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Uvod

1. UVOD

Habilitaéni prace na téma: ,,Vyznam biomarkert u nadora GIT“ byla feSena v ramci
projektd IGA MZ CR 6635-3 avramci Vyzkumného zaméru MSMT 00669806,
a vyzkumnych projekta OPVK CZ.1.07/2.2.00/20.0040 a OPVK
CZ.1.07/2.3.00/09.0142.

Zakladnim védeckovyzkumnym pracovistém je Oddéleni imunochemické diagnostiky
(pFednosta: prof. MUDr. Ondfej Topol€an, CSc.). Klinickym pracovistém je Ill. Interni
klinika VSeobecné fakultni nemocnice v Praze 2 (pfednosta: prof. MUDr. Michal Krsek,
CSc., MBA), kde se autorka pres dvacet let zabyva prevenci, diagnostikou a Ié¢bou
metabolického syndromu a s nim spojenych komorbidit a komplikaci. Prace byla
vypracovana dale ve spolupraci s Onkologickou klinikou VSeobecné fakultni
nemocnice v Praze 2 (Pfednosta: prof. LuboS Petruzelka, CSc.) a s Onkologickou a
radioterapeutickou klinikou Fakultni nemocnice Plzeri (Pfednosta: prof. MUDr. Jindfich
Finek, Ph.D., MHA).

Prace je rozclenéna do nasledujicich zakladnich kapitol:

V uvodni teoretické kapitole je uveden zakladni prehled epidemiologie
a etiopatogeneze jednak metabolického syndromu a zakladnich  nador(
gastrointestinalniho traktu. Dale je prezentovan pFehled a vyuziti zakladnich
biomarkert u nadort GIT a zakladni princip i pfehled laboratornich analyz, které jsou

v souCasné dobé k dispozici ke stanoveni jednotlivych biomarkera.

Ve vlastni praktické Casti jsouv kapitole prezentovany pilotni studie kolorektalniho
karcinomu, karcinomu pankreatu a hepatocelularniho karcinomu. Jsou zde
prezentovany cile, skupiny pacientl, metodika, vysledky a diskuse. V zavérech
jednotlivych pilotnich studii je diskutovan vyznam stanoveni jednotlivych biomarker(

riznych nadord GIT pro rutinni |ékafskou praxi.

V posledni Casti prace je uveden prehled pouzité literatury.



Prehled souéasného stavu problematiky

2. PREHLED SOUCASNEHO STAVU PROBLEMATIKY

2.1. Epidemiologie

2.1.1. Epidemiologie metabolického syndromu

Metabolicky syndrom, a jesté vystiznéji kardiometabolicky syndrom (KMS), je soubor
rizikovych faktord, které se Casto vyskytuji spolecné a vznikaji velmi pravdépodobné
na podkladé inzulinové rezistence. Souvisi s fadou pozdnich komplikaci, v posledni
dobé se ukazuje ivyznamna souvislost s vySSim rizikem vzniku nadorovych

onemocnéni.

Podle globalniho prizkumu obezity ve 195 zemich provedeného v roce 2015 bylo
obéznich 604 miliont dospélych a 108 milionu déti. Od roku 1980 se prevalence
obezity zdvojnasobila v 73 zemich a zvysila se ve vétSiné ostatnich zemi. Jesté vice
alarmujici je, Ze mira narastu byla jesté vysSi u détské obezity.(Obesity collaborators, 2017)
Podle tohoto prizkumu jiz davno obezita neni chorobou blahobytu. k nejvy$Simu
narustu prevalence obezity u mladych muzl (25-29 let) doSlo v zemich s nizkym

socioekonomickym indexem.[Saklayen MG, 2018]

Podobné globalni Udaje o metabolickém syndromu nemame. Hlavnim ddvodem je
nékolik zasadnich zmén definici na zakladé doporuceni odbornych spolecnosti. Ale
protoZze se odhaduje, Zze metabolicky syndrom se vyskytuje az tfikrat Castéji nez
diabetes, Ize globalni prevalenci odhadnout na pfiblizné Ctvrtinu svétové populace. To
znamena, Ze vice nez miliarda lidi na svété je jiZ nyni postiZzena metabolickym

syndromem.

Odhady prevalence se liSi pravé v zavislosti na kritériich pouzitych pro definici MS.
Naptiklad narodni prizkum v iranu v roce 2007 ukazal, Ze prevalence MS byla asi
34,7 % na zakladé kritérii ATP Ill, 37,4 % na zakladé definice IDF a 41,6 % na zakladé
kritérii ATP Il / AHA / NHLBI. V jiné blizkovychodni zemi, Tunisku, byla prevalence
45,5 % na zakladé kritérii IDF, ale 24,3 % na zakladé kritérii ATP Ill. Ale ve vSech

zemich Blizkého vychodu byla prevalence mnohem vy$8i u Zen nez u muzy.(©gursovak,
2017)

Souhrnny trend jednotlivych onkologickych diagnéz za obdobi 2009-2018 byl

stanoven pomoci pramérné rocni procentualni zmény (AAPC) urlené na zakladé
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metody joinpoint regrese. Pro celkovou incidenci ZN bez nemelanomovych koznich
byl zaznamenan prumérny rocni procentualni narust +0,7 % ro¢né (IS: +0,4 %;
+1,1%). Umuzd doslo knarGstu incidence zhoubnych novotvard bez
nemelanomovych koznich o +0,6 % ro¢né (I1S: +0,1 %; +1,0 %), u Zen o +0,3 % rocné
(IS: -0,1 %; +0,8 %), avSak pozorovany narUst neni uZen statisticky vyznamny.
Nejvyraznéjsi narust celkové incidence v recentnim obdobi 2009-2018 byl pozorovan
pro zhoubny melanom kuze, ukterého byla zaznamenana pramérna rocni
procentualni zména +3,5% (IS: +3,2 %; +3,8 %), aZN jicnu, pro ktery doSlo
k primérnému narustu incidence o0 +2,5 % ro¢né (IS: +2,1 %; +2,9 %). Naopak nejvétsi
pokles v obdobi poslednich 10 let byl zaznamenan pro ZN hrdla délozniho, u kterého
byl patrny primérny pokles incidence o0 -3,4 % ro¢né (IS: - 4,4 %; -2,4 %), a ZN
Zluéniku a zlu€ovych cest, kde bylo pozorovano primérné snizeni o -2,1 % s kazdym
rokem (I1S: —=2,6 %; —1,7 %). U muzi byl zaznamenan nejvy$Si narust incidence pro
zhoubny melanom kize (AAPC: +3,3 %; IS: +2,7 %; +3,8 %) a non-Hodgkinuv lymfom
(AAPC: +2,4 %; IS: +2,2 %; +2,6 %). Nejvyraznéjsi pokles byl pro muze patrny u ZN
Zaludku (AAPC: -1,8 %; I1S: =2,0 %; -1,6 %) a ZN tlustého stfeva a koneéniku (AAPC:
-1,3 %; IS: -2,1 %; -0,6 %). U Zen doSlo k nejvyraznéjSimu narustu incidence v
obdobi 2009-2018 pro ZN hlavy a krku (AAPC: +3,9 %; IS: +3,5 %; +4,3 %) a ZN jicnu
(AAPC: +3,5 %; IS: +2,8 %; +4,2 %). Naopak nejvétsi pokles byl zaznamenan pro ZN
hrdla délozniho (AAPC: -3,4 %; IS: 4,4 %; —2,4 %) a ZN Zlu¢niku a Zlu€ovych cest
(AAPC: =3,0 %; 1S: =3,8 %; —2,3 %). (2010l NOR, www.uzis,cz)

2.1.2. Epidemiologie nadoru gastrointestinalniho traktu

Zhoubné nadory gastrointestinalniho traktu zahrnuji epidemiologicky heterogenni
skupinu, ktera zahrnuje jak &asto se vyskytujici zhoubné nadory (kolorektalni
karcinom, nadory pankreatu), tak i nadory, které se v naSich oblastech vyskytuji
relativné zfidka (GIST, nadory jater, tenkého stfeva, neuroendokrinni nadory GIT).
Obecné vSak zhoubné nadory GIT velmi vyznamné pfispivaji k celkové onkologické
morbidité &eské populace, coZ potvrzuji i mezinarodni srovnani. Ceska republika
vykazuje tfeti nejvySsi incidenci a osmou nejvyssi mortalitu na nadory GIT v Evropé.
Podle poslednich dostupnych dat Narodniho onkologického registru CR bylo
v roce 2016 nové diagnostikovano 13 679 nadori GIT a7 955 pacientd na tato

onemocnéni zemfrelo.



Tabulka é&. 1: Vyvoj incidence a mortality (Zdroj: UZIS, www.svod.cz).
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Jicen C15 415 375 507 623 408 514
Zaludek C16 2190 1871 1711 1405 1322 163
Tenké strevo C17 80 51 156 195 77 71
Tlusté stfevo C18-21 7019 4385 7898 4473 7796 3746
Jatra Cc22 820 734 850 719 918 730
Zluc C23-24 1084 932 991 840 850 697
Slinivka C25 1570 1433 1927 1693 2243 1982
Ost. GIT C26 172 168 111 94 65 52
13350 9949 14151 10042 13679 7955

Incidence vSech nadort GIT od r. 1999 stoupla, ale trend posledni dekady je mirné
sestupny. Totéz se tyka i mortality ve stejném obdobi. Tyto trendy pfedevsim ukazuji
na prodluzujici se preziti Ceskych pacientl; zejména u nadoru jicnu a kolorekta je v
obdobi 2005 - 2009 dolozitelné zlepSeni pétiletého relativniho pfeZziti (o 7-10 %) nez v
obdobi pfed rokem 1999; k mirnému zlepSeni dochazi rovnéz u ZN Zaludku (+5,5 %).
Naopak relativni pétileté preziti se za poslednich deset let vyznamné neposunulo
u nadord jater, zluéniku a Zlu€ovych cest a u nadoru slinivky bfisni. Nardst incidence
pfi stabilizované nebo klesajici mortalité zvySuje prevalenci nador GIT, ktera v roce
2009 dosahla hodnoty 58 343 osob. (Pusek 2012)
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Tabulka €. 2: Porovnani epidemiologickych dat nadord GIT v CR se zahraniéim
z roku 2016 (Zdroj: UZIS, www.svod.cz)

Incidence v CR (2016) Mortalita v CR (2016)
. Poradi
Lokalizace MKN ex
ve svété Na Na
ASR-W* | Absolutni | 100000 | ASR-W* | Absolutni | 100000
obyv. obyv.
Jicen C15 87. 3,03 623 6,13 2,39 514 5,01
Zaludek C16 48. 5,98 1405 13,3 4,27 1063 10,06
Tlusté stfevo | 14 5 7. 3408 | 7796 | 73,79 | 1419 | 3746 | 3546
a konecnik
Jatra Cc22 106. 3,87 918 8,69 2,98 730 6,91
Zluénik C23 3. 1,68 441 4,17 1.4 374 3,54
Slinivka C25 2. 9,55 2125 21,23 8,03 1855 18,76

*Pozn.: ASR (Age Standardized Rate) vékové standardizovana incidence/mortalita —
prima standardizace, kdy se standardizace pfepocitava na rozlozeni véku a uvadi se
na 100 000 obyvatel.

NejenZze v pfipadé kolorektalniho karcinomu mame nejvétsi incidenci na celém svété
(Ci jednu z 3 nejvyssich dle pouzitého standardu, jak bylo vySe rozebrano), v nadorech
Zluéniku a zZluCovych cest, v nadorech pankreatu jsme prvni v Evropé. U vétSiny
nadorl traviciho Ustroji se setkavame s narlistem novych pfipadl. Naproti tomu i u nas
doSlo pouze k poklesu vyskytu karcinomu Zaludku v souladu s celosvétovym vyvojem
(pravdépodobné v souvislosti se zavedenim ledni¢ek a sniZzenim rizika pojidani

zkazenych potravin a s postupnou eradikaci infekci Helicobacter pylori).

Incidence zhoubnych onemocnéni v Ceské republice v dlouhodobém trendu stéle
roste. V roce 2018 bylo v CR nové diagnostikovano 87 361 onemocnéni, tedy 822,1 na
100 000 osob. Incidence téchto onemocnéni je dlouhodobé lehce vyssSi v populaci
muzu nez v populaci zen, pomér zastoupeni muzli a zen v roce 2018 byl 1,2 : 1. P¥i

mezinarodnim srovnani stoji CR v incidenci zhoubnych novotvard v Evropé& na 16.—17.
ml'Sté'(FerIay J, 2018)
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Mezi nejCastéjSi malignity patfily ZN prostaty, ZN tlustého stfeva a konecniku, ZN prsu
u zen aZN pradusnice, pradusky a plice, které dohromady tvofily témér polovinu
(49,0 %) vSech zhoubnych nadord diagnostikovanych v CR v roce 2018 bez dg. C44
— nemelanomovych koznich ZN. Kazdym rokem je nové diagnostikovano pfiblizné 7
700 onemocnéni ZN tlustého stfeva a konec€niku, 7 500 onemocnéni ZN prostaty, 7
200 onemocnéni ZN prsu u zen a 6 600 onemocnéni ZN pridusnice, pradusky a plice.
Nejc¢astéjSim zhoubnym novotvarem v roce 2018 u muzu byl ZN prostaty, ktery tvofil
25,0 % vSech novych onemocnéni ZN u muzl. Nejcastéji diagnostikovanym
novotvarem u Zen byl ZN prsu, ktery pfedstavoval 26,5 % vSech novych onemocnéni
ZN u Zen. Na druhém misté v nové diagnostikovanych onemocnénich ZN byl v roce
2018 u muzu i Zzen ZN tlustého stfeva a konec¢niku, ktery celkoveé tvofil 12,4 % vSech
novych onemocnéni. Na tfeti pficce byly u obou pohlavi ZN pradusnice, pradusky
a plice predstavujici 11,0 % vSech novych onemocnéni v roce 2018. V roce 2018
zemfelo na zhoubné novotvary kromé nemelanomovych koznich celkem 27 521 osob,
coz je 259,0 na 100 000 osob.

Obrazek €. 1: Prevalence novotvart GIT k 31. 12. 2018 na 100 000 obyvatel.

1000,0

556,8

100,0

23,2

1,0

mCle m(Cl18-20 m(C22 C23,C24 mC25

(C16: Ca Zzaludku, C18-20: Kolorektalni karcinom, C 22: Hepatocelularni karcinom
a intrahepatalni karcinom Zlu¢ovych cest, C 23-24: Karcinom Zluéniku a Zlucovych cest, C 25:
Karcinom pankreatu)
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2.1.2.1. Nadory zaludku

Celosvétové je karcinom zaludku diagnostikovan asi u 990 000 lidi, z nichZ pfiblizné
738 000 zemfe. Karcinom Zaludku je ¢tvrtou nejCastéjSi rakovinou a druhou nejCastéjsi

pfi€¢inou umrti na rakovinu.

Incidence karcinomu Zaludku zavisi na pohlavi a demografii. Muzi jsou dvakrat az
tfikrat nachylnéjsi nez zeny. Vyskyt vykazuje obrovskou geografickou rozmanitost. Byl
zjistén vyznamny nardst incidence pfedevSim v rozvojovych zemich. Mezi oblasti
s nejvyssi pravdépodobnosti vzniku karcinomu Zaludku patfi Stfedni a Jizni Amerika,
vychodni Evropa a vychodni Asie (Cina a Japonsko). Mezi oblasti s nizkym rizikem
patfi Australie a Novy Zéland, jizni Asie, severni a vychodni Afrika a Severni Amerika.
i pfestoze incidence karcinomu ZzZaludku ma celosvétové, a predevSim ve vyspélé
zapadoevropské civilizaci vyznamné klesajici tendenci, patfi tyto nadory stale mezi

velmi vazna onemocnéni s nepfiznivou progndézou a vysokou mortalitou.

Hlavnimi faktory, které se podili na tomto poklesu, je upfednostriovani skladovani
potravin zamrazenim nad dfive €astéjSim uzenim &i prosolovanim. Rovnéz uspésna
eradikace Helicobacter pylori v populaci se vyznamné podili na tomto klesajicim
trendu.(Machlowska J, 2020) \/e srovnani incidence s ostatnimi zemé&mi zaujima CR

80. misto.

Obrézek &. 2: Srovnaniincidence karcinomu Zaludku (C16) v CR s ostatnimi
zemémi.

C16 = Faludek

grovnani incidence  CR = oztatnimi zemémi swéta, ASR - svétowd standard
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Obrézek ¢&. 3: Vyvoj incidence a mortality karcinomu Zaludku (C16) v CR.
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2.1.2.2. Nadory jater

Primarni maligni nadory jater znamenaji vyznamny celosvétovy zdravotni problém.

V soucCasné dobé predstavuje karcinom jater patou nej¢astéjSi malignitu na svété.

Vv,

obvykle stanovena pozdé. Odhaduje se, ze do roku 2025 bude kazdorocné
postiZzeno vice nez milion osob. NejCastéjSim typem je hepatocelularni karcinom
(HCC), jehoz incidence celosvétové roste, vétSinou v dusledku chronické virové

HBV infekce zvla$té mezi obyvateli rozvojovych zemi.Philips €A 2021y nagich
podminkach se jedn o nadorové onemocnéni relativné vzacnéjsi. V CR se objevi za
rok pfiblizné u 600 obyvatel, ale incidence vyrazné narusta. Vyskytuje se nejcastéji
u pacientd s jaterni cirhozou, ale stoupa i vyskyt u nealkoholové steatohepatitidy
(NASH), ktera je casto diagnostikovana pravé u pacientd s MS. Ve srovnani

incidence s ostatnimi zemémi zaujima CR 106. misto,
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Obrazek ¢. 4: Srovnani incidence hepatocelularniho karcinomu
a intrahepatalniho karcinomu Zluéovych cest (C22) v CR s ostatnimi zemémi.

C22 - Jitra a intrahepatalni Zlucové,..

srovndni incidence v CR = ostatnimi zemémi svéta, ASR - svétowd] standard
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Obrazek ¢é. 5: Vyvoj incidence a mortality hepatocelularniho karcinomu
a intrahepatalniho karcinomu Zlucovych cest (C22) v CR.
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2.1.2.3. Kolorektalni karcinom

Nadory tlustého stfeva a koneéniku patfi celosvétové frekvenci svého vyskytu
a celkovou umrtnosti mezi tfi nej¢astéji se vyskytujici nadorova onemocnéni (Boyle P,
2002, La Vecchia C, 1992) \/ Ceské republice (CR) tvofi kolorektalni karcinom (KRK) 12,1 %
vSech nadorl u muzu a 13,7 % v8ech nadoru u Zen, coz pfedstavuje po karcinomu plic
u muzu a karcinomu prsu u zen hlavni nadorovou lokalizaci. Jedna se o dlouhodoby

pramér od roku 1977. Ve srovnani incidence s ostatnimi zemémi zaujima CR 5. misto.

V CR je v produktivnim véku od 35 do 64 let incidence zhoubného néadoru tlustého
stfeva v Evropé nejvy$si u muzi a pata nejvyssi u Zen. U nadord koneéniku je v CR
incidence v této vékové kategorii nejvyssi v Evropé u muzl i zen. V letech 1959-1991
doslo v CR k nardstu hrubé incidence 0 341 % (muzi 343 %, zeny 339 %) u nador(

tlustého streva a 0 164 % (muzi 171 %, Zeny 158 %) u nador( rekta. (Pecen L, 2000)

Incidence vyrazné narusta s vékem (ve véku 50 let: 0,39 nemocnych na 1000
obyv./rok, ve véku 80 let: 4,5 nemocnych na 1000 obyv./rok). NejvySSi vyskyt je
v pozdnim véku nad 70 let, kde KRK tvofi 21,2 % v8ech nadorl u Zen (je na prvnim

misté pfed nadory prsu) a 20,2 % vSech nadord u muzu (kde je na druhém misté po
p|iCﬂI'Ch nédorech) (La Vecchia C, 1992; Kausitz J, 2003; Pecen L, 2000)

Nadory tlustého stfeva se vyskytuji stejné ¢asto u muzu jako u zen, nadory konecniku
jsou Castéjsi u muzda (1,5:1). Synchronni nadory tlustého stfeva, tzv. 2 nebo vice
tumoru, které se vyskytuji souasné, se nachazi u 2 — 5 % nemocnych, metachronni
nadory (tzn. nova primarni léze u nemocného, kde jiz dfive byla provedena resekce
pro karcinom) jsou popisovany u 20 30 % nemocnych. Varovny je fakt, Ze CR ma

u kolorektalnich nadorti celosvétové nejvyssi mortalitu (52,7/100 000 obyvatel).

