25 kV (normální polarita s katodou na v˘stu-
pu). Kanal˘ze byla pouÏita otevfiená neupravená kfiemenná kapi-
lára (Watrex, âR), délka 47 cm o vnitfiním prÛmûru 75 mm.
Nová kapilára byla pfied prvním pouÏitím kondiciována po dobu
1 hod. 0,1 mol/l roztokem NaOH, 20 min. deionizovanou vodou,
20 min. metanolem a 30 min. separaãním pufrem. Dennû byla
kapilára prom˘vána 0,1 mol/l NaOH po dobu 5 min., deionizo-
vanou vodou 2 min. a separaãním pufrem po dobu 15 minut.

Chemikálie a pouÏité materiály 
Standardy lysofosfatidov˘ch kyselin (syntetické, ãistota >99 %) :
1-Oleoyl-2-Hydroxy-sn-Glycero-3-[Phospho-rac-(1-glycerol)]
sodná sÛl (LPG(O)), 1-Oleoyl-2-Hydroxy-sn-Glycero-3-Phosp-
hate sodná sÛl (LPA(O )), 1-Oleoyl-2-Hydroxy-sn-Glycero-3-
Phosphoethanolamine (LPE (O),1- Myristoyl- 2 - Hydroxy - sn -

Glycero-3-Phosphate sodná sÛl (LPA(M)), 1-Palmitoyl-2-Hyd-
roxy-sn-Glycero-3-Phosphate sodná sÛl (LPA (P), 1-Stearoyl-2-
Hydroxy-sn-Glycero-3-Phosphate sodná sÛl (LPA(S), 1-Palmito-
yl-2-Hydroxy-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine (LPE (P)),
1-Palmitoyl-2-Hydroxy-sn-Glycero-3-[Phospho-rac-(1-glycerol)]
sodná sÛl (LPG (P)) a1-Oleoyl-2-Hydroxy-sn-Glycero-3-[Phosp-
ho-L-Serine] sodná sÛl (LPS (O)) byly dodány firmou Avanti Polar
Lipids, Inc. (USA). Adenosin-5-monofosfát-monohydrát (AMP,
Sigma-Aldrich, SRN), metanol (p.a., Lachema, âR), kyselina bori-
tá (H3BO3, p.a., Lachema, âR), NaOH p.a. (Lachema, âR), fólie
TLC POLY SIL 20x20 cm (Macherey-Nagel, SRN). Vodné r-
oztoky byly pfiipravovány rozpou‰tûním substancí v deionizova-
né vodû (R >18 MW, Millipore-milli-Q plus, Francie). Zásobní
roztoky standardÛ byly pfiipraveny rozpu‰tûním standardu ve smû-
si metanol-chloroform (2:1 v/v) s koncentrací 5 mmol/l jednotli-
v˘ch kyselin. Pracovní standardy byly pfiipraveny vÏdy ãerstvé
fiedûním ze zásobního roztoku.

Pfiíprava vzorkÛ a jejich anal˘za
Pro extrakce vzorkÛ bylo nutno zajistit teplotu 0-4°C, aby se m-
inimalizovala tvorba esterov˘ch vazeb. K v˘chozímu objemu
biologického materiálu (1 ml séra) se pfiidalo 50 µl pracovního
roztoku standardní smûsi pfiídavkÛ LPA (S), LPA (P), LPA(O),
LPA (M) a LPA (D), ke smûsi se pipetovalo 0,2 ml 12 mol/l HCl
a 4 ml smûsi metanol-chloroform (2:1). Po 10 min. tfiepání v chla-
du se pfiidával 1 ml chloroformu a 1,25 ml vody. Po centrifugaci
(10 min/1000 g) se spodní vrstva odtáhla a odpafiila pod dusíkem
na objem cca 50 µl, takto koncentrovan˘ extrakt se nanesl na des-
ku pro tenkovrstvou chromatografii, aby do‰lo k oddûlení fosfoli-
pidÛ od lysofosfatidov˘ch kyselin (LPA). Vyvíjecí soustavou byla
smûs: chloroform - metanol - amoniak (65:35:5,5 v/v/v), separa-
ce byla na startu vizualizována postfiikem 0,1% 8-anilino-1-
naftalensulfonovou kyselinou. Spot LPA se detekoval postfiikem
vodou, extrahoval se z chromatografické desky, extrakt se odpa-
fiil pod dusíkem, odparek se poté rozpustil v 1 ml 5% roztoku sepa-
raãního pufru ve smûsi metanol-voda (9:1 v/v) a aplikoval se do
systému kapilární elektroforézy. Separace probíhala vseparaãním
pufru 5 mmol/l adenosin-5-monofosfát-monohydrátu s 10
mmol/l kyseliny borité (roztok ve smûsi metanol-voda 9:1), pH
5,4. Pfii teplotû 25°C a vloÏeném napûtí 25 kV s normální polari-
tou byly píky analyzovaného vzorku dávkovaného tlakem po dobu
5 s detekovány nepfiímou fotometrickou detekcí pfii 254 nm. 