10
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Obrézek é&. 6: Srovnéni incidence kolorektdlniho karcinomu (C18 — C21) v CR
s ostatnimi zemémi.
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zrovnani incidence  CR = oztatnimi zemémi swéta, ASR - svétowd standard

Slovenszko
Mafarsko
Howd ZEland
Izrael
Ceskd republika
Australie
Nizozemsko
Kanada
MNorzko
Dansko
Italie
Irsko
EBelgie
HeEmecko
JiEni Korea

=]
Ln

10 15 20

fud
Ln

30 35 40 45

Pofadi Ceské republiku: 5 http: A Awum . svod .oz Zoroj dat: GLOBOCAM 2008

Obrazek €. 7: Vyvojincidence a mortality kolorektalniho karcinomu (C18 — C21)

v CR.
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2.1.2.4. Karcinom pankreatu

Karcinom pankreatu je 14. nej¢asté&jSi malignitou a 7. nejCastéjsi pfi€¢inou umrtnosti na
sveté. NejvySSi vékové standardizovana incidence je zaznamenana v Evropé
a Severni Americe a nejnizsi v Africe a jizni Stfedni Asii (lic M. 2016) \/e vyspélejSich
zemich je vyskyt karcinomu pankreatu vys$$i jak u muzl, tak iuzen. Navic je
v poslednich letech ve vyspélych zemich obecny trend vzestupu incidence tohoto

zavazného maligniho onemocnéni ve srovnani s rozvojovymi zemémi. (Wong MCS, 2017)

Incidence se za posledni tfi desetileti dokonce zdvojnasobila. Ceska republika zaujima
celosvétové velmi smutné druhé misto a prvni misto v Evropské unii v incidenci

karcinomu pankreatu.

Obrézek é. 8: Srovnaniincidence karcinomu pankreatu (C25) v CR s ostatnimi
zemémi.

C25 = Slinivka brisni

srovnini incidence v CR = ostathimi zemémi sudta, ASR - swdtowd standard
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Obrézek ¢&. 9: Vyvoj incidence a mortality karcinomu pankreatu (C25) v CR.
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2.1.2.5. Faktory podilejici se na vzniku nadort GIT

Dle mnoha autord ma na incidenci kolorektalniho karcinomu nepfiznivy vliv pfijem tuk(
(hlavné zivociSnych). Téz je hypotéza o nepfiznivém vlivu pfijmu piva — a to hlavné pro
vyskyt plisni ve sladu nebo chmelu, protoze béznymi potravinarskymi kontrolami neni
uplny zachyt. Obecné nadory traviciho ustroji jsou velice ¢astymi nadory s vysokou
nemocnosti i umrtnosti. Incidence téchto nadord v Ceské republice je znaéné vysoka,
ato se netyka jen kolorektalniho karcinomu. NejenZe v pfipadé kolorektalniho
karcinomu mame nejvétsSi incidenci na celém svété (Ci jednu z 3 nejvysSich dle
pouzitého standardu) v nadorech Zlu¢niku a ZluCovych cest, v nadorech pankreatu
jsme prvni v Evropé. u vétSiny nadoru traviciho Ustroji se setkavame s narGstem
novych pfipadl. Naproti tomu iunas doslo pouze k poklesu vyskytu karcinomu
Zaludku v souladu s celosvétovym vyvojem (pravdépodobné& v souvislosti se
zavedenim ledniCek a snizenim rizika pojidani zkazenych potravin a s postupnou

eradikaci infekci Helicobacter pylori).

U vSech diskutovanych nadord stoupa incidence i mortalita rovnéz v zavislosti na

vySSim véku, coz dokazuji obrazky €. 10 - 13.
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Obrazek ¢. 10: Vékova struktura pacienti s karcinomem Zaludku.
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Obrazek ¢. 11: Vékova struktura pacientd s karcinomem pankreatu.
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Obrazek €. 12: Vékova struktura pacienti s kolorektalnim karcinomem a
karcinomem konecniku.
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Obrazek ¢. 13: Vékova struktura pacienti s hepatocelularnim karcinomem
a karcinomem intrahepatalnich Zluéovych cest.
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2.1.2.6. Etiopatogeneze karcinomu zaludku

Bylo prokazano nékolik faktorl, které maji vyznamny vliv na zvySené riziko vzniku
karcinomu Zaludku — pozitivni rodinna anamnéza, strava, konzumace alkoholu,

koufeni, infekce Helicobacter pylori a virus Epstein-Barr (EBV).(Machlowska J., 2020)

Rodinna anamnéza se vyskytuje zhruba u 10 %, nebot vyskyt karcinomu Zaludku je
spiSe sporadicky.(auwers GY, 2014) Hereditarni difdzni karcinom Zaludku (HDGC) je
nejznaméjsi familiarni forma karcinomu Zaludku, ktera je zplsobena zmé&nami genu
kadherinu 1 (CDH1).

Korelace mezi dietnimi faktory arizikem vyvoje karcinomu Zaludku je stale
pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Svétovy fond pro vyzkum rakoviny / Americky
institut pro vyzkum rakoviny (WCRF / AICR) shrnul, Ze ovoce a zelenina jsou ochranci
proti rozvoji karcinomu Zaludku, zatimco pecené a spalené Zivo€iSné maso, potraviny
konzervované v soli a uzené potraviny pravdépodobné progresi karcinomu zvysuiji. Kim
J.,2014) Potravinové karcinogeny mohou interagovat s Zalude¢nimi epitelialnimi burikami
a vyvolavat zmény v genech a jejich expresi. Bylo zjisténo, Ze vysoky pfijem chloridu
sodného ma devastujici ucinek na zaludecni sliznici, podporujici bunécnou nekrdzu.
Dietni nebo endogenni uloha N-nitrososlou€enin rovnéz vyznamné zvysuje riziko

karcinomu gastrointestinalniho traktu.(eszet AP, 2012)

Mezi riznymi navyky, které hraji roli ve vyvoji karcinomu zaludku, byl zvazovan dopad
koureni a pfijmu alkoholu. Studie ukazuji, Ze kufaci vykazuji pfiblizné 80% zvyseni
rizika vzniku karcinomu ZzZaludku u jedincd bez konzumace alkoholu. Navic tézci
alkoholici vykazuji vy$Si riziko vzniku karcinomu zaludku. U skupiny kufakd se riziko

tohoto karcinomu odhaduje az na 80 %.Moy KA., 2010)

Helicobacter pylori (HP) je gramnegativni bakterie, kterd byla oznacena podle
Svétové zdravotnické organizace (WHO) roku 1994 za karcinogen tfidy | pro vznik
a vyvoj karcinomu Zzaludku.(shad S. 2020) (Jginek H. pylori na proces onkogeneze byl
popsan dvéma hlavnimi mechanismy: nepfimou zanétlivou reakci Zaludec¢ni sliznice
na infekci H. pylori a pfimym epigenetickym plsobenim H. pylori na zaludeéni
epitelialni buriky.(Khatoon J, 2016) Ngkolik poslednich epidemiologickych studii ukazalo, ze
infekce H. pylori je jednim z rizikovych faktord vyvoje karcinomu Zaludku. Kromé

infekce a zanétlivé reakce H. pylori naruSuje mikroprostfedi Zaludeéni tkané,
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podporuje epitelomezenchymalni tranzici (EMT) a dalSi progresi vzniku karcinomu

Zaludku. (B3 J, 2020)

Kromé infekce H. pylori se za dalSi rizikovy faktor spojeny se vznikem karcinomu
Zaludku povaZzuje i virus Epstein-Barrové (EBV). Asi 10 % karcinom( Zaludku bylo
popsano jako EBV-pozitivni, ale zatim neexistuje dostatek dikazu pro zfetelnou

etiologickou roli EBV pro vznik karcinomu Zaludku. (Fukayama M, 1994)

2.1.2.7. Etiopatogeneze karcinomu pankreatu

Vék patii k vyznamnému neovlivnitelnému rizikovému faktoru pro vznik karcinomu
pankreatu, ktery je typicky onemocnénim starSich osob. Je extrémné vzacné, aby
pacienti byli diagnostikovani pfed dosazenim véku 30 let a90 % nové
diagnostikovanych pacientll je ve véku nad 55 let, pfiCemz vétSina z nich je

diagnostikovana ve véku 70 — 80 let.(Midha S, 2016).

Incidence zavisi téz na pohlavi. Celosvétovy vyskyt rakoviny pankreatu je vysSi

U muzu nez u zen (vékové standardizovana mira 5,5 u muzu ve srovnani s 4,0 u zen)
(IARC, 2018)

V nékolika velkych epidemiologickych studiich bylo prokazano, Ze riziko vzniku
adenokarcinomu pankreatu je spojeno s ruznymi krevnimi skupinami ABO. Bylo
zZjisténo, Ze ve srovnani s pacienty s krevni skupinou 0 méli pacienti s krevni skupinou
A (HR: 1,32, 95% CI: 1,02-1,72), AB (HR: 1,51, 95% CI: 1,02-2,23) nebo B (HR: 1,72,

95% CI: 1,25-2,38) vyznamné vys$i riziko vzniku adenokarcinomu pankreatu. (Wolpin BM,
2010)

Bylo provedeno nékolik studii zkoumajicich roli stfevni mikrofléry u karcinomu
pankreatu. Bylo prokazano, Ze nizSi hladiny Neisseria elongate a Streptococcus mitis
a vys8i hladiny Porphyromonas gingivalis a Granulicatella adiacens souvisi se
zvySenym rizikem karcinomu pankreatu. K ovéfeni téchto zjisténi a také ke zjisténi,

zda by cilena Ié¢ba byla terapeutickou moznosti, jsou v8ak zapotiebi dalsi studie.Memba
R, 2017)

Karcinom pankreatu je povazovan za familiarni, pokud byli dfive diagnostikovani dva
nebo vice ptibuznych prvniho stupné a predstavuji 5 - - 10 % novych pfipadg.Hruban RH,
2010) pPacienti s familiarnimi rizikovymi faktory maji devétkrat vys$si riziko vzniku

karcinomu pankreatu nez pacienti bez rodinné anamnézy. Toto riziko se zvySuje az na
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dvaatficetkrat vyssi, pokud byli dfive diagnostikovani tfi nebo vice pfibuznych prvniho
stupné. U familiarniho karcinomu pankreatu riziko exponencialné stoupa s poctem
postizenych pfibuznych prvniho stupné aBRCA2 aPALB jsou nejCastéji

zastoupenymi mutacemi v této kohorté. (llic M. 2016; Midha S, 2016)

vvvvvv

u karcinomu pankreatu. Metaanalyza 82 publikovanych studii zjistila, Ze existuje 74%
zvySené riziko karcinomu pankreatu u kufaku (OR: 1,74, 95% CI: 1,61-1,87) a 20%
zvySené riziko u exkufaku (OR: 1,20, 95% CI: 1,11-1,29) ve srovnani s nekufraky. Tato
studie také zjistila, Ze po odvykani koufeni pfetrvava riziko po dobu nejméné
10 let.(lodice S, 2008) Nova oblast pro budouci vyzkum zatim zUstava nezodpovézena ve
vztahu k e-cigaretam a zdravi pankreatu. E-cigarety dodavaiji zahraty nikotin, ale méné
dalSich Skodlivych chemikalii nez koufeni tabaku, proto byvaji obecné propagovany

jako bezpecnéjsi alternativy k tradi€nim cigaretam. KurCeni poméru rizika

a prospésnosti elektronickych cigaret jsou zapotiebi dal$i studie.(Cummings KM, 2008)

Nékolik studii zkoumalo vliv konzumace alkoholu na vznik arozvoj karcinomu
pankreatu, ale vysledky byly dosud nejednozna¢né.Midha S. 2016)  Nejnovejsi
metaanalyza zjistila, ze nizka a stfedni konzumace alkoholu nebyla spojena se
zvySenym rizikem karcinomu pankreatu, avSak u pacientu s vysokou konzumaci
alkoholu bylo toto riziko 15% zvySené (RR: 1,15, 95% CI: 1,06-1,25; p = 0,001). Toto
zvy$ené riziko bylo nejsilngjsi u téZkych muzskych pijaku a tézkych pijaka lihovin.Wang
YT, 2016)

Nadmeérna konzumace alkoholu je také hlavni pfi€inou chronické pankreatitidy, ktera
je znamym rizikovym faktorem pro vznik karcinomu pankreatu, a proto je alkohol

v tomto prostiedi rizikovym faktorem tohoto druhu karcinomu.(Samokhvalov AV, 2015)

Chronicka pankreatitida je progresivni zanétlivy stav pankreatu vedouci k fibroze
a ztraté acinarnich bunék Langerhansovych ostriivku. Pfiblizné u 5 % téchto pacientu
se béhem Zivota rozvine karcinom pankreatu. Na zakladé metaanalyzy vysledkl ze
sedmi studii zkoumajicich chronickou pankreatitidu bylo zjiSténo 13krat vysSi riziko
vzniku karcinomu pankreatu (RR: 13,3; 95 % CI: 6,1-28,9) u pacientll s anamnézou

chronické pankreatitidy ve srovnani s béZnou populaci nebo kontrolami.(Raimondis., 2010)

Byla rovnéz prokazana souvislost mezi indexem télesné hmotnosti (BMI) a vyskytem

rakoviny pankreatu. ZvySené riziko karcinomu pankreatu u obéznich pacientl bylo

18



Prehled sou¢asného stavu problematiky

0 10 % zvySené na kazdych 5 jednotek BMI (RR: 1,10, 95% CI: 1,07-1,14) bez rozdilu

ve vysledcich mezi muzi a Zenami.

Existuji dukazy, Zze konzumace c&erveného a zpracovaného masa je spojena
s rozvojem karcinomu pankreatu. To je biologicky pfijatelné vzhledem k tomu, Ze bylo
prokazano, Zze nadmérna konzumace Cerveného a zpracovaného masa potencialné
zpusobuje poskozeni DNA a tvorbu karcinogend, jako jsou N-nitroso slou€eniny. DalSi
dietni faktory v etiologii vzniku karcinomu pankreatu zahrnuji potraviny a napoje

obsahuijici fruktdzu nebo potraviny obsahujici nasycené mastné kyseliny.(WCRF!, 2015).

2.1.2.8. Etiopatogeneze kolorektalniho karcinomu

Na vzniku kolorektalniho karcinomu (KRK) se podileji jednak faktory hereditarni a dale
faktory exogenni. Faktory hereditarni jsou zodpovédné predevsim za familiarni vyskyt
KRK v oblasti céka a colon ascendens.(Pe Vita 1997) J hereditarnich forem KRK jsou

vysoce rizikovi vSichni jedinci z postizenych rodin jiz od 20. roku véku.

Nejbéznéjsi formou je adenom nebo polyp, ktery pochazi z granulovanych bunék,
jejichz funkci je produkovat hlen, ktery lemuje tlusté stfevo. Pouze asi 10 % vSech
adenomu pfejde v invazivni karcinom. Toto riziko je umérné velikosti polypu. Invazivni

karcinom vznikajici z téchto polypl — adenokarcinom — predstavuje 96 % vSech
KRK_(Stewart SL, 2006)

Kromé vySe uvedenych exogennich pfiin vzniku KRK se v posledni dobé cCasto
diskutuje o syndromu inzulinové rezistence, ktery se vyznamné podili na vzniku KRK
i dal§ich nadorg.(Giovannucei €, 1995) |nzylinova rezistence, ktera se manifestuje
hyperinzulinémii a zménou hladin IGF a IGF-binding proteint, ma v experimentalnich
studiich stimulac¢ni efekt na maligni transformaci bunék (napf. maligni transformace
adenomu v KRK). Byla prokazana souvislost mezi vysokymi hladinami IGF-1 a vy$Sim

rizikem vzniku KRK_.(ing 1999)

VysSi vyskyt nadorovych onemocnéni u pacientl s metabolickym syndromem je téz
vysvétlovan teorii aktivace jadernych receptorid PPAR-y, ¢imz dochazi k proliferaci
peroxizomU. V sou€asné dobé je tato problematika predmétem intenzivniho zajmu
vyzkumu. V experimentalnich studiich na geneticky modifikovanych mysich se
podavaji extrémné vysoké davky senzitizérll téchto receptorl, ¢imz dochazi k 5krat

vy$Si tvorbé adenomu (pfi davkach 200krat vysSich, nez je terapeuticka antidiabeticka
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davka). Nékteré prace vSak ukazuji, Zze stimulatory PPAR-y by mohly mit i protektivni

charakter.

2.1.2.9. Etiopatogeneze primarniho hepatocelularniho karcinomu.

Samotny hepatocelularni karcinom (HCC) pfedstavuje 90 % vSech pfipadl primarniho
karcinomu jater, s témér 800 000 novymi pFipady rocné celosvétové. (LiovetJM., 2016) Ng
rozdil od jinych druh( rakoviny jsou hlavni rizikové faktory souvisejici s HCC dobfe
definovany a zahrnuji virovou hepatitidu (B a/nebo C), zvySenou konzumaci alkoholu
a nealkoholické tukové onemocnéni jater (NAFLD) u pacientd s metabolickym
syndromem a diabetem. Jiné kofaktory vzniku HCC, jako jsou aflatoxin B1 a tabak,
zvysuji rovnéz vyskyt tohoto onemocnéni, pokud jsou pfitomny ijiné dalSi bézné

rizikové faktory.(Sia P, 2016)

Nealkoholické tukové onemocnéni jater (NAFLD) se stalo hlavni pfi¢inou chronického
onemocnéni jater ve vétSiné regiontd svéta, s az 30% prevalenci v bézné
populaci.Wiliams CD, 2011) Odhaduje se, ze u 20 — 30 % pacientdl s NAFLD se v 10 — 20 %
pfipadd vyvine progresivni onemocnéni jater s nekrotizujicim zanétem a fibrézou,
které muze vést az k cirhoze.(Ahmed A 2015) Primarni HCC vyskytujici se bez pFitomnosti
cirhézy je neobvykly a vyskytuje se hlavné v 15 % pfipadu souvisejicich s HBV . Mezi
novymi pfipady HCC bez pokrocilé fibrozy nebo cirh6zy ve Spojenych statech
predstavuje NAFLD nejvétsi etiologicky podil pfipad(.Mital S, 2016) Tato entita
predstavuje vyzvu pro paradigmata klinické praxe zaloZzena na riziku HCC
zprostfedkovaném cirhézou. NizSi podil pacientt s HCC souvisejici s NAFLD
podstupuje sledovani HCC pfed diagnézou HCC nebo léCbou specifickou pro HCC
nez pacienti s HCC souvisejici s HCV. Dostupné udaje o riziku vzniku HCC podporuji
provadéni screeningu u pacientl s cirh6zou na podkladé NAFLD. Tyto programy vSak
mohou byt nakladové efektivni jen pro pacienty s pokroc€ilou fibrézou, zejména pro

pacienty s vice slozkami metabolického syndromu a Hispance.

Bez ohledu na NAFLD, diabetes a obezita rovnéz zvysSuji riziko HCC. Diabetes 2.
typu souvisel s 2 az 3nasobné vy$8im rizikem vzniku HCC (El-Serag HB, 2006) podgvani
metforminu toto zvySené riziko snizuje, zatimco aplikace inzulinu nebo podavani
sulfonylurey muze riziko vzniku HCC zvysit. (Singh S, 2013) | délka trvani diabetu muaze

souviset se zvy$enim rizika vzniku KRK.(Hassan MM, 2010)
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Populaéni studie nicméné ukazuji, ze HCV zustava hlavni pfi€inou vzniku HCC ve
Spojenych statech. V narodni studii mezi pfijemci transplantace jater je NAFLD

vrwvse

indikovanych k transplantaci jater; pfesto HCV zlstava hlavni etiologii vzniku
HCC.(Younossi Z,2018)

2.2. Mechanismus vzniku nadorid u metabolického
syndromu

Mechanismus vzniku nadoru je prfedmétem soucasného intenzivniho vyzkumu.
Objasnéni faktortl vedoucich ke vzniku nadorl patfi k prioritam Fady klinickych studii
celosvétové, zvlasté pak v Ceské republice, kde vyskyt nékterych druhd karcinomdl
patfi k nejvy$8§im na svété (karcinom pankreatu, endometria aovaria u zen,
kolorektalni karcinom a karcinom ledvin). Pfedpoklada se, Zze se na vzniku kromé
genetické predispozice podili i fada dalSich faktor(. Jednim z vyznamnych faktoru je
obezita a dalSi komorbidity v ramci metabolického syndromu (napf. diabetes Il. typu),
coz jsou metabolicka onemocnéni, jejichZz prevalence v poslednich dekadach
vyznamné stoupa a zaroven se stale posouva do mladSich vékovych skupin. To
znamena, ze se da oCekavat v budoucnu jesté mnohem vyS$si incidence nadorovych
onemocnéni. Obezita zvySuje riziko vzniku nadort 1,5 — 3,5krat a je rizikova pro

nadory kolorekta, prsu, endometria, ledvin, jicnu aj.(Pischon T.2008; Key TJ,2004; Hsu CC, 2007;
Gonzales CA, 2006)

Diskutovanych mechanismu, které vedou ke vzniku a vyvoji nadorovych onemocnéni
je cela fada. Epidemiologické studie z poslednich let prokazuji dva zakladni
mechanismy. Jeden z nich zahrnuje inzulin a insulin-like growth factor-1 (IGF-1),
steroidni pohlavni hormony, adipokiny a proces chronického mirného (low-grade)
zanétu. Tyto mechanismy jsou navzajem velmi Uzce propojeny a stupen obezity
ovliviiuje jednotlivé typy nadorl ruzné. Predpoklada se, ze osa inzulin/IGF-1 hraje
vyznamnou roli pro vznik kolorektalniho karcinomu, karcinomu pankreatu a karcinomu
prostaty. Endogenné produkované steroidni pohlavni hormony (estrogeny
a androgeny), které nachazime ve zvySenych koncentracich u obéznich jedinct, maji
nepochybné signifikantni vyznam pro vznik a vyvoj karcinomu prsu a endometria

u postmenopauzalnich zen. Adipokiny (adiponektin a leptin) i biomarkery chronického
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low-grade zanétu maji souvislost rizikem vzniku kolorektalniho

s vySSim

Jednotlivé mechanismy jsou pfehledné uvedeny na obrazku ¢. 14 — viz nize.

Obrazek ¢. 14: Mechanismy zvysujiciriziko vzniku nadoru u metabolického
syndromu _(Micucci C, 2016)
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Bila tukova tkan je v souCasné dobé povazovana za aktivni endokrinni organ
secernujici fadu hormonu s lokalnim i celkovym u€inkem (napf. leptin a adiponektin),
cytokinu (napf. TNF-a a interleukin-6) reagujicich s imunitnim systémem a rdznymi
rustovymi faktory (napf. insulin-like growth factor (IGF-1), insulin-like growth factor-
binding protein (IGFBPs) a transforming growth factor (TGF-).(Wellen KE, 2003)

Adipokiny jsou produkovany adipocyty a jejich funkci je regulace mnoha fyziologickych
procesu, jako je napfiklad regulace angiogeneze, metabolismu sacharidi a mastnych
kyselin nebo zanétlivych a imunitnich reakci.(Trayhum P, 2004 Adiponektin tvofi nejvétsi
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podil hormona v cirkulaci (0,05 % sérovych proteinu), které jsou secernovany cestou
aktivace nuklearniho receptoru Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-y (PPAR-
y) Vv tukovych burnkach. Ovliviiuje metabolismus glukézy a mastnych kyselin (snizuje
koncentraci volnych mastnych kyselin) v jaterni a svalové bunce a zvySuje inzulinovou
senzitivitu,(Chistofides A 2021)  Adiponektin ~ vykazuje  rovnéz  protizanétlivé
antiangiogenetické ucinky, &imz se povazuje za hormon s protinadorovym
efektem_(Brékenhielm E, 2004)

K nizkym sérovym hodnotam adiponektinu dochazi v disledku hypoxie tukové tkané.
Hodnoty sérového adiponektinu negativné koreluji s vy$Sim rizikem vzniku karcinomu

prsu, endometria a Zaludku.(shikawa M, 2005)

Leptin je znam jako hormon ovlivAujici pfijem potravy tim, Ze navozuje pocit sytosti,
dale zvySujici inzulinovou senzitivitu a indukujici lipolyzu v tukové tkani. Hlavnim
zdrojem je bila tukova tkan. Proto je u obéznich jedincu hladina leptinu vysoka, coz
vede nasledné Kk leptinové rezistenci. Tim se zvysSuje riziko rozvoje metabolického
syndromu se v8emi dusledky. Bylo prokazano, Ze leptin se podili na neoplastické
transformaci bunék, proliferaci a nadorové angiogenezi. Vysoké hladiny leptinu
koreluji s vySSim rizikem vzniku karcinomu prostaty, tlustého stfeva

Adipocyty dale secernuji fadu dalSich proangiogennich faktord, z nichz Vascular

AT 4 &4

hypoxii a je zakladnim induktorem v procesu metastazovani nadoru. Bylo prokazano,
Zze vysoké sérové hladiny VEGF a solubilniho receptoru VEGFR-2 pozitivné koreluji

s akumulaci visceralniho tuku.Micucci C, 2016)

Bila tukova tkan je rovnéz zdrojem mobilizujicich progenitorovych bunék a tukovych

kmenovych bunék — Adipose_Stem Cells (ASC), coz jsou mezenchymaini kmenové

buriky pochazejici z tukové tkané, které se potencialné mohou diferencovat
v osteocyty, chondrocyty a adipocyty a mohou se podilet na souvislosti mezi obezitou
a vznikem nadoru. Bunky ASC reaguji na signal z tukové tkané v disledku hypoxie i
zanétlivé reakce a podili se na procesu nadorové neovaskularizace. V dalSim procesu
se pak integruji do nadorového stromatu a zpUsobuiji transformaci bunék ve fibroblasty
asociované s nadory — cancer associated fibroblasts (CAFs).
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Inzulin hormon s potencialné nejsilnéjSim anabolickym efektem je produkovan
B-burikami Langerhansovych ostravkd pankreatu. Vyznamné se podili na regulaci
metabolismu sacharidd, proteind ilipidd. Inzulin umoZzZhuje jaternim, svalovym
a tukovym bunikam vychytavat glukézu z krevniho obéhu a podili se na zvySené
syntéze glykogenu ve svalovych itukovych burkach, esterifikaci volnych mastnych
kyselin (VMK) v adipocytech, inhibici lipolyzy a glukoneogenezi. Dale pak stimuluje
rust a diferenciaci nadorovych bunék. U zdravych Stihlych jedincl zajiStuje udrzovani
glykémie v rozsahu referenénich mezi. U obéznich jedincl dochazi ke zvySovani
sekrece tak, aby bylo jest€é mozno udrzet glykémie v rozsahu referenénich hodnot.
Postupnym zvySovanim sérovych hladin v8ak dochazi k naslednému rozvoji
inzulinové rezistence. Ta se pak podili na zvySovani koncentraci dalSich latek (napf.
adhezivnich molekul ¢i prozanétlivych cytosint). Chronicka hyperinzulinémie souvisi
s vy$8im rizikem vzniku rdznych nadoru — jako napf. kolorektalni karcinom, karcinom
pankreatu, nadory prsu aendometria. Mechanismus spociva v tom, ze potlacuje
produkci insulin-like growth factor-binding protein IGFBP-1 and -2, tedy proteina, které
se za normalnich podminek vazi na insulin-like growth factor IGF-1 a inhibuji jej. To
vede ke zvySovani cirkulujicich IGF-1, které se podili na vzniku a vyvoji nadorovych

bunék, zvlasté pokud k tomu maji pfiznivé bunécné prostredi.

Pro metabolicky syndrom je typicka rovnéz porucha metabolismu sacharidl, ktera
vede k chronické hyperglykémii. Nadbytek glukézy se transformuje v acetyl-CoA —
makromolekularni prekursor pro vznik mastnych kyselin, prekursory neesencialnich
aminokyselin a ribdzy pro vznik nukleotidu. To je zdrojem znacné energie a dalSich
substratli, které potfebuje nadorova bunka ke svému zivotu a k dalSi intenzivni

proliferaci. Tyto buiky maiji vy$Si schopnost vychytavat a utilizovat glukozu.

Nékteré studie potvrdily, Ze zvySené vychytavani a akumulace glukdzy koreluje
s gradingem tumoru, metastatickym potencialem i sniZzenou terapeutickou odpovédi
a s horsi prognézou. Bylo prokazano signifikantné vysSi riziko vzniku karcinomu
pankreatu, maligniho melanomu i urologickych nadorll u jedincd s chronicky
zvySenymi hladinami laénych glykémii. Souvislost mezi hyperglykémii a zvySenym
rizikem karcinomu plati obecng.(Statin P, 2007) Ngkteré studie prokazuji vyznamnou

souvislost mezi hyperglykémii a nadory plic v pfipadé mutace K-ras onkogenu.Micucci C.
2014)
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Tabulka €. 3: Zakladni charakteristika inzulinu, leptinu a adiponektinu.

Biomarker Molekulova 'Pocet . Fyziologicka funkce
hmotnost aminokyselin
Ve svalech aktivace transportu
glukdzy do bunék, v jatrech
Inzulin 5800 51 podpora tvorby glykogenu, v
tukové tkani podpora tvorby
tukd
Regulace tukovych zasob
Leptin 16 200 146 v organizmu, pror(istovy,
antiapoptoticky efekt
Regulace metabolizmu glukozy
Adiponektin 180 000 244 a procesu oxidace mastnych
kyselin

Uginek vySe uvedenych biomarker(l je zprostfedkovan receptory. Leptin, IGF-1
a inzulin aktivuji dvé hlavni prorustové signalni drahy. Signalni drahu PI3K
(phosphatidylinositol-3-kinase)/PKB  (proteinkinase B) asignalni drahu ERK
(extracellular signal regulated kinases), coz je jedna z MAP kinazovych drah (MAPK
mitogen activated protein kinases). Adiponektin zvySuje vyuziti inzulinu v burikach

podporou ucinnosti inzulinového receptoru.
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Obrazek é. 15: Biologicky uéinek leptinu, IGF1, inzulinu a adiponektinu.(KuceraR.)
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Dale je v souCasné dobé prfedmétem vyzkumného zajmu souvislost mezi rastovou

signalni drahou IGF-1 a zvySenymi hladinami inzulinu. Vime, Ze inzulin a IGF-1 dokazi

navzajem vyuzivat své receptory Ci dokonce existuji hybridni receptory IR/IGF1R. Da
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se tedy predpokladat, Zze zvySené hladiny inzulinu budou mit vliv na ristové drahy
v burice podobnym mechanizmem jako IGF-1. Hodnoty sérovych hladin IGF-1 zavisi
na nutricnim stavu i pohlavi jedince. VySsi hladiny IGF-1 stimuluji proliferaci bunék,
inhibuji apoptoézu, interaguji s povrchovymi membranovymi receptory — IGF-IR,
a IR.(Price AJ2012)  Tyto interakce reguluje IGFBP, ktery stabilizuje IGF v cirkulaci
a reguluje uvolfhovani a pfesun z jaterni bufky do cilovych tkani. Vazbou IGF-1 na
IGF-IR dochazi k aktivaci dvou hlavnich signalnich drah, které podporuji bunécnou
proliferaci a tumorigenesi. Nadorové bunky vykazuji vyznamnou overexpresi of IGF-1
a jeho receptoru. Vysoké hladiny IGF-1 koreluji s vy$§im rizikem riznych typu nadoru
— napf. karcinomu prsu, prostaty, plic a kolorektalniho karcinomu. Naproti tomu vysSi
hladiny IGFBP-3, které suprimuji mitogenni uc€inky IGF-I koreluji se zvySenym rizikem

vySe uvedenych nadoru negativné.

Metabolicky syndrom Casto souvisi s vySSim vyskytem zanétu. Zanétlivé zménéna

tukova tkan hraje vyznamnou roli v patogenezi vzniku arozvoje nékterych
nadoru - napf. karcinomu prsu, pankreatu ¢i ledvin. (Howe LR, 2013) \/igceralni tukova tkan
uvolfiuje prozanétlivé cytokiny, jako je napf. tumor necrosis factor (TNF-a) and
interleukin-6 (IL-6), které velmi Uzce souvisi se vznikem nadord. Je prokazano, ze
u obéznich Zen cirkuluji mnohem vysSi hladiny TNF-a a IL-6 a ty se podili na vzniku
karcinomu prsu. (Hursting SD. 2012) Tytg cytokiny indukuji angiogenezi a pozitivné koreluji
s inzulinovou rezistenci. Parametry metabolického syndromu pozitivné koreluji rovnéz
s hladinami C reaktivniho proteinu (CRP) — proteinu akutni faze zanétu, ktery je
produkovan ado krevniho obéhu secernovan. Hladiny tohoto proteinu koreluji
s vyS8im vyskytem kolorektalniho karcinomu a karcinomu délozniho Cipku €i ovarii.
Proto se CRP mlze pouzivat jako marker chronického zanétu u pacientd

s metabolickym syndromem.

Visceralni tuk reguluje také syntézu endogennich pohlavnich steroidu — jako jsou napf.

estrogeny, androgeny a progesteron. Tukova tkan je zvlasté mistem produkce
estrogent u muzl ¢i postmenopauzalnich zen. Visceralni tuk ma také vliv na redukci
jaterni syntézy a snizeni koncentrace cirkulujicich binding proteind pohlavnich
hormond, €¢imz dochazi ke zvySeni dostupnych estradioll. Epidemiologické studie
prokazaly, Ze v dUsledku vySSiho podilu visceralni tukové tkané dochazi ke

zvySenému riziku vzniku karcinomu prsu (pouze u postmenopauzalnich Zen)
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a karcinomu endometria (jak u pre-, tak ii postmenopauzalnich zen. Zvlasté estrogeny

hraji dominantni roli v regulaci diferenciace bunék, proliferaci a indukci apoptézy.

2.2.1. Nadorové biomarkery in vitro
2.2.1.1. Rozdéleni a obecna charakteristika biomarkerut

Nadorové biomarkery Ize charakterizovat jako latky produkované malignimi bunikami
¢i organismem jako odpovéd na nadorové bujeni. MUZe se jednat o antigeny
lokalizované na povrchu bunéénych membran, obsazené v cytoplazmé, solubilni
antigeny obsazené v biologickych tekutinach, enzymy metabolickych drah Cci
fragmenty cytoplazmatickych struktur uvolfiované do okoli pfi zaniku bunék. Celularni
nadorové markery lze detekovat imunohistochemicky €i v cytosolu nadoroveé buriky,
humoralni nadorové markery cirkulujici v krvi €i v jinych biologickych tekutinach lze
prokazat pomoci imunoanalytickych metod.

Pfestoze diagnosticky prah nadorovych markerl umoziuje v pfiznivych pfFipadech
detekovat nador o hmotnosti 1mg (108 nadorovych bunék), zatimco klinicka diagnéza

je uréena vétSinou az u nadoru, ktery obsahuje asi 10° bunék, neexistuje dosud

vzhledem k Sirokému spektru nadorovych onemocnéni univerzalni nadorovy marker.

PoZadavky kladené na idealni nadorovy marker jsou nasleduijici:

e je produkovan pouze u malignich onemocnéni

e je organoveé specificky

« vyskytuje se ve vysokych koncentracich v biologickych tekutinach
e koreluje s velikosti nadoru

e Kkoreluje se stadiem onemocnéni

e koreluje s prognézou

e koreluje s uc€innosti terapie

V klinické praxi neexistuje v souCasné dobé zadny nadorovy marker, ktery by tato
kritéria splnoval. Je proto nutné si vzdy uvédomit optimalni indikace a soucCasné
i limitace téchto vySetfeni. Spravné indikované vySetfeni nadorovych markerd mize
pfispét prfedevsSim k v€asnému zachytu recidivy C€i progrese onemocnéni atim
i k rychlejSimu terapeutickému zakroku, ktery mudze prodlouzit Zivot nemocného.
Organova specificita pfi vySetfovani nadorovych markerl je nizka, a proto je nezbytné
nutné jejich dynamické sledovani v pravidelnych intervalech.
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Indikace vySetifeni nadorovych markert u karcinomu tlustého stfeva maiji své limitace.
Jedna se o doplikovou diagnostickou metodu. Pro spravnou interpretaci vysledku je
proto nezbytna nejen spravna volba nadorovych marker(, ale pfedevSim zpusob jejich
klinického vyhodnoceni, které vyzaduje uzkou interdisciplinarni spolupraci mezi

klinikem a laboratornim pracovnikem.

V tabulce €. 4 je uveden pfehled nadorovych biomarkerl nejCastéji vySetfovanych

v klinické praxi.
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Tabulka €. 4: Rozdéleni nadorovych markeru podle funkce.

Skupina markeru:

Jednotlivé markery.

Majici funkci u plodu

Onkofetalni

CEA
AFP
hCG
SP1

a mucinézni
antigeny
Karbohydratové(cancer)

antigeny

CA 125
CA 15-3
CA 19-9
CA 50

CA72-4

Cytokeratinové nadorové markery

TPA
TPS
CYFRA 21.1
SCC

Proliferacni

Neuron specificka enolaza
Thymidinkinaza

Enzymy
Ostatni

Prostaticky specificky
antigen

Kysela prostaticka fosfataza
Laktatdehydrogenaza

Ektopicka sekrece

Adrenokortikotropni hormon
Antidiureticky hormon
Kortizon

Parathormon

Prolaktin

Hormony

Produkované nadorem

Placentarni laktogen
Kalcitonin
Parathormon

Prolaktin

Receptory

Estrogenové

Progesteronoveé

Ostatni blize nespecifikované latky

Feritin
B2-mikroglobulin

Imunoglobuliny
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Vétsina nadorovych markeru patfi mezi onkofetalni antigeny. Jde o latky, které
nachazime v pomérné vysokych koncentracich u plodu, kde se vyskytuji na povrchu
diferencujicich se bunék (diferenciaCni antigeny) a hraji vyznamnou roli ve vyvoiji
plodu. U zdravych dospélych osob je jejich hladina velice nizka a pfesna biologicka
funkce neni znama. PFi vétSiné nadorovych onemocnéni se jejich aktivita vyrazné
zvysuje. Typické pro né je, Ze se vyskytuji pfedevsim u dobfe diferencovanych nadoru
a jejich hladina vétSinou koreluje s velikosti nadorové masy. Jejich stanoveni ma

vyznam zejména pro uréeni prognozy nadorového onemocnéni a kontrolu terapie.

Cytokeratinové nadorové markery jsou markery vzniklé naruSsenim nebo
nekontrolovanym rustem cytoskeletu buriky. Vyskytuji se jako cirkulujici fragmenty
nebo komplexy fragmentl cytokeratint 8, 18, 19 normalniho epitelu. Souviseji vyrazné

s bunécnou proliferaci a mnozi autofi je fadi mezi proliferacni nadorové markery.

Enzymatické nadorové markery jsou po onkofetalnich antigenech druhou nejCasté;ji
uzivanou skupinou nadorovych markert. Muzeme je rozdélit na dvé podskupiny. Prvni
podskupinu tvofi enzymy majici biologickou funkci pfedevsSim pfi bunéném déleni,
(napf. thymidinkinaza a neuron-specificka enolaza). Tyto markery jsou znaéné
zvysené u vSech stavl charakterizovanych predevsim vyraznou bunécnou proliferaci.
Proto se uplatiiuji pfi urCovani progndzy a stadia onemocnéni. Markery druhé
podskupiny jsou enzymy, které se vyskytuji ive zdravych tkanich, kde pIni své
biologické funkce. Tyto markery jsou vysoce organové Ci tkanové specifické, ale
neposkytuji jakoukoliv informaci o typu poskozeni daného organu ¢i tkané. Daji se

pouzit k ur€eni primarni lokalizace nadoru.

Dal$im typem nadorovych markert jsou hormony. Jsou produkovany bud pfimo
samotnymi endokrinnimi bunfikami (napf. kalcitonin medularnim karcinomem S§titné
Zlazy nebo tyreoglobulin pfi typu folikularnim) nebo jsou produkovany ektopicky (napf.
latka podobna ACTH nebo hCG pfi bronchogennim karcinomu). Tyto nadorové
markery jsou nej¢astéji vyuzivany ke kontrole efektu at jiz operacni ¢i medikamentdzni
léCby.

U nadorl hormonalné aktivnich se stanovuji ipocCty receptord. Na rozdil od
predchozich markeru, které se prevazné stanovuiji v séru, jde o markery tkanové, které
se stanovuji v bioptickém materialu. Maji jednak vyznam pro ur€eni prognézy nadoru,

ale rozhodujici vyznam maiji pro volbu a kontrolu terapie (jako napf. u nadoru prsu).
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Posledni skupinu nadorovych markeru tvofi nejriznéjsi tkanémi produkované blize
nespecifikované latky, které se nedaji zafadit do Zadné z pfedchozich skupin, ale pfi
nadoroveém bujeni se jejich hladiny v krvi zvySuji jako nespecificka reakce organismu

na pritomnost nadorového onemocnéni (feritin, R2-mikroglobulin, imunoglobuliny).

2.2.1.2. Biomarkery

V posledni dobé se zkouma v souvislosti s nadorovym procesem mnoho novych latek
a parametrd, u kterych je znamo, Ze se vyskytuji iu jinych onemocnéni, napf.
u zanétlivych procesu ¢i autoimunitnich procesul. Z tohoto divodu se jiz nyni tyto nové
parametry nemohou nazyvat nadorovymi markery, ale obecné se nazyvaji parametry

biologické aktivity neboli biomarkery.