Soubor pacientek
Do studie bylo zafiazeno celkem 93 Ïen - 29 pacientek
s karcinomem ovaria (prÛm.vûk 56, min 20, max 82 let),
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Tab. ã. 1 - Charakteristika souboru pacientek s karcinomem ovaria

Obr. ã. 1 - Chemická
struktura lysofosfati-
dové kyseliny

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

Vûk, median 45 62
(min, max) let (20– 62) (40–82)
Stadium (FIGO)
I 4 0
II 3 0
III 0 20
IV 0 2
StupeÀ diferenciace
G1 4 3
G2 3 13
G3 0 6
Histologick˘ typ nádoru
Serózní adenokarcinom 1 10
Endometroidní OCa 2 8
Mucinózní OCa 2 3
BlíÏ nespecif. OCa 2 1
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35 Ïen s peroperaãnû normálním nálezem na obou ovari-
ích (prÛm.vûk 50, min 38, max 81 let), 20 Ïen s histolo-
gicky potvrzenou benigní ovariální cystou (prÛm.vûk 39,
min 16, max 78 let) a 9 pacientek s jin˘mi malignitami (2
pacientky karcinom hrdla dûloÏního, 2 pacientky karci-
nom endometria a 5 pacientek s kolorektálním karcinom-
em) (prÛm.vûk 58, min 32, max 74 let). Charakteristika
souboru pacientek s karcinomem ovaria viz. Tab. ã. 1. 
Odbûr venózní krve byl provádûn u pacientek na Porodnické
a gynekologické klinice Fakultní nemocnice v Hradci Králo-
vé a na Gynekologicko-porodnickém oddûlení nemocnice
v Pardubicích v letech 2003 - 2005. Tûmto Ïenám byla jeden
den pfied plánovanou operací odebrána venózní krev, která byla
zpracována po podrobné preanalytické pfiípravû pomocí vyso-
koúãinné kapilární elektroforézy s nepfiímou UV detekcí. Jeli-
koÏ odbûr venózní krve patfií mezi v˘kony rutinnû provádûné
u tûchto pacientek, nebyl nutn˘ informovan˘ souhlas pacient-
ky (schváleno etickou komisí Fakultní nemocnice Hradec Krá-
lové). Pro statistické zpracování byly pouÏity neparametrické
testy Mann-Whitney a Kolmogorov-Smirnov.

Graf. ã. 2 - Hladina lysofosfatidové kyseliny u pacientek s karcinomem
ovaria a Ïen s benigní ovariální cystou (p< 0.001)

Tab. ã. 2 - Hladiny vy‰etfiovan˘ch podtypÛ lysofosfatidové kyseliny v plazmû v jednotliv˘ch skupinách pacientek 

Graf. ã. 1 - Hladina lysofosfatidové kyseliny v plazmû u pacientek s kar-
cinomem ovaria a Ïen bez patologie na ovariích (p< 0.001)