2.2.1.2.1. Nadorové markery onkofetalni

CEA (karcinoembryonalni antigen)

Charakteristika: CEA je smési 36 glykoproteini s molekulovou hmotnosti mezi
150 — 300 kDa, které jsou z 55 % tvofeny sacharidy a ze 45 % bilkovinami. Vysoka
heterogenita molekuly je dana heterogenitou sacharidové slozky, proteinova slozka je

konstantni. Az dosud je znamo 16 kodujicich genda.

Vyskyt: CEA je onkofetalni bilkovinou, kterou lze prokazat na povrchu membran
epitelovych bunék pFedevSim traviciho ustroji a bronchl. V prvnim trimestru je
obsazen v bunécné cytoplazmé. V pozdéjsich fazich vyvoje plodu je souc€asti povrchu
bunéCnych membran. U dospélych je produkovan jen ve velice omezené mife
epitelialnimi  bunfikami bronchl, prsni zlazy atraviciho ustroji. V minimalnich
koncentracich se CEA vyskytuje v krvi, pleuralnim vypotku, ascitu a mozkomisnim
moku. NejvysSi koncentrace jsou nachazeny ve vyvodech slinnych Zlaz. CEA je

pfedevsim metabolizovan v jatrech a vylucovan ledvinami.

Tabulka €. 5: Zvysené hodnoty CEA.

Maligni onemocnéni Benigni onemocnéni
e Traviciho ustroji e U kufakud (do 5 ng/ml)
o Ca zaludku e pfi chronickém ledvinovém
. . selhan
o Ca tracniku
o Carekta

32



Prehled sou¢asného stavu problematiky

o Caplic
Gynekologickych nadorech
o Caprsu
o Ca vajecniku
o Ca délohy
Ca prostaty

Ca stitné zlazy

u benignich onemocnénich GIT
a jater

ulcerézni kolitida
Crohnova choroba

Strevni
hepatitidy

polyp6zachronické

jaterni cirh6za

chronicka pankreatitida
Zanétliva onemocneéni plic
bronchopneumonie
chronicka bronchitida
TBC plic

Mukovisciddza
Autoimunitni choroby

Benignich adenomyh prsu

Tabulka

€. 6: Referencni hodnoty CEA.

Hodnoty: Jednotky:
Normailni hodnoty: ng/ml
Hrani¢ni hodnoty ng/mil
Patologické hodnoty >5 ng/mi

2.2.1.2.2.
CA 19-9

Nadorové markery mucinézni

Charakteristika: CA 19-9 je monoklonalni protilatkou definovany mucin-sialo-

glykolipid s molekulovou hmotnosti vice nez 1000 kDa s 10 % sacharidd. Patfi mezi

onkofetal

ni nadoroveé markery.

Vyskyt: Vyskyt CA 19-9 Uzce souvisi s Lewis(a) determinantou krevni skupiny.

U vzacné se vyskytujici Lewis(a-/b-) skupiny neni tento nadorovy marker produkovan.

U plodu se vyskytuje v epitelovych bunkach, pfedevsim traviciho ustroji, pankreatu

a jater. U dospélych je produkovan jen ve velice omezené mife epitelialnimi burfikami
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V minimalnich koncentracich se vyskytuje v krvi,

pleuralnim vypotku, ascitu a mozkomisnim moku. CA 19-9 se eliminuje vyhradné Zludi,

u malo diferencovanych karcinomu se jeho produkce sniZuje a v anaplastickych chybi

uplné.

Tabulka €. 7: Zvysené hodnoty CA 19-9.

Maligni onemocnéni

Benigni onemocnéni

Karcinomy traviciho ustroji
o Ca pankreatu

o Ca Zlu€niku
a ZluCovych cest

o primarni Ca jater

o Ca zaludku

o kolorektalni karcinom
Ca prsu

Ca ovarii (pfedevsim
mucinézniho typu)

Ca délohy

Metastazy vySe uvedenych
karcinomu do jater

e Benigni
a stfeva (pfedevsim zanétliva)

Onemocneéni jater a zlu¢ovych
cest

o cirhdza jater

o primarni biliarni cirhdza
o akutni hepatitida

o toxicka hepatitida

o chronicka hepatitida

o cholecystitida

o cholangoitida

o choledocholitiaza

e Akutni a chronicka pankreatitida

onemocnéni

zaludku

Tabulka €. 8: Referenéni hodnoty CA 19-9.

2.2.1.2.3.

Hodnoty: Jednotky:
Normalni hodnoty: 0-30 IU/ml
Hrani¢ni hodnoty 30 - 40 IU/ml
Patologické hodnoty > 40 IU/ml
Proliferativni nadorové markery
TK (thymidinkinaza)
Thymidinkinaza katalyzuje pfeménu thymidinu

Charakteristika:

na

thymidinmonofosfat (TMP) za pfitomnosti adenosintrifosfatu (ATP). TMP je pfeveden
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v nékolika krocich na trifosfat, ktery je zabudovan do DNA. Protoze Ize do DNA
zabudovat thymidin jen ve fosforylované formé&, hraje thymidinkinaza podstatnou roli
pfi zpracovani thymidinu v burice. De novo syntéza thymidinfosfatu normalné probiha
za katalyzy thymidylatsyntetazy z deoxyuridinmonofosfatu za pfitomnosti kyseliny
listové a vitaminu Bi2. Thymidinkinaza na rozdil od thymidylatsyntetazy pouziva jako
substrat bud exogenni thymidin z potravy nebo endogenni thymidin uvolnény
z odbouravacich reakci. Je oznaCovana také jako “salvage enzyme" (zachranny
enzym). TK je nespecificky nadorovy marker schopny zachytit maligni rist v riznych
organech.

Vyskyt: V eukaryotnich burfikach se nachazeji dva izoenzymy thymidinkinazy, které
se odlisuji biochemicky a elektroforeticky. U zdravého dospélého jedince se nachazeji

v séru jen nizké koncentrace TK, vy$Si hodnoty se mohou vyskytnout u neoplastickych

onemocnéni a nékterych virovych infekci.

Tabulka €. 9: Zvysené hodnoty TK.

Maligni onemocnéni Benigni onemocnéni
e hematologicka maligni e virové infekce
onemocnéni .,
e psoriaza

. E;g:]oogr;eam nasledujicich . TBC pleuritida
o bronchogenni karcinom « sarkoidoza

revmaticka onemocnéni
o Caprsu *

o kolorektalni karcinom e zanétliva onemocnéni plic
a traviciho ustroji
o Ca prostat o .

P y e pernicidzni a megaloblastické

o Catestes anémie
o Ca mocového méchyre « kolagenozy

o karcinomatdéza serdéznich
blan
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Tabulka €. 10: Referenc¢ni hodnoty TK.

Hodnoty: Jednotky:
Normailni hodnoty: 0-5 U/l
Hrani¢ni hodnoty 5-10 U/l
Patologické hodnoty > 10 U/l

2.2.1.2.4. Fragmenty cytokeratinu

Jde o cirkulujici komplexy fragment( cytokeratini 8, 18 a 19, které se vyskytuji jak
v normalnim epitelu (jednoduchy, Zzlazovy, vyvodovy, pfechodny apod.), tak
v nadorovych burnkach odvozujicich se od tohoto epitelu (mlé€na Zlaza, plice, ovarium,
stfevo, trachea, moCovy méchy¥, pankreas, vétSina endokrinnich Zlaz, prostata apod.).

Jsou pak prokazovany protilatkami rizné oznaCovanych testu.

Cytokeratiny tvofi tzv. intermediarni filamenta a jsou soucasti cytoskeletonu; jsou dva
typy: cytokeratinu: typ | - kyselé cytokeratininy 9 — 19 a cytokeratiny typ Il - neutralni
a bazické 1 — 8. V bunkach jsou organizovany jako heterodimery. V procesu
buné&éného déleni je jejich zmnozZeni projevem proliferace bunék. U malignich nadort
v progresi (Sifeni do okoli, metastazy) dochazi k proteolytickému odStépovani
solubilnich fragmentu, které se dostavaji do krevniho obéhu, ajsou tak markery

nadorové proliferace.

Tabulka €. 11: Reaktivita rdznych testd proti fragmentum cytokeratinu.

Test Fragment 8 | Fragment 18 | Dimer 8/19 | Fragment 19
TPA +++ + +++ +++
TPS + +++ + +
TPA-M + + +++ +++
TPAcyk + +++ + -
CYFRA 21-1 - - +++ +++
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TPA (tkanovy polypeptidicky antigen)

Charakteristika: Tkanovy polypeptidicky antigen pfibuzny s fragmenty cytokeratinu 8,
18 a 19. Je tvofen normalnimi i nadorovymi buikami. K markantnimu zvySeni dochazi
pfi vyrazném zvySeni proliferaCni aktivity. V téhotenstvi stoupa béhem gestace (k

navratu k vychozim hodnotam dochazi 5 dni po porodu); zvySen je téz u zanéta.

Vyskyt: Fyziologicky je TPA (spole¢né s TPS) produkovan trofoblastem placenty,
a dale v jatrech, plicich, stfevé a ledvinach vyvijejiciho se plodu. U zdravych dospélych
je mozné oba markery zjistit v epitelialni vystelce vyvodu mlécné zZlazy, mocového

meéchyfe, v plicich a v organech traviciho traktu.

Tabulka €. 12: Zvysené hodnoty TPA.

Maligni onemocnéni Benigni onemocnéni
e Caprsu e hepatitida
e nadory orofacialni oblasti o jaterni cirh6za
o Ca prostaty o diabetes mellitus
o Ca 8titné Zlazy o infekce respiracniho traktu
o Ca plic nemalobunécny e benigni onemocnéni prsu
o Caledvin e benigni onemocnéni traviciho
o Ca mocCového méchyie ustroji
. Ca ovarii e pooperacni stavy
« nadory varlat e revmaticka onemocneni

Tabulka é. 13: Referenéni hodnoty TPA.

Hodnoty: Jednotky:
Normalni hodnoty: 0-120 IU/mi
Hrani¢ni hodnoty 120-140 IU/ml
Patologické hodnoty > 140 IU/mi

Pozn.: V dlouhodobych studiich je nutné dodrzovat pouzivani jednoho typu stanoveni
(TPA nebo TPS) vzhledem k odliSné specifité protilatek.
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Tkanovy polypeptidovy antigen — specificky; tvofi se v pozdni S-fazi a G2 fazi

bunécného cyklu (uvolfiuje se bezprostiedné po mitdéze). Na rozdil od TPA je

stanovovan monoklonalni protilatkou (M3) proti jednomu epitopu — CK 18.

Tabulka €. 14: Zvysené hodnoty TPA.

Maligni onemocnéni

Benigni onemocnéni

Ca prsu

Nadory orofacialni oblasti
Ca jater

Ca pankreatu

Nadory varlat a ca prostaty
Ca §titné zlazy

Ca plic

Ca ledvin

Ca ovarii

Hepatitida

Jaterni cirhoza

Diabetes mellitus

Infekce respiraéniho traktu
Benigni onemocnéni prsu
Benigni onemocnéni traviciho
ustroji

Pooperacni stavy

Revmaticka onemocnéni

Imunoalteracni onemocnéni

Tabulka €. 15: Referenéni hodnoty TPS.

Hodnoty: Jednotky:
Normalni hodnoty: 0-90 U/ml
Hrani¢ni hodnoty 90-120 IU/ml
Patologické hodnoty > 120 [U/ml

2.2.1.25.

Matrix metaloproteinazy:

Jedna se o skupinu proteolytickych enzymu, které pulsobi svym proteolytickym

ucinkem na bazalni membranu endotelii a extracelularni matrix. V souCasné dobé je

klasifikovano pres 20 matrix metaloproteinaz, pfehled je uveden v tabulce €. 16.
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Tabulka €. 16: Prehled jednotlivych skupin matrix metaloproteinaz.

Skupina Druh Zkratka Molek. Prlfnarnlosubstra’\t
hmotn. (misto pusobeni)
Intersticialni Kolagen typu I. - 1lI.,
kolagenaza MMP-1 52 kDa VIL VI, X.
Kolagenazy Neutrofl]nl MMP-8 75 kDa
kolagenaza
Kolagenaza 3 MMP-13
Gelatinaza A MMP-2 72 kDa |Kolagen typu IV. - V.
Gelatinazy
Gelatinaza B MMP-9 92 kDa
Stromelysin-1 | MMP-3 55 kDa Proteoglykany,
laminin, fibronektin
. Stromelysin-2 | MMP-10 55 kDa |Kolagen IV. - V. typu
Stromelysin 4 g P
Stromelysin-3 | MMP-11 61 kDa Serinové proteazy
Metaloelastdza| MMP-12 54 kDa Elastin
MT1-MMP MMP-14
MMP MT2-MMP MMP-15
membranového MT3-MMP MMP-16 ~ 63 kDa Progelatinaza A
typu MT4-MMP | MMP-17
MT5-MMP MMP-21

Dfive byla uloha matrix metaloproteinaz spojovana pouze s degradaci bazalni
membrany extracelularni matrix. V posledni dobé se ukazuje, zZe matrix
metaloproteinazy maji v procesu rlstu nadoru a metastazovani mnohem komplexnég;jsi
Ulohu. Degradaci bazalnich membran kompartmentovych systémua ovliviuji nejen
invazi nadoru do bezprostfedniho okoli, Ci intra a extravazaci nadorovych bunék, ale
ovlivnuji také migraci bunék v misté tvorby vzdalenych metastaz. Hraji téz vyznamnou
ulohu v procesu angiogeneze, ato vytvafenim prostoru pro nové vznikajici cévy,
podporou mobility endotelii a invazi bunék nadoru do cév. U pacientd s kolorektalnim
karcinomem byly patologické hodnoty proteinaz MMP-1, MMP-2 a MMP-7 spjaty
s vyskytem metastaz, v pfipadé MMP-1 korelovaly hodnoty s Dukesovou klasifikaci

a stupném postizeni lymfatickych uzlin. U pacientll se stadiem Dukes C aD se
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metaloproteinazy MMP-1 a MMP-7 jevi jako nezavisly prognosticky faktor nepfiznivé

prognozy.

Antagonisticky proti proteolytickému ucinku matrix metaloproteinaz plsobi inhibitory
matrix metaloproteinaz TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinase). Jejich ucinek
spociva ve stabilizaci bazalni membrany, ktera se pod vlivem TIMP stava intaktni vuci
ucinku proteolytickych enzyma a znesnadriuje invazi nadorovych bunék a endotelii.
Vyznam intenzivniho zkoumani téchto latek spociva pfedevSim v moznosti |éCebné
intervence, kdy stabilizace bazalni membrany a inhibice proteolytickych enzym( muze

mit zasadni vyznam v kauzalni |éCbé metastaz.

V soucasné dobé probiha nékolik studii na mozny vyznam stanoveni metaloproteinaz
MMP-2, MMP-9 a jejich inhibitor( z hlediska mozné v€asné detekce metastatického
procesu u pacientd s kolorektalnim karcinomem. Kromé pilotnich studii, které

poukazuji na mozny klinicky vyznam vSak doposud nejsou validni vysledky k dispozici.

Nyni je v popfedi zajmu Klinicky vyzkum vyuziti téchto inhibitord0 ve formé léku.
V rdznych klinickych studiich se nyni testuje okolo 20 riznych pfipravku, nékteré jsou
jiz ve lll. stadiu klinického vyhodnoceni. Podrobné byly sledovany napf. Bay 12-9566
(fa Bayer), BB94 (fa British Biotechnology), které maiji stabilizacni u€inek na bazalni
membranu a zamezuji tak moznému metastatickému procesu. Nékteré se davaji do

kombinace s inetrferony, bevacizumabem & chemotherapii.(Raia 2005

2.2.1.2.6. Adhezivni molekuly

Tato skupina zahrnuje asi 70 latek imunoglobulinového typu. Tyto molekuly maji
zasadni vyznam nejen v celé Ffadé fyziologickych procesu (embryogeneze, imunitni
reakce, reparace poSkozenych tkani), ale uplatiiuji se ivcelé Fadé procesu
patologickych. V pfipadé adheze agregati nadorovych bunék s krevnimi destiCkami
se uplatiuji pfredevsim selektin E, a dale imunoglobuliny ICAM-1, ICAM-2 a VCAM-1,
které se v interakci s cytokiny podileji na aktivaci endotelu a nasledné adhezi agregatu
destiCek a metastatickych nadorovych bunék k endotelu. Existuje nejméné 5 skupin

adhezivnich molekul, viz tabulka ¢. 17.
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Tabulka €. 17: Prehled jednotlivych skupin adhezivnich molekul.

Adhezivni molekuly

Skupina Druh
Integriny B1-Ps
Selektiny E-selektin, P-selektin, L-selektin

Intercellular adhesion molecules: ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3

Imunoglobuliny Vascular cell adhesion molecules: VCAM-1

Kadheriny E-kadherin, P-kadherin, N-kadherin

Ostatni CD 22, CD 24, CD 44, CEA

V souvislosti s metastatickym procesem kolorektalniho karcinomu v jatrech pfipisuji
nékteré experimentalni prace vyznamnou ulohu onkofetalnimu antigenu CEA, ktery se
spolu s antigenem NCA (non specific cross-reacting antigen) vaze pres peptidovou
sekvenci PELPK na receptory Kupfferovych bunék v jatrech, &imz je stimulovana
produkce cytokinu (IL-1p, IL6), regulacniho peptidu TNFa a dalSich plsobku, které
pusobi aktivaci endotelu krevnich jaternich kapilar, aktivaci adhezivnich molekul
(selektin E, VCAM-1, ICAM-1, ICAM-2) a tim vlastni adhezi agregatu krevnich desti¢ek
a metastatickych nadorovych bunék k jaternimu endotelu. Tyto zavéry podporuji
vysledky nékterych pilotnich studii, které popisuji patologické hodnoty selektinu E,
VCAM-1, ICAM-1 u pacientu s jaternimi metastazami, a to predevSim v souvislosti
s patologickymi hodnotami CEA. V kombinaci s CEA se tedy jevi tyto adhezivni

molekuly jako faktor Casného zachytu jaternich metastaz.

2.2.1.2.7. Faktory regulujici angiogenezi

Angiogeneze je proces, pfi kterém primitivni vaskulatura expanduje a nemodeluje se.
Tim dochazi k novotvorbé cév, které se mohou vzajemné propojovat a vétvit, ¢imz
dochazi ke zralému cévnimu systému. Jedna se o vicestupriovy proces (angiogenni
kaskada), ktery je regulovan fadou faktor(. Za fyziologického stavu jsou faktory
podporujici angiogenezi v dynamické rovnovaze s faktory, které i potlacuji
(angiogenni a antiangiogenni faktory). Endotelidlni burnky tedy samy o sobé& pro
novotvorbu cév nestaCi apro kompletni novotvorbu je nezbytna jejich

soucinnost s peri-endotelialnimi burikami a matrici.
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U dospélého jedince je angiogeneze vysoce potlatena ajen asi u 0,01 %
endotelialnich bunék probiha déleni. Vétsina nadorl u lidi perzistuje in situ po dlouhé
mésice az roky bez znamek cévni novotvorby. Neovaskularizace zacne, jakmile
nadorové loZisko dosahne velikosti 1-2 mm?3 (asi 10° bunék) a pfivod kysliku a Zivin
prostou difuzi pfestava pro vyzivu bunék a jejich déleni stacit. Limitace zasobeni
Zivinami udrzuje rovnovazné tempo mezi replikujicimi a zanikajicimi burfikami, kdy je
po urCitou dobu proliferace v rovnovaze s apoptézou. Hypoxicky nador je vSak
geneticky nestabilni, vznikaji v ném Cetné mutace (napf. mutace genu p 53, ktera vede
k potlaceni produkce antiangiogenniho trombospondinu). Objevuje se novy fenotyp se
zvySenou produkci VEGF adalSich angiogennich faktorl (tzv. TAF-tumor
angiogeneses factors). Tato zména je oznacCovana téz jako ,angiogenni switch®.
Angiogenni zvrat zahrnuje zménu lokalni rovnovahy mezi stimulatory a inhibitory rdstu
mikrocév. Nadorové buriky mohou vytvaret zvySené mnozstvi jednoho ¢i vice
stimulatort, mobilizovat angiogenni faktory z extracelularni matrice, ¢i stimuluji k jejich
produkci bunky hostitelského organismu jako napf. makrofagy, ¢i se jedna
o0 kombinace téchto riznych vlivia. Mezi nejCastéji prokazané stimulatory patfi bFGF
a VEGF, ale v nadorovych tkanich byla prokazana cela fada dalSich faktoru.
Nadprodukce angiogennich faktor neni vSak dostacujici, musi rovnéz dojit k supresi
inhibitord, které za normalnich okolnosti brani endotel pfed mitogennimi stimuly.
Proliferace je rovnéz regulovana pericyty (produkce mitogend, &i snizeni senzitivy

k ristovym faktorim).