Tab.ã.2. Ovariální karcinom Bez ovariální patologie Benigní ovariální cysta Jiné malignity

n = 29 n = 35 n = 20 n = 9

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

med min - max med min - max med min - max med min - max

LPA - S 2,9 0,7 – 24,8 0,7 0,1 – 11,3 1,0 0,4 – 14,1 2,0 0,6 – 17,9

LPA - O 2,8 0,2 – 7,6 0,2 0 – 7,6 0,8 0 – 7,6 1,4 0,1 – 4,1

LPA -P 6,4 1,9 – 19,1 1,2 0,5 – 6,5 10,2 2,2 – 16,7 1,1 0,3 – 8,9

LPA -M 2,5 0,1 – 10,7 0,1 0,03 – 7,0 0,94 0,1 – 6,9 0,7 0,1 – 3,5

suma LPA 19,9 4,5 – 42,7 2,6 0,9 – 22,9 10,4 1,1 – 28,8 6,9 1,5 – 24,2

V˘sledky
Ve skupinû pacientek s ovariálním karcinomem (n=29) s hla-
dinou lysofosfatidové kyseliny stanovenou pfied zahájením pri-
mární léãby jsme specifikovali signifikantnû vy‰‰í hodnoty
v‰ech podtypÛ lysofosfatidové kyseliny z celého souboru a to
jak v ãasn˘ch tak i pozdních stadiích onemocnûní: LPA-S (I+II
(n=7) med 2,7 µmol/l, III+IV (n=22) med 5,1 µmol/l), LPA-
O (I+II med 2,4 µmol/l, III+IV med 1,8 µmol/l), LPA-P (I+II
med 3,8 µmol/l, III+ IV med 5,6 µmol/l), LPA-M (I+II med
2,6 µmol/l, III+IV med 2,1 µmol/l) (p<0,001). Statisticky
v˘znamnû niÏ‰í hodnoty jsme diagnostikovali u pacientek bez
patologie na obou ovariích (n=35). Hodnoty lysofosfatidové
kyseliny u pacientek s histologicky potvrzenou benigní ovari-
ální cystou a pacientek s ostatními malignitami byly také sta-
tisticky v˘znamnû niÏ‰í v porovnání s pacientkami s ovariál-
ním karcinomem (p<0,001) (viz. tab. ã.2, graf ã . 1 a 2).
Statisticky v˘znamn˘ rozdíl hodnot lysofosfatidové kyseliny
v plazmû v závislosti na histologickém typu nádoru a stupni
diferenciace jsme v na‰í práci nezaznamenali, to mÛÏe b˘t
zkresleno poãtem pacientek. 
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Diskuse
Ovariální karcinom je onemocnûní asociované s vysokou
mortalitou pfiedev‰ím z dÛvodu nemoÏnosti diagnostikovat
tumor v ãasném stadiu. Nalezení nového efektivního markeru
pro detekci zejména ãasn˘ch stadií onemocnûní by mohlo pfii-
spût ke zlep‰ení prognózy a celkové doby pfieÏití. V˘sledky
této práce ukázaly statisticky v˘znamnû vy‰‰í hodnoty v‰ech
podtypÛ lysofosfatidové kyseliny v plazmû u pacientek s kar-
cinomem ovaria v porovnání s kontrolní skupinou. Nejv˘raz-
nûj‰í rozdíl byl patrn˘ mezi skupinou pacientek s ovariálním
karcinomem a skupinou Ïen bez patologie na ovariích. Zmí-
nûné v˘sledky dosáhly statistické v˘znamnosti a podporují
pfiedstavu vyuÏití lysofosfatidové kyseliny jako perspektivního
markeru ovariálního karcinomu. Stejnû jako v˘sledky studie
skupiny 48 zdrav˘ch Ïen a 48 Ïen s ovariálním karcinomem,
které ukazují vy‰‰í senzitivitu LPA pro ovariální karcinom,
neÏ ostatní dostupné nádorové markery (5). Signifikantnû vy‰-
‰í hodnoty lysofosfatidové kyseliny v plazmû pacientek s ova-
riálním karcinomem prokázaly i dal‰í studie (10, 11, 12, 13,
14, 15). Pouze práce porovnávající LPA v plazmû u 32 paci-
entek s ovariálním karcinomem a 32 Ïen zdrav˘ch kapalnou
chromatografií nezjistila v˘znamné rozdíly (16). Jedním
z moÏn˘ch vysvûtlení tohoto odli‰ného v˘sledku mÛÏe b˘t roz-
díln˘ metodick˘ postup. Pfii stanovení LPA v plazmû je nutné
respektovat mimo jiné správné naãasování a teplotu pfied
a v prÛbûhu centrifugace, pfiesnou extrakci a separaci vzorkÛ,
správné koncentrace extraktu (10). Vy‰‰í plazmatické hodno-
ty LPA jsme zaznamenali i v ãasn˘ch stadiích ovariálního kar-
cinomu (FIGO I a II). Stejnû jako ve studii porovnávající hla-
diny LPA a Ca 125 v závislosti na stadiu onemocnûní.Ve stadiu
I mûlo LPA zv˘‰ené 89% a 22% mûlo elevaci Ca 125, ve sta-
diu II, III a IV ovariálního karcinomu mûlo LPA zv˘‰ené 100%
a Ca 125 54% (5). MÛÏeme tedy pfiedpokládat, Ïe stanovení
LPA v plazmû by mohlo pfiispût k detekci ãasn˘ch stadií one-
mocnûní. Zajímavé je zji‰tûní nepatrnû vy‰‰ích hodnot jedno-