Na bunécéné urovni neovaskularizace dochazi ke stimulaci nadorového rastu diky
zvySené perfuzi a parakrinnim pusobkim, jako je produkce ristovych faktord (bFGF,
IGFs, PDGF, granulocyte colony-stimulating factor) €i jejich uvolnénim z bunék

hostitele a dopravenim do nadoroveé tkané.
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Tabulka €. 18: Prehled angiogennich a antiangiogennich faktordu.

Angiogenni faktory

Faktor

Mechanismus uéinku

MMP (Metaloproteinazy)

Proteolyza bazalni membrany
a extracelularni matrix

TNF alfa

Aktivace MMP

Angiopoetiny

Inhibice exprese adhezivnich
molekul

FGF beta (fibroblast growth factor)

Inhibice proliferace a migrace
endotelovych bunék
Stimulace tvorby inhibitora
proteaz

VEGF (vaskularni endotelovy ristovy faktor)

ZvySeni permeability
Navozeni proliferace endotelu

EGF (epidermal growth factor)

Stimulace vydeje VEGF

PDGF (Rust. f. odvozeny od trombocyt()

Stimulace proliferace fibroblast(
Stimulace tvorby kolagenu

PAI — 1 (Inhibitor plasminového aktivatoru 1)

Stabilizace matrix kolem novych
cev

Antiangiogenni faktory

Faktor

Mechanismus Uc¢inku

FGF beta (fibroblast growth factor)

Inhibice proliferace a migrace
endotelovych bunék
Stimulace tvorby inhibitort
proteaz

Trombospodin

Univerzalni inhibice
angiogeneze

TGF- beta

Inhibice proliferace
ZvySeni tvorby thrombospodinu

Angiostatin

Inhibice proliferace endotelii

PF-4 (platelet factor 4)

Inhibice proliferace endotelii

Interferon alfa, beta

Inhibice proliferace endotelii

Antiangiogenni interleukiny (IL-12, IL-18)

Inhibice migrace endotelii

Endostatin

Indukce apoptozy endotelii

Z klinického pohledu neovaskularizace umozfiuje nadoru rist a metastazovani, coz

Casto vede ke klinické symptomatologii nhadorového onemocnéni. VétsSinou nadory

43



Prehled sou¢asného stavu problematiky

zacCinaji byt klinicky zfejmé az po angiogennim zvratu, ale to rovnéz neznamena, ze to
povede k rychle rostoucimu nadoru. Za urcitych okolnosti mohou byt také vzdalené
metastazy suprimovany cirkulujicimi inhibitory z primarniho loZiska a za¢nou rast az
po jeho odstranéni. Paradoxné, neovaskularizace sniZzuje schopnost praniku
chemoterapeutik do nadoru. Zatimco nadory mensi nez 1 cm (v po¢ateCnim stadiu
neovaskularizace) jsou dobfe prokrveny, vétSi nadory jsou diky utlaku cév prokrveny
hate. Utlak je zpasoben zvySenym intersticialnim tlakem pii zvy$ené permeabilité nové
tvofenych cév a snizenym poctem lymfatické drenaze, coz vede €asto k centralnim
nekrézam. Proto také neni prekvapujici, Ze antiangiogenni latky snizenim

intranadorového tlaku zlepsuji dostupnost chemoterapie.

Novotvorba cév je tedy procesem, bez kterého nemlze organizmus prezit, ale je
i zakladni podminkou preziti adalsi progrese a metastazovani nadorového
onemocnéni. Jedna se o komplexni proces fizeny celou fadou faktorl a pouze jeden

z biologickych rysu nadorového onemocnéni.

Z predchoziho vykladu vyplyva, Ze existuje uzky vztah mezi angiogenezi a tvorbou
metastaz. Cim je angiogeneze intenzivngjsi, tim je riziko metastaz vétsi a prognéza
nadoroveho onemocnéni horsi. | v pfipadé kolorektalniho karcinomu bylo prokazano,
Ze intenzita angiogeneze v marginalnim okraji nadoru koreluje s prognézou
nadorového onemocnéni. Z angiogennich faktord je nejintenzivnéji studovan
endotelialni rustovy faktor VEGF. Sérové hodnoty VEGF koreluji u pacientl
s kolorektalnim karcinomem s nepfiznivou prognézou a tato korelace je nezavisla na
vyskytu distanénich metastaz®ix LY. 1999).Nepodafilo se prokazat, Ze se jedna
0 nezavisly prognosticky faktor. Z dalSich provadénych studii publikoval Shimoyama
a kol.(1999)  signifikantné vy$8i hodnoty angiogeninu u pacientd s kolorektalnim
karcinomem ve stadiu Dukes C ve srovnani se skupinou pacientl ve stadiu Dukes A.
Sérové hodnoty signifikantné korelovaly s histologickym prikazem angiogeninu
v nadoroveé tkani. Ruzné mechanismy inhibice angiogeneze mohou byt v budoucnu
pfinosem v terapii nadorového onemocnéni a vysledky prvnich klinickych studii jsou

povzbudivé. Dle mista uc€inku se jedna o tfi hlavni skupiny terapeutik:

o Inhibitory stimulator( a pfirozeni antagonisté angiogeneze
« Inhibitory endotelialni proliferace a migrace

« Stabilizatory bazalni membrany
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2.2.1.2.8. Faktory apoptozy

Rist nadorovych bunék je podminén nejen nekontrolovatelnym bunécnym délenim,
ale také zvySenou schopnosti prezivat. VétSina nadorovych bunék ziskala rezistenci
vuci mechanismim vedoucim Kk jejich programovanému zaniku — apoptéze. Naruseni
signalizace apoptdézy je obecnym pFedpokladem existence a rozvoje nadorovych
bunék. Velmi dllezitou ulohu pfi tomto procesu ma pravdépodobné onkogenni
potencial faktoru Bcl2 (B-cell lymphoma gen). Jeho nadmérna exprese ma vliv na
naruseni apoptozy. Timto mechanismem maji neoplastické bunky selekéni vyhodu,

mohou setrvavat jako loZiska v hostitelské tkani ochranéné pred apoptozou.

Je nutné velice disledné rozliSovat mezi dvéma deéji — nekrézou a apoptdzou. Nekroza
je patologicky proces, kdy dochazi k nekontrolovanému, nahlému a chaotickému
zaniku bunék. Dochazi pfi ni kdilataci endoplazmatického retikula, alteraci
mitochondrii, zdufeni bufiky a nasledné k ruptufe plazmatické membrany. Tim dochazi
k definitivnimu zaniku buriky. Apoptdéza je fyziologicky proces, kdy dochazi ke
kondenzaci chromatinu, segmentaci jadra, postupnou tvorbou apoptotickych télisek,
které obsahuji ¢asti cytoplazmy ifragmenty jadra. Tato téliska jsou postupné
fagocytovana makrofagy ajinymi fagocytujicimi  burfikami. Rozdil vyplyva

Z obrazku ¢&. 16.
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Obrazek €. 16: Schéma apoptozy.
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2.2.1.3. Metody stanoveni biomarkeru

Biomarkery Ize detekovat jednak imunohistochemicky ¢i v cytosolu nadorové buriky
(celularni markery), nebo cirkuluji v krvi ¢&i jinych télnich tekutinach (humoralni
markery) a stanovuji se zpravidla pomoci metod imunoanalytické analyzy. Tyto
metody ziskavaji postupem Casu stale vétsi popularitu. Od Cisté klinického pouZiti se
dnes rozsifuji do mnoha dalSich oblasti, kde je vyzadovano specificke, rychlé a levné

stanoveni urcité latky v pfitomnosti dalSich komponent.
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Tabulka €. 19:Prehled imunoanalytickych metod pouzZivanych k detekci
biomarkeru.

) Specificky nazev .
Typ metody: metody: Vyrobce Parametr
. TPA
IDL Biotech
IRMA AB TPS
(Imunoradiometricka MonoTotal
RIA analyza) CEA
(Radioimunoanalyza) Immunotech CA 19-9
REA
(Radioenzymova Immunotech TK
analyza)
CEA
CanAg CA 19-9
CA 242
ICAM
ciA ELISA Biomedica | V-CAM 1
E-selektin
(Enzymoimunoanalyza) IDL Biotech TPS
AB TPA
MEIA
G e, CEA
(.Mlkrocastlc,:ova Abbott CA 19-9
imunoanalyza)
CMIA Beckman C,glig\ 9
(Chemoluminiscencni S 3
e Chemiluminiscence
magneticka CEA
imunoanalyza) Roche CA 19-9

2.2.1.4. Multiplexova analyza

Tato nova technologie je zaloZzena na principu pratokové cytometrie s fluorometrickou
detekci. Nejmoderngjsi systémy, které vyuZivaji této technologie za pouZiti

mikrokuli¢ek xXMAP, umozniuji simultanni analyzu az 100 analytd v jednom vzorku.

V analyzatoru jsou dvé drahy pro proudéni kapalin (fluidni drahy). Prvni draha
obsahuje davkovaci stfikackou fizeny mechanismus, ktery reguluje nasati vzorku.
Tento mechanismus umoziuje davkovani malych objemu0 vzorku z malych reakcnich
objemU. Systém Fizeny stfikackou transportuje specifikovany objem vzorku z nadobky
se vzorkem do kyvety. Vzorek je konstantni rychlosti vstfikovan do kyvety a zde

analyzovan. Po analyze je draha pro pfivod vzorku automaticky proplachovana nosnou
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kapalinou pfivadénou druhou drahou. Tento proces uc€inné odstranuje zbytky vzorku
z hadicek, ventilu a sondy. Druha fluidni draha pfivadi nosnou kapalinu pod tlakem do

kyvety a do drahy pro pfivod vzorku.

Nosna kapalina slouzi jako prostfednik transportu vzorku do optického systému.
Vzorek pro analyzu je nabiran pomoci vzorkovaci sondy z 96jamkové mikrotitracni
destiCky v pfistrojové Casti XYP a vstfikovan na dno kyvety. Redukovana rychlost
pruchodu vzorku s nosnou kapalinou kyvetou zpusobi, Ze mikrokuliCky vzorku
prochazeji kyvetou v fadé za sebou atim je zajiSténo, Ze kazda mikrokulicka je
ozarena laserem individualné. Rychlost vstfikovani vzorku je tedy takova, aby

mikrokuli¢ky byly vnaseny do optického systému jako série jednotlivych impulsa.

Opticky systém se sklada ze dvou lasert. Jeden laser excituje smés barviva uvnitf
mikrokulicek a druhy laser excituje fluorochromy vazané na povrch mikrokulicek.
Lavinové fotodiodové detektory méfi intenzity emise po excitaci u smési barviv
klasifikovanych pomoci barevného kédovani uvniti mikrokuli€ek a trubice fotonasobice
detekuje intenzity emise po excitaci referenéni molekuly vazané na povrch
mikrokulicek. Vysokorychlostni digitalni procesory signalu a rozSifené pocitaCové
algoritmy v analyzatoru analyzuji data mikrokuliCek. Vysledky analyz jsou

zpracovavany a poskytovany ve formatu vystupnich protokold.

Technologie xMAP pfedstavuje vSestranny systém uréeny pro stanoveni analytd
v roztoku. V pfistrojich zalozenych na multiplexové analyze se provadi individualni

méfeni ¢etnych reakci na mikrokulickach, a to v jediném alikvotu vzorku. (Howarda M, 1995)
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3. CAST PRAKTICKA

3.1. Metodika

3.1.1. Navrh studie
3.1.1.1. Pilotni studie s karcinomem zaludku

Studie nakonec nebyla dokon&ena, nebot v posledni dobé byl zaznamenam relativné
nizky vyskyt nadoru zaludku, zfejmé predevSim v dusledku eradikace infekce
Helicobacter pylori Ci Casté i preventivni |éCby H2 blokatory &i inhibitory protonové

pumpy. Soubor nemocnych nebyl dostateény pro fadnou statistickou analyzu.

3.1.1.2. Pilotni studie s karcinomem pankreatu

Cilem této pilotni studie bylo stanoveni velkého mnozstvi novych biomarkeru, jejich
vyhodnoceni u nemocnych v dobé& primarni diagnostiky tohoto nadoru a porovnani
s hodnotami u zdravych jedincu. Hlavnim cilem bylo pokusit se navrhnout optimalni
kombinaci biomarker(, které by mohly v budoucnu slouzit jako dalSi pomocny

a neinvazivni nastroj v procesu primarni diagnostiky karcinomu pankreatu.

3.1.1.3. Studie s kolorektalnim karcinomem

Cilem této studie bylo vySetfeni Sirokého spektra parametra, které je mozno
charakterizovat jako parametry biologické aktivity nadoru nebo u nichz se souvislost
s nadorovym procesem predpoklada (C-peptid, inzulin, leptin a adiponektin),
stanoveni jejich prfedoperacnich hladin, ur€eni diskriminaénich hodnot (cut-off),
porovnani sérovych hladin vSech parametrl u pacientl s kolorektalnim karcinomem
se sérovymi hladinami osob kontrolni skupiny a stanoveni jejich senzitivit pfi
optimalnich specificitach. DalSim cilem bylo stanoveni vzajemné korelace jednotlivych

parametrd a posouzeni jejich potencialniho vyuziti pro rutinni klinickou praxi.

3.1.1.4. Pilotni studie s nadory jater

Cilem této pilotni studie bylo vyhodnoceni klinického vyznamu nového biomarkeru
PIVKA-II ajeho porovnani s rutinné pouzivanym nadorovym markerem
alfa-fetoproteinem, ktery doposud neni idealnim markerem pro primarni diagnostiku

hepatocelularniho karcinomu.
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3.1.2. Laboratorni analyzy
3.1.2.1. Preanalytika

Vysledek vySetfeni muze ovlivnit fada faktor( jiz v preanalytické fazi, proto jsme se
snazili tyto faktory bud fadné eliminovat, nebo je spravné interpretovat ve vztahu

k vysledku laboratorni analyzy.

Krev na stanoveni zakladnich biochemickych parametru i specifickych parametra
biologické aktivity nadorového onemocnéni byla odebirana z loketni Zily vzdy
v rannich hodinach (mezi 6 a 8 hodinou ranni) po minimalné 8hodinovém noc¢nim
laénéni), ¢imz jsme eliminovali potencialni vliv cirkadiannich biologickych rytma.
Sérum ziskané centrifugaci bylo rozdéleno na minimalné 3 aliquoty a bylo skladovano
az do analytického stanoveni pfi teploté -70°C. Zasadné jsme neprovadéli opakované
rozmrazovani vzorku. Pfi opakované analyze se pouzil zasobni aliquot, i kdyZz na
zakladé nasich zkuSenosti av souladu s publikovanymi daty je vétSina rutinné

stanovovanych nadorovych marker( relativné stabilni i pfi dlouhodobém ulozeni.

DalSim faktorem, ktery vyrazné muze ovlivnit vysledek stanoveni biomarkeru, je
spravné nacasovani odbéru materialu v zavislosti na biologickém poloCasu a klinické
situaci, ke které odbér vztahujeme. Napf. tésné pred zahajenim lécby je vhodné
provadét odbér ne déle nez tfi dny. Pokud by toto obdobi bylo delsi, mohl by byt
vysledek faleSné nizSi, nez je skuteéné v dobé zahajeni |éCby. Po chirurgickém
zakroku je naopak nutné s odbérem minimalné tyden pockat, aby i u latek s dlouhym
biologickym polo€asem mohlo dojit skute¢né k normalizaci hodnoty. Z tohoto divodu

jsme sbirali vzorky pouze pfed zahajenim |éCby.

Pro dosaZeni spravného vysledku je téz nutna znalost, jaky druh biologického
materialu se ma k analyze odebirat. Zatimco vétSina parametr( se stanovuje ze séra,
u nékterych parametrd se doporucuje pouzit plazmy, nejlépe s EDTA. Ostatni
protisrazliva €inidla — pfedevsim heparin — nejsou vhodna, protoze nespecificky zvySuji

hodnotu vysledku, proto jsme vyhradné pouzivali sérum.

VSechny parametry biologické aktivity nadoru byly stanoveny na Oddéleni nuklearni
mediciny, Usek imunoanalyzy (vedouci prof. MUDr. Ondfej Topoléan, CSc.), pomoci
komer&nich diagnostickych souprav dle doporuceni jednotlivych vyrobcl. Prehled
jednotlivych pouzitych laboratornich analyz a jejich charakteristika je uvedena

v tabulce &€. 20. Kontrola stanoveni byla provadéna jednak pomoci kontrolnich sér,
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které jsou soucasti diagnostickych souprav, a jednak pomoci kontrolnich sér urenych

k externi mezilaboratorni kontrole SEKK (Systém externi kontroly kvality), CR.

3.1.2.2. Metodika stanoveni

Metody pro stanoveni parametri biologické aktivity, které jsou v souCasné dobé
nejvice pouzivany, jsou prehledné probrany v teoretické Ccasti. Velka cast
experimentalnich parametrt byla stanovovana nejmodernéjsi technologii multiplexové
analyzy (xMAP), coz umoznilo stanoveni mnoha parametrd pfimo z velmi malého
vzorku biologického materialu. Prehled ostatnich pouZitych metod pro stanoveni

parametru biologické aktivity je uveden v nasledujici tabulce €. 20.

Tabulka €. 20: Metody stanoveni sledovani parametrt biologické aktivity.

Skupina Parametr Vyrobce Metoda Jednotky:
Beckman
CEA Coulter CLIA ng/mi
Onkofetalni Abbott CLIA IU/ml
markery
BCeCk'ﬂ‘a” CLIA ng/ml
AFP oulter
Siemens CLIA ug/l
ngﬁrl?;” CLIA IU/ml
Mucinové CA19-9
markery Abbott CLIA [U/ml
CA 72-4 Roche ECLIA IU/ml
Proliferativni TK Beckman REA U/l
markery Coulter
Cytokeratinové TPA DiaSorin IRMA U/l
markery TPS IDL Sweden IRMA U/l
CEACAM Abnova ELISA ng/ml
Adhezivni L_|r_100- *MAP ng/ml
molekuly I-CAM Millipore
eBiosence ELISA ng/mi
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Linco-
V-CAM Millipore XMAP ng/mi
IL6 Linco- XMAP /ml
Millipore P9
Interleukiny
Linco-
IL 10 Millipore XMAP pg/ml
R&D
Anti-angiogenni TIMP-1 Systems EIA ng/ml
faktor
TIMP-1 eBiosence ELISA ng/mi
MMP-7 R&D ELISA ng/m
Systems
Metaloprotein inco-
P ! ML.:FCO XMAP ng/ml
BioVendor ELISA ng/mi
. . Linco-
Angiogenni f. VEGF Millipore XMAP pg/mi
PIVKA-II Abbott CLIA mAU/ml
IGF1 Mediagnost ELISA ng/ml
IGFBP2 Mediagnost ELISA ng/mi
IGFBP3 Mediagnost ELISA ng/mi
REG1 BioVendor ELISA ng/mi
Ostatni
biomarkery REG3A BioVendor ELISA ng/ml
MIC-1 BioVendor ELISA ng/mi
OPG BioVendor ELISA ng/ml
TIFF1 BioVendor ELISA ng/ml
AAT Beckman Nefelometrie mg/ml
Coulter
. Linco-
C-peptid - XMAP pM
Parametry Millipore
metabolismu S
Inzulin I__|r]co XMAP pM
Millipore
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. : Linco-
Adiponektin Millipore XMAP Mg/ml
. Linco-
Leptin Millipore XMAP pM

Pfi studiich je nutné pouzivat stale stejny typ soupravy od jednoho vyrobce. Vysledky
mohou byt ovlivnény nejen rozdilem v zakladnim typu metody RIA, ELISA, XMAP, kde
se mohou ziskané vysledky zasadneé liSit, ale i pfi pouziti jednoho a téhoz typu metody,
napf. ELISA, se mohou soupravy riznych vyrobcl liSit pouzitymi protilatkami.
V zavislosti na detekovanych epitopech pak opét mizeme ziskat ruzné vysledky.
| kdyz zde u nékterych metod uvadime 2 vyrobce, jednalo se o dvé metody ve dvou

pilotnich studiich. V ramci jedné studie jsme vzdy pouZili jednoho vyrobce.

Dale byla provedena zakladni biochemicka a hematologicka vySetfeni (krevni obraz,
jaterni enzymy, parametry renalnich funkci €i proteiny aktivni faze zanétu), abychom
nezafazovali do studie pacienty, jejichz klinicky stav by mohl ovlivnit v dusledku
zhorSenych renalnich nebo jaternich funkci i probihajiciho zanétu sérové hladiny

nékterych biomarker(, a to i u kontrolni skupiny.

3.1.2.3. Interpretace vysledku

Interpretace jednotlivych vysledkd nadorovych markeru €i parametra biologické aktivity
je velmi svizelna, nebot’ si je nutno uvédomit, Ze muze byt ovlivnéna fadou faktoru.
Tim muzeme dostat vysledek faleSné pozitivni i faleSné negativni. NejcastéjSi obecné
priciny téchto faleSnych vysledku jsou uvedeny v nasledujici tabulce €. 21. Podrobnéji

jsou tyto priCiny popsany v teoretické ¢asti u jednotlivych markeru.

Konecné vyhodnoceni vysledku musi byt provadéno se znalosti kompletniho
klinického obrazu pacienta a faze probihajiciho onemocnéni. Napfiklad se vysledky
interpretuji rozdilné v pfipadé primarni diagnostiky, pfi follow-up onemocnéni €i pfi
monitoraci |éCby. Zatimco pfi primarni diagnostice je dllezita pro volbu markeru

senzitivita a specifita, pfi follow-up je dulezité sledovani dynamiky zmén.
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Tabulka €. 21: Prehled obecnych faktoru, které mohou mit vliv na interpretaci
vysledku parametru biologické aktivity nadoru.

Falesné pozitivni vysledek FaleSné negativni vysledek
e Zanétliva onemocnéni e nespravné zvoleny druh markeru
e Autoimunitni onemocnéni e oOrgan
e Cholestaza o histologie
e Renalni insuficience e stupen zralosti
 Koureni e 0opozdény pFestup z tkané do télnich
« Zanedbani biologického tekutin

polo¢asu nadorového markeru e malo citlivd metodika

3.1.2.4. Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci software S.A.S. (Statistical Analysis
Software) release 8.02 a programu STATISTICA release 5.1. Pro méfené parametry
v celém souboru byly pocitany zakladni statistické udaje jako primér, smérodatna
odchylka, rozptyl, median, minimum a maximum. Vybrané statistické udaje byly téz
zpracovany graficky do histogramu. Na porovnani distribuci jednotlivych parametru
v rlznych skupinach a podskupinach, vzhledem k distribucim téchto proménnych, byly
pouzity neparametrické testy, ato dvouvybérovy Wilcoxonlv test. Pro zjisténi
zavislosti zkoumanych znakd s ohledem k negaussovskému rozdéleni téchto
proménnych byl pouzit Spearmanuv pofadovy korelacni koeficient. Pomoci specificit
a senzitivit dané metody byly stanoveny optimalni referenéni meze (cut-off) mezi
skupinami a podskupinami pro danou metodu a dale byla vypoc&tena cela ROC kfivka.
Délka preziti a DFI (disease free interval) byly spoclteny uZzitim Kaplan-Meierovy
metody odhadu. Pro zjisténi vlivu danych proménnych na délku pfezivani a (DFI) pak

byl uzit CoxUv regresni model.
PFi statistickém vyhodnoceni vysledkl byly pouzity nasledujici pojmy:

Cut-off (diskrimina€ni hladina): pfedstavuje hranici hodnoty nadorového markeru,
ktera oddéluje zdravé jedince od nemocnych. Neexistuji pfesna pravidla, jak se cut-off

hodnota vypocitava. Obecné se stanovuje jako primérna hodnota markeru u kontrolni
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skupiny zdravych jedinct zvy$ena o dvé standardni odchylky, nebo se pouziva 95.
percentil. Je v8ak velmi dulezité spravné zaradit jedince do této kontrolni skupiny. Tato
skupina muze zahrnovat pouze zdravé jedince anebo ijedince s benignim
onemocnénim. Hodnota cut-off se zvySuje za ucelem odliSeni benigniho a maligniho
onemocnéni. Naopak nizko stanovena hodnota cut-off znamena vysSi senzitivitu
markeru na ukor vyznamné nizsi specificity. U nadorovych markert se proto hodnota

cut-off urCuje v zavislosti na tom, za jakym ucCelem se nadorovy marker stanovuje. PFi

primarni diagnostice je definovana jako hladina markeru, pod kterou je 95 % hladin

zdravych lidi, event. pacientl s benignim onemocnénim pfi follow-up nadoru nebo

monitoraci |éCby je definovana jako hladina markeru, pod kterou lezi 95 % hodnot

pacientl v kompletni remisi.

Specificita nadorového markeru (SP): pravdépodobnost, s jakou ma pacient/subjekt
(kontrola) bez diagnostikovaného maligniho onemocnéni negativni vysledek. Tj.

vyjadiuje moznost odliSeni benigni léze od maligni.

Senzitivita nadorového markeru (SN): pravdépodobnost, Ze pacient s hledanym
nadorovym onemocnénim ma pozitivni vysledek. Tj. vyjadfuje moznost Casnosti

zachytu onemocnéni.

Preziti se zabyva ¢asovym intervalem od urcitého okamziku (napf. operace/primarni
terapie) do vyskytu ocCekavané udalosti (umrti, progrese apod.). Jednou
z nejpouzivanégjSich metod analyzy pfeziti je metoda Kaplan-Meieroveé, jez je
maximalné vérohodnym bodovym odhadem funkce preziti S (t) definované vztahem S
(t)= P (T 2t), kde t je Cas (ve stanovenych jednotkach — mésicich, letech, atd.), T je
délka preZiti pacienta, P je oznaleni pro pravdépodobnost. PreZiti je nejCastéji
popsano funkci preziti, tj. pravdépodobnost, Ze délka Zivota pacienta bude vétsi nebo

rovna Casu ,t% tj., Ze pacient prezije alespon ,t“ let od stanoveni diagnézy.

Absolutni preziti (OS) (absolute, observed, overall survival) se zabyva dobou mezi
diagn6zou onemocnéni a oCekavanou udalosti, tedy umrtim na jakékoliv onemocnéni.
Bezpfiznakovy interval (DFl) (disease free interval) se zabyva intervalem od
okamziku dosazeni kompletni remise do prvnich znamek relapsu. Progn6za vyjadfuje
odhad perspektivy dalSiho pribéhu nadorového onemocnéni. NejCastéji je progndza
vyjadfovana jako tfileté, pétileté (nejCastéji) a desetileté preziti. To znamena, jaké

procento nemocnych prezije 3, 5 nebo 10 let od stanoveni primarni diagnézy. Nebo je

55



Cast prakticka

charakterizovana dobou do vzniku relapsu, tj pomoci bezpfiznakového obdobi (DFI).
Progndza se stanovuje v klinické praxi za pomoci tzv. prognostickych parametrd
odvozenych na zakladné univariantni, Castéji multivariantni analyzy. Prognostické
parametry jsou klinicko-patologické faktory, které bezprostfedné souviseji
s nadorovym onemocnénim. MuzZe jit o parametry klinického stavu, vysledky
zobrazovacich technik, parametry urCené patologem, Ilaboratorni atd. UrcCeni
prognostickych markert je dulezité pro individualizaci péce o0 onkologického
nemocného. Lze napfiklad optimalizovat dispenzarni péci — jak z hlediska frekvence,
kontrol, ale ijejich naplné nebo volit a optimalizovat terapii. Mnohdy je prognéza
nespravné jen zuzovana na prognostické markery urCované imunoanalytickymi

metodami, imunohistochemickymi metodami nebo pomoci metod molekularni biologie.

ROC krivka (Receiver Operating Characteristic curve) znazorhuje vztah mezi
senzitivitou a 1-specificitou (resp. 100-specificita pfi vyjadfeni v procentech) u testu,

ktery k diskriminaci souboru s chorobou a souboru kontrolniho.

3.2. Vysledky

3.2.1. Kolorektalni karcinom
3.2.1.1. Cile studie

Cilem studie bylo vysetfit Siroké spektrum parametrl, které je mozno charakterizovat
jako parametry biologické aktivity nadoru, nebo u nichZz se souvislost s nadorovym
procesem predpoklada (C-peptid, inzulin, leptin a adiponektin). Dale bylo cilem
provést zakladni epidemiologické sledovani pacientll s metabolickym syndromem
a zjistit vyskyt KRK, parametry, které se uplatiuji v etiopatogenezi a faktory ovliviujici
vyvoj a prognozu KRK. DalSim cilem bylo stanovit pfedoperaéni hladiny nasledujicich
parametrd a stanovit jejich diskriminaéni hodnoty (cut-off), porovnat sérové hladiny
vSech parametru u pacientl s kolorektalnim karcinomem se sérovymi hladinami osob
kontrolni skupiny, stanovit jejich senzitivity pfi optimalnich specificitach - Onkofetalni:
CEA, mucinové: CA 19-9, proliferaCni a cytokeratinové: TK ,TPA a TPS, interleukiny:
IL-6 alL-10, metaloproteindzy a inhibitory: MMP-9 a TIMP-1, adhezivni molekuly
a markery angiogeneze: ICAM-1, VCAM-1, VEGF, markery metabolismu: C-peptid
a inzulin, adiponektin a leptin. Stanovit vzajemné korelace jednotlivych parametrd

a urcit senzitivity jednotlivych parametrl pfi dvou v praxi nejcastéji pouzivanych
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specificitach 90% a 95%. V neposledni fadé bylo cilem posoudit mozZnost vyuZiti
sledovanych parametrd v rutinni praxi pro screening, primarni diagnostiku, pro

prognozu, sledovani prdbéhu onemocnéni, pro kontrolu efektu a monitoraci |éCby.

Problematika studie kolorektalniho karcinomu byla pfedmetem doktorandske prace
autorky a byla publikovana(Svobodova §.2011)
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Parameters of Biological Activity in Colorectal Cancer
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Abstract. Background: The aim of this study was to
measure several parameters in patients with early-stage
colorectal cancer (CRC) and to evaluate them for their
utility in routine clinical practice. Patients and Methods:
Pre-operative serum levels of the following parameters were
measured in 174 patients with CRC (clinical stage I-I1T):
carcinoembryonic antigen (CEA}, carbohydrate antigen CA
19-9, proliferative marker thymidine kinase (TK), tissue
polypeptide antigen (TPA), tissue polypeptide-specific
antigen (TPS), interleukin-6 (1L-6), interlenkin-10 (IL-10),
matrix metalloproteinase-9 (MMP-9), tissue inhibitor of
metalloproteinase-1  (TIMP-1), intercellular  adhesion
molecule-1 (ICAM-1), vascular cell adhesion molecule-1
(VCAM-1), vascular endothelial growth factor (VEGF), C-
peptide, insulin, adiponectin and leptin. The control group
consisted of 50 patients who were undergoing a complete
preventive medical examination and in these patients at the
time of blood collection there was no evidence of any cancer
disease. Results: Significant increase of the following
parameters was found in patients with CRC: CEA, CA 19-9,
TPA, IL-6, IL-10, TIMP-iI, C-peptide, insulin and
adiponectin. Only two of these, CA 19-9 and adiponectin,
represent highly unfavorable prognostic factors. If elevated,
they affect both progression-free interval and overall
survival. Cenclusion: Based on our results, we can conclude
that none of the measured parameters fulfills the criteria for
use for screening nor for primary diagnosis of CRC. Some
of the parameters are Important for progrosis estimate:
Elevated CA 19-9 is related to an unfavorable prognosis, in
terms of cancer recurrence and mortality rate. Angiogenetic
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factor VEGF represents a prognostic factor important for
OS. CEA represents a parameter which is related to disease
progression. Interleukins seem o be prospective
complementary tuimor markers. Adiponectin may be used for
estimation of advanced stage of cancer and for estimate of
risk of cancer recurrence.

Colorectal cancer (CRC) 1s considered as the most frequent
cancer disease based on prevalence and mortality rates (1, 2).
CRC represents 12.1% of all cancer cases in men and 13.7%
in woman in the Czech Republic (3).

Most cases of CRC arc diagnosed very late in the Czech
Republic: 45% of cases in males and 47% in females are
diagnosed in clinical stage III or IV. This is a very
unsatisfactory situation, as carlier diagnosis allows better
therapy outcome. The Czech Republic holds the first position
in mortality for CRC worldwide (52.7 deaths per 100,000
inhabitants) (3).

Some experimental studies are involved in understanding
the complex characteristics of carcinogenesis and of the
mctastatic cascade process (4). Detailed description of genes
and their protein products (5) that affect the metastatic
process are very important, particularly for new drugs and
therapy approaches that would result in regulation of
different phases of cellular mitosis and growth.

Many ncw laboratory tests and techniques such as
multiplex methods or microarrays for carly detection of CRC
have been developed recently. Not many of them have been
implemented for daily routine clinical practice as yet. The
aim of this stdy was to mcasurc a large spectrum of
parameters in patients with non-mestastatic CRC and to
evaluate their utility for routine practice, as they may
eventually play a regulatory role in cancer development.
Most of the parameters currently evaluated in relationship to
cancer have alrcady been associated with other clinical
conditions (e.g. inflammation or autoimmune rcactions).
Therefore they are generally called parameters of biological
activity instead of tumor markers.

(5]
~J
L

58



Cast prakticka

ANTICANCER RESEARCH 3/: 373-378 (2011)

Patients and Methods

Cancer patieni group. A total of 174 patients with CRC operated on
at the Surgical Department of Thomayer’s Teaching Hospital in
Prague and at the Department of Surgery, Teaching Hospital in Pilsen
up to 2006 were included in order to ebtain a full 2-year follow-up
period. Inclusion criteria included clinical stage I-TIT (according to
the UICC criteria) (6) and RO resection {(i.e. no residual tumor).
Patients were monitored for the follow-up period at the Department
of Oncology and Radiotherapy of Thomayer’s Teaching Hospital in
Prague and Teaching Hospital in Pilsen. Date of progression was
established as the date of first clinical examination where relapse or
progression was conflirmed {using physical examination, laboratory
assessment or imaging techniques). All of the patients were assessed
for their current clinical status at the termination of the clinical study.
Only 36 patients died during the study and only 24 patients had a
progression. This can be explained by the fact that patients with
clinical stage IV were excluded. All of the patients completed a 2-
year follow-up period, some of them have even completed a 5-year
period.

All the patients were assessed for medical history of metabolic
diseases and cancer and the presence of different risk factors for
CRC. Basic descriptive characteristics of the group of patients are
shown in Table I. Serum samples were collected prior to surgery.

Conirol group. The control group consisted of 50 individuals who
were undergoing a complete medical examination at the Department
of Preventive Cardiology. At the time of blood collection, there was
no cvidence of any cancer discase. In order to rule out
polymorbidity of these individuals, the mean age of this group is
lower than the mean age of pathological group, but the body mass
index (BMI) and other metabolic conditions were corresponding.
Basic descriptive characteristics of the control group are also shown
in Table I.

Laboratory analysis. Blood for the laboratory assessment was
collected from the cubital vein in the morning after an 8-hour
fasting period. Sera were separated by centrifugation at 1700x g
10 min and all specimens were separated into several aliquots,
immediately deep frozen and stored at —75°C until laboratory
analysis. All the parameters were measured at the Department of
Nuclear Medicine in Pilsen, using commercially available
immunoassay Kkits. Most of the tests were also analyzed using
multiplex analysis (xMAP technology using a Luminex 100
instrument; Luminex Corp., USA), therefore a large spectrum of
tests were performed on every blood sample. The list of measured
parameters is shown in Table II,

Additional routinc biochemical laboratory tests were performed
in order to rule out the presence of clinical conditions that may
affect the serum levels of the measured parameters (i.e. serious renal
or liver failure).

Statistical anclysis. Statistical analysis was performed using
Statistical Analysis Software {S.A.S.} rclease 8.02 and STATISTICA
software, release 5.1. Basic descriptive statistic parameters for the
total group of patients werc cstimated: mcan, standard deviation,
median, minimum and maximum. Wilcoxon two-sample test was
used for comparison of distribution of individual paramcters.
Spearman’s correlation coefficient was used for correlation between
individual parameters. Sensitivities and specifities in the control

374

Table 1. Basic descriptive statistics of pathological and control groups.

CRC Control
N=174 N=50
Basic parameters
TFemale (N/%6) 111/63.8% 23/46.0%
Male (N/%) 63/36.2% 27/54.0%
Age (median) (years) 66.00 50.00
BMI (median) (kg/m?) 2708 28.48
Metabolic status
Hyperlipoproteinemia (N/%) 50/28.7% 27/54.0%
Diabetes mellitus (N/%) 31/17.8% 0/0.0%
Hypertension (N/%) 85/48.9% 19/38.0%
CRC location
Colon (N/%) 81/47 7% -
Rectum and sigmoid (N/%) 89/52.4% -
CRC histology
Adenocarcinoma (N/%:) 166/96 A% -
Mucinous (N/%) 5/2.9% -

group were calculated for optimal reference intervals (cut-off) for
individual parameters. Overall survival (OS) and progression-free
interval (PES) were caleulated using the Kaplan-Meier method.

Results

Results of all the measured parameters are shown in Table 11T
for both control and CRC patient groups. Correlations
between the individual parameters were calculated for both
groups separately. Statistically significant correlations are
shown in Table TV. For prognosis estimation, the Cox
regression model was used and the results for OS arc shown
in Table V and the results those for PES is shown in Table V1.

This study was unique based on the number of patients
included in this study in early-stage CRC. Most other
published data include a high percentage of paticents with
metastatic CRC. This study is also unique from the point
of the large spectrum of the measured parameters. It
represents one of the first projects where most of the
parameters were measured using multiplexed technology.
Most of the data on multiplexed technology are related to
ovarian, breast and prostate cancer (21-23). We found a
significant increase of CEA in the CRC group. This
parameter can be considered as a prognostic factor for PFS
but not for OS. CA 19-9 was significantly clevated in the
CRC group and is an unfavorable prognostic factor for both
PFS and OS. The elevation of TPA may be related to cell
mitosis and cytoskeleton disintegration. Elevated levels
above cut-off significantly increase the risk for cancer
recurrence. It seems that TPA is more specific for CRC
than is TPS. Interleukins IL-6 and 1L-10 were both
significantly elevated in the group of CRC. This supports
the theory of their potential inflammatory role in cancer
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Table 11. Parameters used for laborarory anatysis.

Group Parameter Manufacturer Method Units
Oncofetal marker CEA Beckman Coulter CLIA ng/ml
Mucinous marker CA 19-9 Beckman Coulter CLIA TU/ml
Cylokeratin marker TPA DiaSorin IRMA un
TPS IDL Sweden IRMA TU/1
Adhesion molecules I-CAM Linco-Millipore xMAP ng/ml
V-CAM Linco-Millipore xMAP ng/ml
Interleukins IL 6 Linco-Millipore xMAP pg/ml
IL 10 Linco-Millipore xMAP pg/ml
MMP inhibitor TIMP-1 R&D Systems EIA ng/ml
Metalloproteinasc MMP-9 Linco-Millipore xMAP ng/ml
Angiogenetic factor VEGF Linco-Millipore xMAP pg/ml
Metabolic parameters C-peplide Linco-Millipore xMAP pM
Insulin Linco-Millipore xMAP pM
Adiponectin Linco-Millipore xMAP ug/ml
Leptin Linco-Millipore xMAP pM

CLIA: Chemiluminescence immunoassay; EIA: enzyme immunoassay; IRMA: immunoradiometric assay; xMAP: multiplex assay.

Table IT1. Comparison of parameters of biological activity between colorectal cancer patienis (N=174) and conirol group of healthy individuals

(N=50). Wilcoxon test.

Parameter Units Control group Colorectal cancer group p-Value
N=50 N=174
Mean Std. dev. 95th percentile Mean Std. dev. 95th percentile
CEA ng/ml 1.92 +1.35 4.30 398 +12.58 24.10 0.0388
CA 19-9 1U/ml 8.08 +7.72 24.90 25.03 +60.41 96.10 0.0003
TK 1U/1 722 +4.05 18.30 6.84 +9.34 22.00 0.0021
TPA 1071 24.50 +38.37 57.00 61.87 +68.35 229.00 <0.0001
TPS 1041 51.26 +52.03 172.00 82.89 +127.14 248.00 0.0995
I-CAM ng/ml 126.88 +44.42 22845 119.58 +49 28 219.18 0.1566
V-CAM ng/ml 104925 +213.43 1463.77 1051.65 +258.56 150491 0.9944
IL-6 pg/ml 3.71 +11.69 11.52 18.14 +25.11 74.84 <0.0001
1L-10 pg/ml 1.24 +1.55 346 10.27 +21.02 39.21 <0.0001
TIMP-1 ng/ml 145.01 +22.79 188.20 180,16 +51.99 282.00 <0.0001
MMP-9 ng/ml 468.62 +190.12 911.67 329.10 +290.74 1033.32 0.2646
VEGI pg/ml 134.51 +83.73 324.02 20943 +217.19 668.61 0.1665
C-Peplide pM 273.24 +167 87 546.20 590147 +1(r29.,00 22.74 0.0087
Insulin pM 7355 +88.02 294.68 22607 +625.90 1058.40 0.0138
Adiponectin pg/ml 12.82 +4.90 25.00 17.61 +6.51 28.87 <0.0001
Leptin pM 509.90 +357.73 1258.83 89691 +1104,00 3897.58 0.4727

development. TIMP-1 was significantly elevated in the
CRC group, This is related to its biological proliferative
and anti-apoptotic activity, C-Peptide and insulin changes
arc rclated to insulin resistance and result in cellular
proliferation and apoptosis inhibition. Our results from
adipenectin related to the fact that only patients with early
stage of CRC were included. Serum levels of adiponcctin
correlated with prognosis (PES).