tliv˘ch podtypÛ LPA u pacientek s histologicky potvrzenou
benigní ovariální cystou v porovnání s pacientkami bez pato-
logie na ovariích. Zhodnocení vztahu mezi benigními zmûna-
mi ovaria a plazmatickou hladinou tohoto fosfolipidu jsme
v dostupné literatufie nezaznamenali. Prokázána je produkce
lysofosfatidové kyseliny maligním ovariálním epitelem (10,
13, 14). LPA zvy‰uje expresi VEGF v ovariální nádorovû zmû-
nûné tkáni prostfiednictvím LPA2 receptorÛ, které jsou ve vel-
kém mnoÏství exprimovány právû na povrchu ovariálních
nádorov˘ch bunûk, ale na povrchov˘ch buÀkách normálního
epitelu ovaria prokázány nebyly (9). Je popisován minimální
vliv lysofosfatidové kyseliny na normální povrchov˘ epitel
ovaria (17). Pfiedmûtem intenzivního zájmu posledních dvou
let je zpÛsob jak˘m lysofosfatidová kyselina ovlivÀuje cho-
vání ovariálních nádorov˘ch bunûk (9). Porovnání rozdílÛ hod-
not LPA u pacientek s rÛzn˘mi diagnózami vãetnû benigních
ovariálních cyst vyÏaduje dal‰í rozsáhlej‰í studie (10,14), stej-
nû jako zhodnocení plazmatické hodnoty lysofosfatidové kyse-
liny ve vztahu k histopatologick˘m a klinick˘m parametrÛm.

Závûr
Prokázali jsme signifikantnû vy‰‰í hodnoty lysofosfatidové
kyseliny v plazmû pacientek s ovariálním karcinomem v porov-
nání jak s pacientkami bez patologie na obou ovariích tak
s pacientkami s histologicky prokázanou benigní cystou ova-
ria. Vzestup lysofosfatidové kyseliny v plazmû jsme pozoro-
vali i v ãasn˘ch stadiích onemocnûní. Lze tedy pfiedpokládat,
Ïe stanovení hladiny lysofosfatidové kyseliny v plazmû umoÏ-
ní zefektivnûní diagnostiky ovariálního karcinomu a mohlo by
pfiispût k záchytu ãasn˘ch stadií tohoto onemocnûní. Dosa-
vadní v˘sledky této studie ukazují, Ïe lysofosfatidová kyseli-
na je perspektivní marker ovariálního karcinomu.
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