We did not find any significant changes of TPS, adhesion
molecules, angiogenetic factors or leptin.

We did find significant differences between the control
and CRC groups in correlations between the individual
parameters: In the CRC group. there was a corrclation
between CEA and CA 19-9, TK and CA 19-9, TPA, TPS,
TIMP-1 and C-peptide, i.e. between all the parameters that
play an important role in the process of proliferation. No
similar correlation was found in the control group. In the
control group, correlations, between cytokeratines and
adhesion molecules were found. Correlation between
metabolic parameters was found in both groups. There was
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Table IV. Staristically significant correlarions between individual paramerers.

Correlation Colorectal cancer Control group

r p-Value r p-Value
CEA vs. CA 19-9 0.33762 0.0002 NS
CEA vs. ICAM 0.30048 0.0009 NS
CEA vs. C-Peptide N8 0.40191 0.0042
TK vs. CA 19-9 0.33167 0.0032 NS
TK vs. TPA 0.62628 0.0003 NS
TK vs. TPS 0.47800 0.0001 NS
TK vs. TIMP 0.43420 0.0020 NS
TK vs. [L 10 NS 0.44551 0.0012
TK vs. C-Peptide 0.56949 0.0013 NS
TPA vs. TPS 0.41444 0.0002 0.67567 0.0001
TPA vy, VCAM NS 051118 0.0001
TPS vs. VCAM NS 0.61434 0.0001
ICAM vs. VCAM NS 0.38724 00055
TIMP-1 vs. Leptin 0.40264 0.0074 NS
TIMP-1 vs. Insulin NS (136812 0.0085
IL6 vs. Adiponectin 041313 0.0059 NS
IL 10 vs. Leptin NS (147938 0.0004
Leptin vs. BMI 0.56952 0.0001 (0.53677 0.0001
Leptin vs. C-Peptide 0.54461 0.0001 NS
Leptin vs. Insulin 0.51235 0.0001 137016 0.0081
C-Peptide vs. Insulin 0.69972 0.0001 (0.54326 0.0001
C-Peplide vs. BMI 0.26885 0.0011 045591 0.0009
Insulin vs. BMI 027728 0.0007 (1.49673 0.0002
Table V. Cox regression model for overall survival (univariate analysis) arranged according ro p-value.
Parameter (unit) Parameter estimate Standard error Harzard ratio Chi-square p-Valuc
N 0.6774 0.2009 1.969 11.3708 0.0007
T 0.0884 0.2416 1.991 8.1216 0.0044
Grading 0.6408 0.2313 1.898 7.6739 0.0056
CA 19-9 (1U/mly 0.0037 0.0017 1.004 4.5078 0.0337
Age (vears) 0.0422 0.0212 1.043 3.9640 0.0465
Table V1. Cox regression model for progression-free interval (univarate analysis) arranged according to p-value.
Parameter (unit) Parameter estimate Standard error Hazard ratio Chi-square p-Value
Age (vears) —0.0681 0.2886 0.934 5.6434 0.0183
CA 19-9 (IU/ml)y 0.0046 0.0020 1.005 55118 0.0189
CEA (ng/ml) 0.0264 0.0120 1.027 4.8419 0.0278
TPA (1U/ml) 0.0048 0.0022 1.005 47413 0.0294
Adiponectin {pg/ml) -0.3561 0.1679 0.700 4.4973 0.0339
ICAM (ng/ml) 0.0095 0.0045 L1010 4.4430 0.0350

a significant correlation between leptin, C-peptide and
insulin in the CRC group. More significant correlations
were found between metabolic parameters and BMI in the
control group. Based on our results, we can conclude that
there arc different mechanisms regulating cellular growth

between the two groups.
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When evaluating the sensitivities and specifities of the
individual parameters, we found the best sensitivity to be for
IL-10 (higher than 50% at 95% specificity). This could be
potentially considered for use as a complementary marker, We
found very low sensitivity for CEA and CA 19-9, cven at 90%
specificity. This fully corresponds to the literature data (19, 20).
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Discussion

The article from Hundt ef al. from 2007 provides a complete
review of clinical trials published up to 2007 (7). From this
review, it can be seen that there have been many different
parameters of biological activity implemented for CRC.
Different studies included different sizes of patient groups,
different cut-offs of the parameters and different scnsitivity
and specificity. No official guidelines for the interpretation
of such new tests have been issued as yet. Compared to this
review article, our clinical study represents one of the largest
bascd on both the size of the paticnt group and the large
spectrum of the parameters. Many discussions have been
already published on conventional tumor markers and CRC,
therefore we focused on new parameters of the biological
activity of tamors.

We found significantly higher serum levels of TIMP-1 in
the CRC group. This may be cxplained by the fact that most
of our patients were enrolled in the very early stages of CRC,
when TIMP might predominate over the effect of MMP. Data
from other clinical studies provide very inconsistent results.
Similar results were obtained by Holten-Andersen in 2002
(8). Somc authors claim a stimulatory cffcct of TIMP-1 on
cellular growth (9, 10), others describe its inhibitory effects
on apoptosis (11, 12).

Metabolic parameters have been studied for many years as
risk factors for CRC development (13). The European
Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC)
has confirmed that insulin resistance (defined by increased C-
peptide serum levels) is associated with an increased risk for
CRC development (14). Insulin regulates energy metabolism,
stimulates cell proliferation and inhibits apoptosis. Elevated
circulating serum levels of insulin result in increased
bioactivity of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) and a
decrease in its binding proteins. There have only been few
publications about the scrum levels of insulin and C-peptide
at the time of cancer development. We have found significant
differences in the serum levels of insulin and C-peptide
between the CRC and control group, but we found no
relationship between elevated serum levels and PES or OS.

Many publications have been dedicated to adiponcctin
serum level and its relationship to increased risk for CRC. It
was proven that the lower the serum level of adiponectin, the
higher the risk for CRC development (15). There are only
few publications related to the scrum level changes in
patients with CRC. Our results show that patients with CRC
have higher serum levels of adiponectin compared to the
healthy control group. This appears to be slightly
controversial compared with some literature data. Ferroni er
al. from 2007 showed that low serum levels are found
particularly in advanced CRC and this predicts an increased
risk for disease recurrence (16). The median value of our
control group corresponds to the median in this publication

(12.4 vs. 13.1 pg/ml). Our pathological group of paticnts
with CRC included only patients with early stage CRC;
therefore, we also found a low recurrence rate in this group.
‘We also found that the higher the serum level of adiponectin,
the better the survival and the lower the risk for disease
recurrence. Our finding corresponds to those from another
study, where the authors found that adiponcctin inhibits
growth of cancer cells on tissue cultures via AMP-activated
protein kinase activation (17). Therefore it seems that serum
levels of adiponectin are important for perspective estimate
and for estimate of disease stage, although such a test has
not been performed routinely. Some publications on the
dynamic changes of serum levels in the postoperative period
have appeared recently. Low serum levels of adiponectin in
the postoperative period increase the risk of postoperative
inflammatory complications in CRC (18). There was very
low incidence rate of inflammatory complications in own
study and no serum levels were measured postoperatively.

Table IV shows all statistically significant correlations,
where the p-value was lower than 0.01. There was no
paramcter with a corrclation coctticient higher than 0.8000.
Based on these results, we can conclude that no parameter
could be replaced by another, but the existence of significant
correlation supports the theory of a regulatory mechanism
between the parameters, Correlation between the parameters
of biological activity was found only in the CRC group. In
particular, corrclation between paramcters related to the
proliferative activity were found (TK vs. TPA, TK vs.TPS,
TPA vs. TPS; see Table TV),

Better correlation between metabolic parameters was found
in the healthy control group, but the corrclation between
leptin and C-peptide or insulin was more significant in the
CRC group than in the control group. This is related to the
insulin resistance and its potential role in CRC development.

Based on our results, we can conclude that none of the
measurcd paramecters fulfills the criteria for usc for screening
nor for primary diagnosis of CRC. Some of the parameters
are important for prognosis estimate: Elevated CA 19-9 is
related to an unfavorable prognosis, in terms of cancer
recurrence and mortality rate. Angiogenetic factor VEGF
rcpresents a prognostic factor important for OS. CEA
represents a parameter which is related to disease progression.
Interleukins seem to be prospective complementary tumor
marker. Adiponectin may be used for estimation of advanced
stage of cancer and for cstimate of risk of cancer recurrcnce.

During the past years, many new tests have been
developed and introduced for experimental practice for early
detection of CRC. But only few have been used for routine
clinical practice to date. Knowledge about the biological
activity of tumors could potentially help in the whole process
from cancer prevention, through primary diagnosis to cancer
therapy. It could help to individualize therapy choice at the
time of primary diagnosis. This would enable the optimal
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health care of the cancer patient. Using the knowledge of the
biological activity of tumor in clinical practice should help
to restore the natural balance between the stimulatory and
inhibitory growth factors.
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3.2.1.2. Cile pilotni studie karcinomu pankreatu

s karcinomem pankreatu a posoudit eventualni vhodnost nékterych parametrd pro
zavedeni do rutinni klinické praxe. V posledni dobé& bylo vyvinuto mnoho rdznych
laboratornich testl a technik, které by mély umoznit ¢asnou detekci nadorového
onemocnéni. Tato problematika je pfedmétem intenzivniho vyzkumu, pfesto se vSak

doposud nepodafilo implementovat zadné nové parametry do rutinni klinické praxe.
3.2.1.3. Soubory pacientt pilotni studie karcinomu pankreatu

3.2.1.3.1. Karcinom pankreatu

Do skupiny bylo zafazeno 71 pacientl s karcinomem pankreatu (Median véku:
63,56+8,88 roku), kterych byl diagnostikovan karcinom pankreatu na 1. Chirurgické
klinice, V&eobecné fakultni nemocnice v Praze v letech 2010-2012. Vzorky séra byly
odebirany pfed zahajenim terapie. Byla odebrana podrobna anamnéza a provedeno
klinické vysSetfeniU u vSech byl diagnostikovan adenokarcinom pankreatu, bohuzel
vSak ve vétsiné pfipadech byl nador primarné diagnostikovan az v pokrocilych stadiich

—tedy Ill. a IV. klinické stadium.

3.2.1.3.2. Kontrolni skupina

Do kontrolni skupiny bylo zafazeno 56 zdravych jedincd (Median véku: 54,10+8,67).
Vsichni byli podrobeni podrobnému klinickému vySetfeni v Centru preventivni
kardiologie, Ill. Interni kliniky, VSeobecné fakultni nemocnice v Praze. V dobé odbéru
vzorku krve u nich nebyla prokazana pfitomnost Zadného nadorového ¢i zanétlivého

onemocnéni.

3.2.1.4. Metodika pilotni studie karcinomu pankreatu

Krev pro laboratorni stanoveni byla odebirana z v. cubitalis v rannich hodinach po
minimalné 8hodinovém lacnéni. Ziskané sérum bylo rozdéleno do nékolika aliquot
avSechny byly ihned hluboce zamrazeny ado doby analyzy uschovany pfi
teploté -75 °C. VSechny parametry byly stanovovany v Ustavu klinické biochemie
a diagnostiky VSeobecné fakultni nemocnice v Praze. Pfehled stanovenych parametru
je uveden nize v tabulce €. 22. Byly stanovovany tradi¢ni nadorové markery, které se
jiz dlouhodobé pouzivaji v rutinni klinické praxi, dale parametry metabolismu

souvisejici s inzulinovou rezistenci a dal$i biomarkery, u nichz se pfedpoklada zmény
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koncentrace v zavislosti na nadorové aktivité. Metaloproteinazy byly stanovovany za
ucCelem posuzovani nadorové agresivity. Nékteré stanovované parametry souviseji
s genovou expresi. Vzhledem k tomu, Zze byla vétSina testd stanovovana metodou
multiplexové analyzy (technologie xXMAP), bylo mozné stanovit z kazdého vzorku séra

celou Skalu parametru.

Tabulka €. 22: Prehled parametru stanovovanych u studie karcinomu
pankreatu.

Biomarker Unit Method Manufacturer
CEA IU/ml CLIA, Architect Abbott
CA 19-9 IU/mi CLIA, Architect Abbott
CA 72-4 IU/ml ECLIA, Modular Roche
AFP g/l CLIA, Centaur Siemens
AAT ng/ml Nefelometrie Beckman Coulter
IGF1 ng/mil ELISA Mediagnost
IGFBP2 ng/mil ELISA Mediagnost
IGFBP3 ng/ml ELISA Mediagnost
TIMP-1 ng/ml ELISA eBioscience
MMP-7 ng/mi ELISA R&D Systems
MMP-9 ng/ml ELISA eBioscience
MMP-9 BV ng/ml ELISA BioVendor - Labortorni medicina
SICAM-1 ng/mi ELISA eBioscience
CEACAM ng/mi ELISA Abnova
REG1 ng/ml ELISA BioVendor - Labortorni medicina
REG3A ng/ml ELISA BioVendor - Labortorni medicina
MIC-1 ng/mi ELISA BioVendor - Labortorni medicina
OPG ng/ml ELISA BioVendor - Labortorni medicina
TFF1 ng/ml ELISA BioVendor - Labortorni medicina
3.2.1.5. Statistické analyzy pilotni studie karcinomu pankreatu

Statistické analyzy byly hodnoceny pomoci statistického programu S.A.S. software
(Statistical Analysis Software) verze 8.02 a programu STATISTICA, verze 5.1. Byly
stanoveny zakladni deskriptivni statistické parametry — praimér, standardni odchylka,
median, minimum a maximum. Pro porovnani distribuci jednotlivych parametri byl
pouzit parovy Wilcoxonuv test. Pro korelaci mezi jednotlivymi parametry byl pouzit
Spearmanuv korelaéni test.Uu skupiny zdravych jedincG byly spocitany senzitivity

a specificity a pro jednotlivé parametry byly pocitany diskriminacni meze.
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Vysledky vSech parametrl jsou pfehledné uvedeny nize v tabulce €. 23. Korelace mezi

jednotlivymi parametry byly u jednotlivych skupiny pocitany samostatné.

Tabulka €. 23: Biomarkery u jednotlivych skupin pacientu.

Karcinom pancreatu Kontrolni skupina
Parametr Unit N=136 950 N=T1 95m Z p-value
Mean Std. dev. percentile Mean Std. dev. percentile

CEA IU/ml| 183,89 | 1269,61 | 269,90 1,01 0,61 2,27 -6,46720 <0,0001
CA 19-9 IU/ml | 7 956,01 | 26 170,87 |41 010,00} 9,38 6,08 20,60 -6,21157 <0,0001
CA 72-4 IU/ml] 21,87 52,14 177,30 191 1,94 5,66 -4,78807 <0,0001
AFP ug/ 4,15 2,35 8,00 9,87 15,08 40,60 0,71623 0,4769
AAT ng/ml] 2,21 0,53 2,95 1,41 0,23 1,86 -7,86021 <0,0001
TFF1 ng/ml] 4,78 5,97 18,05 1,58 1,15 3,96 -7,15271 <0,0001
IGF1 ng/ml] 133,86 70,95 261,50 184,69 46,15 257,50 4,52779 <0,0001
IGF2 ng/ml} 558,08 197,91 857,80 744,72 127,62 965,70 4,967149 <0,0001
IGFBP1 ng/ml] 15,11 12,35 368,00 6,67 6,58 19,50 -5,32537 <0,0001
IGFBP2 ng/ml} 753,82 343,09 |1356,50] 330,68 142,97 569,70 -6,85454 <0,0001
IGFBP3 ng/ml} 2 496,33 | 711,13 |3640,50]269583 | 411,34 | 3 346,50 1,64367 0,1030
TIMP-1 ng/ml} 750,39 338,89 |1250,00] 458,13 126,64 697,90 -5,21454 <0,0001
MMP-7 ng/ml] 2,97 2,391 9,06 0,3914 0,341 1,39 -8,936033 <0,0001
MMP-9 ng/ml] 243,74 278,78 | 668,00 | 140,73 124,89 301,30 -2,22771 0,0278
MMP-9 ng/ml] 198,86 219,08 457,70 123,00 97,31 243,80 -2,22495 0,0280
SICAM ng/ml] 618,14 227,20 |1000,00] 377,07 75,93 522,30 -6,02187 <0,0001
CEACAM ng/ml} 105,56 96,49 292,80 46,88 11,93 65,80 -4,58063 <0,0001
REG1 ng/ml} 265,76 181,53 621,65 | 115,391 64,42 229,96 -7,90388 <0,0001
REG3A ng/ml} 578,32 519,15 |1800,00f 202,83 103,51 375,70 -8,21206 <0,0001
MIC-1 ng/ml} 5 478,53 | 5242,33 |14 784,00] 1 254,60 | 666,50 2 266,00 | -9,99359 <0,0001
OPG ng/ml 8,27 2,99 13,09 4,85 1,46 8,02 -6,62203 <0,0001
TFF1 ng/ml 4,78 5,97 18,05 1,58 1,15 3,96 -7,15271 <0,0001
C-peptide 0,84 0,50 1,75 0,79 0,25 1,31 0,60378 0,5474
Insulin 9,10 7,120 26,359 8,70 3,81 16,04 0,65747 0,5125
Adiponectin 23 824,46 12 820,45 |54 700,00417 303,74| 7 782,99 |29 740,00} -2,97586 0,0036
Leptin 8,28 9,60 33,05 13,51 12,39 41,27 2,98710 0,0034
D vitamin 15,86 10,14 38,75 22,46 12,22 46,50 2,68212 0,0089
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Pro vyhodnoceni nevhodnéjSiho parametru k odliSeni patologické skupiny byly

spocitany ROC kfivky — viz nize.

Obrazek ¢. 17: ROC kfivky (Karcinom pankreatu vs, kontrolni skupina).
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3.2.1.7. Diskuse k pilotni studii karcinomu pankreatu

Lécba karcinomu pankreatu je uspésna jediné tehdy, pokud je toto onemocnéni
primarné diagnostikovano v ¢asnych stadii. U karcinomu pankreatu bylo jiz zkouSeno
mnoho rdznych parametr( pro primarni diagnostiku ¢i pro odhad prognézy, avSak
Zadny z nich doposud neni v rutinni klinické praxi vyuzivan. V mnoha rliznych pilotnich
studiich je spousta z nich zkoumana a je snaha najit nékteré nebo jejich kombinace,
které by byly pomocnym nastrojem pfedevsim pro primarni diagnostiku Casnych stadii

karcinomu pankreatu.

Zjistili jsme signifikantné zvy3ené hodnoty tradi¢nich nadorovych markert (CEA,
CA 19-9, CA 72-4 a AFP), coz odpovidalo situaci, kdy byli v souboru zafazeni
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pfedevSim pacienti s pokroCilym onemocnéni a korespondovalo se Spatnou

prognozou.

V literatufe se da najit vice nez 2 500 parametr(, které by se mohly v budoucnu rutinné
pouzivat jako biomarkery monitorujici pribéh onemocnéni karcinomem
pankreatu.(Harsha HC, 2009) Ngkteré experimentalni studie se zabyvaji zkoumanim
mechanismu karcinogenese a kaskadového procesu metastazovani. Podrobné geny
a jejich proteinové produkty popsal Vogelstein jiz v roce 1988 zejména ve vztahu
k metastatickému procesu.(Vogelstein B,1998)  podrobné pochopeni tohoto slozitého
procesu ma vyznam nejenom pro zlepSeni primarni diagnostiky onemocnéni, ale
pfedevSim pro vyvoj novych terapeutickych latek, které by pusobily na rdznych

urovnich bunécéného déleni a rlstu nadoru.

VétSina nami stanovenych parametra jiz byla v minulosti sledovana ve vztahu k jinym
patologickych stavim (napfiklad zanétlivé nebo autoimunitni reakce). Proto je téz

nazyvame spiSe jako parametry biologickeé aktivity Ci biomarkery.

Regenerating islet-derived protein 1 alpha (REG1A) je protein, ktery je v literatufe
spiSe znam pod nazvem islet cells regeneration factor (ICRF) nebo ,lslet of
Langerhans regenerating protein® (REG). Tento protein patfi do skupiny tzv.
regenerujicich proteinu a je secernovan exokrinnim pankreatem. Jeho sérové hladiny
koreluji s regeneraci bunék Langerhansovych ostravk( a procesem vzniku diabetu.

Mohou se podilet i na vzniku pankreatické litiazy.(Watanabe T, 1990)

Regenerating islet-derived protein 3 alpha je protein, ktery je u lidi kddovan genem
REG3A . (Pusetti NJ, 1994) Tento gen koduje proteiny enzymu zevni sekrece pankreatu.
Predpoklada se, ze se muze téz podilet na proliferaci a diferenciaci bunék. ZvySena
exprese tohoto genu byla zjisténa u zanétlivych procesu pankreatu ¢i kancerogenniho

procesu v jaternim parenchymu.

Matrix metalloproteinaza 7 (MMP7), znama téz pod nazvem matrilysin, patfi do skupin
Zinek dependentnich endopeptidaz MMP7 je primarné exprimovan na burikach
Zlazového epitelu na rozdil od ostatnich MMP, které jsou spiSe ve stromatu.(Wilson CL,
1997) ZvySené sérové hladiny MMP7 koreluji s hor$i prognézou, krat$i dobou prezivani
a velmi pravdépodobné i velikosti primarniho tumoru a vyskytem vzdalenych

metastéz_(Jones LE, 2004)
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Cytokin 14 inhibujici makrofagy — Macrophage inhibitory cytokine 1
(MIC1) (Bauskin AR, 2006) hy| yréen pomoci genovych expresi. Vysoké sérové hladiny
v dusledku overexprese pfislusného genu byly zjistény u invazivnich typ karcinomu

pankreatu.(Ryu B, 2002)

Insulin-like growth factor 2 (IGF-2) je jednim ze tfi hormonU proteinové povahy, které
maji strukturu podobnou inzulinu. Je secernovan jaterni burikou a cirkuluje v Kkrvi.
Pusobi na regulaci bunécného rustu a ovliviiuje mitogenni aktivitu. Rastova aktivita je
zavisla na somatotropinu. Pfedpoklada se, Ze je to hlavni fetalni ristovy faktor na rozdil

od IGF-1, ktery je povazovan za hlavni rustovy faktor u dospélych jedinc(.(Gallagher EJ,
2010)

TFF1 - trefoil factor® (TFF) je popisovan v souvislosti s epitelialnimi bunkami
sercernujicimi muciny. Hraje vyznamnou roli v procesu slizni¢ni obrany a procesu
regenerace epitelii poSkozenych zanétem ¢i iatrogenné léky. Zda se, Ze pusobi jako
supresorovy faktor u karcinomud Zaludku. Overexprese genu pro tento biomarker byla
zjisténa i u dalSich karcinomu (prsu, kolorektalniho karcinomu, prostaty, stitné zlazy
i pankreatu). Overexprese genu ukarcinomu prsu je pfiznivym prognostickym
faktorem ada se pouzit jako prediktivni faktor hormonalni terapeutické

od povédi_(MatheIin C, 2005)

Osteoprotegerin (OPG) je rovnéz v literatufe znam pod nazvem Osteoclastogenesis
Inhibitory Factor (OCIF) nebo tumour necrosis factor receptor superfamily member 11b

(TNFRSF11B). Tento glykoprotein se podili na regulaci resorpce kosti. (Simonet Ws, 1997,
Yamaguchi K, 1998)

Metabolické parametry jsou studovany jakozto rizikové faktory pro vznik a vyvoj
nadorového procesu.Kaaks R, 2000) Spole¢nost European Prospective Investigation into
Cancer and Nutrition (EPIC) prokazala, Ze inzulinova rezistence (na podkladé
zvySenych sérovych hladin C-peptidu) koreluje se zvySenym rizikem pro vznik
kolorektalniho karcinomu.(enab M. 2007) |nzylin reguluje energeticky metabolismus,
stimuluje bunécnou proliferaci a inhibuje apoptézu. ZvySené hladiny cirkulujiciho
inzulinu vedou ke zvySené aktivité IGF-1 a snizuji hladiny vazebnych proteint (binding
proteins). Existuje jen par publikaci zabyvajicich se vztahem mezi sérovymi hladinami
inzulinu a C-peptidu v dobé primarni diagnostiky nadorového onemocnéni. Obdobné

mechanismy Ize pfedpokladat i u dalSich typ nadoru, v€etné karcinomu pankreatu.
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DalSi rutinni parametry byly stanoveny za uc¢elem vylouc€eni takovych klinickych stavu,
které by mohly ovlivhiovat sérové hladiny jednotlivych biomarkert (napfiklad tézka

renalni insuficience, jaterni selhani Ci akutni infekce).

3.2.1.8. Zaveér pilotni studie karcinomu pankreatu

Na zakladé nasSich vysledki musime konstatovat, ze Zadny z vySe uvedenych
parametru nespliuje kritéria pro pouziti pro screening €i primarni diagnostiku
karcinomu pankreatu. AvSak vybérem vhodnych kombinaci jednotlivych parametru Ize
docilit vyznamné lepSi senzitivity i specificity. Tim by se néktera z kombinaci mohla
stat pomocnym nastrojem pro screening ve skupinach populace vysoce rizikovych pro
vznik karcinomu pankreatu. Dale by pouziti nékterych parametrd mohlo pfispét
k procesu individualizace stanoveni progndzy ¢i by mohla slouzit jako pomocny nastroj
pro vybér optimalni terapie jiz v dobé& primarni diagnostiky, coz by umoznilo
optimalizaci Ié€ebného procesu. Vyuziti dosavadnich znalosti o biologické aktivité
nadoru by mohlo v budoucnu pomoci podpofit znovunastoleni pfirozené rovnovazného
stavu mezi inhibiénimi a stimulujicimi ristovymi faktory — tedy postupny pfechod od
empirické terapie k terapii kauzalni.

Tato pilotni studie byla jedine¢na z pohledu poctu zafazenych pacientt vSech zlickych
stadii karcinomu pankreatu, tak z hlediska Siroké Skaly parametrl, coz umoznilo
pfedevSim pouziti moderni technologie multiplexor analyzy. VétSina doposud
publikovanych obdobnych studii, které tuto metodu multiplexor analyzy pouZzivala, se

tykala spiSe nadora vajecnikd, prsu Ci prostaty.

3.2.2. Hepatocelularni karcinom
3.2.2.1. Cile pilotni studie hepatocelularniho karcinomu

Cilem této pilotni studie bylo zhodnatit klinicky pfinos parametru PIVKA-II jako nového
biomarkeru pro diagnostiku hepatocelularnino karcinomu a porovnat ho s AFP,

nadorovym markerem, ktery se bézné pouziva v rutinni klinické praxi.
3.2.2.2. Soubory pacientt pilotni studie hepatocelularniho karcinomu

3.2.2.2.1. Jaterni onemocnéni
Do této studie bylo zafazeno celkem 332 ucastniku. Kritéria vylou€eni ze studie

zahrnovala nasledujici: hemokoagulacni poruchy, poruchy pfijmu vitaminu K,
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podavani blokator vitaminu K, jiny druh nadorového onemocnéni, akutni zanétlivé
onemocnéni, selhani ledvin a jater. Do hlavni skupiny pacientl s hepatocelularnim
karcinomem bylo zafazeno 64 pacientu. Ve skupiné byla zahrnuta vSechna klinicka
skupiny bylo zafazeno 48 pacientl s jaternimi metastazami kolorektalniho karcinomu.
Do tfeti skupiny pacient s benignim onemocnénim jater bylo zafazeno 42 pacientl s

jaterni cirh6zou vétSinou ethylické etiologie.

3.2.2.2.2. Kontrolni skupina pilotni studie hepatocelularniho karcinomu

Kontrolni skupinu tvofilo 178 zdravych jedincU, ktefi podstoupili kompletni Iékarské
vySetfeni na Klinice preventivni kardiologie; v dobé odbéru krve nebyly zadné znamky
rakoviny nebo zanétlivého onemocnéni. Seznam skupin pacientd s vékovymi

charakteristikami je uveden v tabulce €. 24.

Tabulka €. 24: Charakteristika skupin pacientt.

Vék — primér
Pocet (min-max)
roky
— . 68,5
Hepatocelularni karcinom 64 (31-83)
re . 6
Stadium | (9,34 %)
r . 13
Stadium I (20,3 %)
,_ 17
Stadium Il (26,6 %)
’_ 28
Stadium IV (43,8 %)
- — _ 62,5
Metastaticky kolorektalni karcinom 48 (34-78)
— ' o 61,5
Benigni jaterni onemocnéni — cirh6za 42 (34-80)
' . 60,0
Kontrolni skupina 178 (24—-86)
Celkem 332

3.2.2.3. Metodika pilotni studie hepatocelularniho karcinomu

Vzorky krve byly odebrany v dobé diagnozy pfed zahajenim jakéhokoliv druhu 1é€Cby.
Vzorky periferni zilni krve byly odebrany pomoci systému odbéru krve VACUETTE
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(Greiner Bio-one Company, Kremsminster, Rakousko). Sérum bylo separovano
10minutovou centrifugaci pfi 1 300 x g a okamzité zmrazeno na -80 °C. Vzorky byly

rozmrazeny pouze jednou, bezprostfedné pfed analyzami.

Sérové hladiny PIVKA-II byly méfeny pomoci chemiluminiscencniho testu na pfistroji
Architect 1000i (Abbott, Libertyville, IL, USA) s mezemi detekce a kvantifikace 1,45
a 5,06 mAU/ml; sérové hladiny AFP byly méfeny pomoci chemiluminiscencniho testu
DxI 800 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Zaroven byly provedeny dalSi laboratorni
testy, aby se vyloucila pfitomnost klinickych stavl, které mohou ovlivnit sérovou
hladinu méfenych parametrl (napfiklad zavazné selhani ledvin nebo jater, zanét

apod.).

3.2.2.4. Statistické analyzy pilotni studie hepatocelularniho karcinomu

Statisticka analyza byla provedena pomoci softwaru S.A.S. (Statistical Analysis
Software verze 9.2; SAS Institute Inc., Carry, NC, USA). Jsou uvedeny zakladni
popisné statistické parametry (median, minimum a maximum). Mezni hodnoty byly
vypocteny na 95% urovni specificity, Wilcoxontiv dvouvybérovy test byl pouzit pro
porovnani jednotlivych parametrii a hodnota p mensi nez 0,05 stanovena jako

statisticka vyznamnost.

3.2.2.5. Vysledky pilotni studie hepatocelularniho karcinomu

Namérené vysledky PIVKA-II a AFP jsou uvedeny v tabulce €. 25. Oba biomarkery

byly nalezeny pfi nejvy8Sich sérovych hladinach ve skupiné pacientd

v v

Tabulka €. 25: Vysledky biomarkeru PIVKA-Il a AFP.

PIVKA-II AFP
Median Min. Max. Median Min. Max.

HCC 64 7.727 2323 | 300,00 6,50 1,00 | 11814

wst;Stat'CKV 48 33,75 1251 | 32550 2.00 1,00 6,00

Benigni

jaterni 42 12117 | 2007 | 563,00 8,50 1,00 25.00

onemocnéni

Kontrolni 178 30,09 8.15 88,50 3.00 1,00 10,00

skupina
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Optimalni mezni hodnoty pfi 95% specificité jsou uvedeny v tabulce &. 26 pro oba
biomarkery. Pro kazdou posuzovanou skupinu byly stanoveny individualni cut-off
hodnoty. Obecné u biomarkeru PIVKA-II byla ziskdna mnohem lepSi senzitivita nez
u AFP a rozdil byl statisticky vyznamny ve v8ech srovnanich. Senzitivita PIVKA-II se
pohybovala v rozmezi 89,1-96,9 %. PIVKA-II dosahla nejlepS$i senzitivity (96,9 %) pfi
odliSeni mezi hepatocelularnim karcinomem a kontrolni skupinou s navrhovanou
cut-off hodnotou 60 mAU/ml. Senzitivita AFP se pohybovala v rozmezi 34,3-50,0 %.
AFP dosahla nejlepsi senzitivity (50,0 %) pfi porovnani mezi skupinou
s hepatocelularnim karcinomem a skupinou s metastazujicim kolorektalnim

karcinomem s navrhovanou cut-off hodnotou 6 1U/ml.

Tabulka €. 26: Vysledky biomarkeru PIVKA-Il a AFP.

PIVKA-II AFP p-Value

Cut-off Senzitivita Cut-off Senzitivita | (Wilcoxonav
(MAU/mI) (%) (IU/ml) (%) test)

HCC
VS.
kontrolni
skupina
HCC
VS.
metastaticky
KRK

HCC
VS.
benigni 250 89,1 21 34,4 <0,0001
jaterni
onemocnéni
HCC
VS.
vSechny
skupiny

60 96,9 14 37,5 <0,0001

130 95,3 6 50,0 <0,0237

290 93,8 15 34,3 <0,0001

3.2.2.6. Diskuse k pilotni studii hepatocelularniho karcinomu

PIVKA-II byla poprvé popsana jako novy biomarker v roce 1996 a pouziva se od
poCatku 21. stoleti. Tato pilotni studie pfredstavuje prvni pilotni studii provedenou

v Ceské republice v souvislosti s PIVKA-II, ktera odrazi nizkou incidenci tohoto typu
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nadorového onemocnéni jak v Ceské republice, tak v Evropé jako celku. Proto jsou
studie tykajici se tohoto biomarkeru velmi vzacné. V letech 2015-2018(Sultanik P, 2017; Jang
ES, 2016; Poté N, 2015; Caviglia GP, 2017; Viggiani V, 2016) by|0 V EVFOpé publikovéno jen nékolik élanku.
Nase vlastni vysledky velmi dobfe koresponduiji s vysledky francouzskych (YangJb, 2010;
Sultanik P, 2017) 3 jtalskych studii(Cavidiia GP, 2017) - Aytofi podobné popisuji, Ze senzitivita
a specificita PIVKA-II dosahla velmi vysokych hodnot a byla vyznamné vyS$si nez
u AFP. Zcela odliSna situace je popsana v asijskych populacich. Néktefi asijsti autofi
vykazuji bud vysSi senzitivitu a specificitu AFP, nebo velmi podobnou citlivost
a specificnost. Tito autofi doporucuji pouziti biomarkeru PIVKA-II pouze pro
optimalizaci €asnych diagnostickych procesl. Rozdil mezi evropskou a asijskou
populaci mize odrazet odliSnou etiopatogenezi karcinomu jater. V asijské populaci se
zda, Ze virova hepatitida B nebo C je dominantnim rizikovym faktorem(Wang X, 2017; Nguyen-
Dinh SH, 2018) = ale u evropské populace se karcinom jater vyvine vétSinou ze

steatohepatitidy rtizné etiologie (alkohol, metabolicky syndrom atd.).srih M. 2015)

V naSi pilotni studii jsme pozorovali, Ze sérové hladiny PIVKA-Il ve skupiné
s hepatocelularnim karcinomem byly vyznamné vy$Si nez hladiny u kontrolni skupiny,
skupiny s benignim onemocnénim jater a skupiny metastazujiciho kolorektalniho
karcinomu. Sérové hladiny u pacientd s benignim onemocnénim jater byly

signifikantné nizSi nez u pacientu s hepatocelularnim karcinomem — viz tabulka &. 26.

Tyto vysledky jsou v souladu s publikovanymi studiemi.(Abd EGI,2014; Ertle JM, 2013) Ngge
udaje vykazuji jesté vysSi citlivost a specificitu ve srovnani s dfive publikovanymi
Gdaji.(@akhary NI 2013)  Sérové hladiny markeru PIVKA-II ve skupiné pacientt
s metastazujicim kolorektalnim karcinomem byly velmi podobné hladinam v kontrolni
skupiné, AFP dosahl maximalni hladiny 6 IU/ml, a pokud by byl pouZit spole¢né
s PIVKA-II a potencialné jesté s néjakym dalSim biomarkerem, jako je cytokeratin,
umoznil by bud' potvrzeni, nebo vylou€eni metastazujiciho pavodu jaterniho nadoru.
Median hladiny AFP u hepatocelularniho karcinomu byl nizSi neZz u benignich
onemocnéni jater. Na zakladé téchto skutecnosti pfedpokladame, ze PIVKA-II mlze
byt pouzita pro primarni diagnostiku hepatocelularnino karcinomu, stejné jako pro
diferencialni diagnostiku jaternich metastaz. V€asna diagnéza je velmi duilezita
vdnesni dobé&, kdy byly do rutinni praxe zavedeny pokrocCilé chirurgicke
techniky.(TreskaV, 2017; Kucera R, 2016; Ludvik J, 2017) \/ysledky této pilotni studie prokazaly, Ze

pouziti tohoto nového biomarkeru by mohlo poskytnout informace o pravdépodobnosti
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maligniho onemocnéni jater s vysokou pravdépodobnosti. Nasledné nakladné
zobrazovaci metody by dale poskytly informace o misté nadoru a rozsahu onemocnéni

pfed operaci.

3.2.2.7. Zaveér pilotni studie hepatocelularniho karcinomu

Na zakladé vysledkl této pilotni studie bylo zjiSténo, Ze ani jeden z biomarker(
nesplriuje potfebna kritéria pro pouziti pfi screeningu. Vysoka senzitivita a specificita
PIVKA-II by vS8ak mohla byt pfinosna jako dalSi nastroj pro primarni diagnostiku
hepatocelularniho karcinomu. DalSi potencial Ize oCekavat v diferencialni diagnostice
mezi hepatocelularnim karcinomem a jinymi benignimi onemocnénimi jater, stejné
jako v diferencialni diagnostice mezi primarnim hepatocelularnim karcinomem
a jaternimi metastazami. Mechanismus produkce PIVKA-II u hepatocelularniho

karcinomu a dalSich typu malignich onemocnéni zatim nebyl objasnén.

Tato pilotni studie bude pokratovat zaméfenim na pocatecni faze (I all)
hepatocelularniho karcinomu s cilem vyhodnotit jeho potencialni vyuziti pfi v€asné
detekci hepatocelularniho karcinomu. Planuje se téz vyhodnoceni korelace mezi
sérovymi hladinami biomarker( a histologickymi nalezy, eventualné is vysledky

zobrazovacich metod (napf. ultrazvuk, PET/CT).

Zavérem lze fici, ze nové stanovovany marker PIVKA-II dosahl v nasi pilotni studii
lepSi senzitivity nez AFP, tradicné pouzivany marker hepatocelularniho karcinomu,
proto by mohlo byt vhodné pfidat marker PIVKA-II do rutinniho panelu nadorovych

markerl hepatocelularniho karcinomu.
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3.2.3. Perspektivy - zavéry pro praxi

Na perspektivy vyuZiti nadorovych biomarkert je mozno se divat pfedevsSim ze dvou
v kazdodenni rutinni praxi. Nadorové markery by mély byt vyuzivany predevsim pro
odhalovani rizikovych faktortu, které vedou ke vzniku komorbidit provazejicich
metabolicky syndrom. Jedna se napfiklad u Zen o problematiku polycystickych ovarii,
uobou pohlavi se tyka problematiky velice zavazné komplikace metabolického
syndromu, kterou je nealkoholicka jaterni steatéza (NASH). V souCasné dobé je
alarmujici nejen jeji vyskyt. Prevalence se odhaduje az na 25 % u dospélé populace.
Zavazné jsou predevSim jeji dusledky, tj. vznik fibrozy s eventualnim naslednym
pfechodem v cirhézu a konecné fazi vyusténi do nadoru jater. Zde optimalni
kombinace biomarkerd nejen umozni monitorovat prubéh onemocnéni, ale
monitorovat i efekt terapie. Hlavnim cilem Ié¢Eby tohoto onemocnéni je zastavit progresi
onemocnéni v ¢asné fazi a predejit tak zcela agresivnim formam. Podobné by se do
bézné rutinni praxe meély dostat biomarkery za ucelem casné diagnostiky
hepatocelularniho karcinomu a karcinomu pankreatu, jako je napf. PIVKA, eventualné

markery chronického zanétu.

Druhou oblasti samozifejmé zustava vyuziti ve vyzkumné praxi. Zde by sledovani
nadorovych markerl mélo pfedevSim umoznit hlubSi pochopeni etiopatogeneze
nadorového onemocni, zlepSeni znalosti o etiopatogenezi onemocnéni a nalezeni
pfi€¢innych vztahti mezi metabolickymi zménami v organismu, pfedevsim metabolismu
glycidovém a lipidovém s chronickym zanétem arozvojem angiogeneze. Noveé
poznatky v této oblasti vyrazné umozni diagnostikovat nadory v ¢asném stadiu
soucasné s odhadem agresivity nadoru a ur€eni prognézy nemocného. DalSim cilem
by mélo byt soubézné s existujicim rozvojem novych metod molekularni biologie
pokraCovani v nalezeni novych indikacnich oblasti i pro klasické sérové nadoroveé
markery tak aby bylo moZno optimalizovat volbu 1éEby a optimalné predikovat efekt
vysoce nakladné biologické |éCby. Navic tato léCba vede, pokud neni cilené
indikovana, ik zavaznym nezadoucim komplikacim s naslednym vyznamnym

zhorSenim kvality zivota.

Celkovym obecnym smyslem celé nasi prace by mélo byt to, Ze veSkeré nase snazeni
musi vést nejenom k celkovému prodlouzeni Zivota, ale pfedevsim ke zlepSeni jeho

kvality.
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