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DisertaCni prace na téma ,Klinicky vyznam biomarkerl pro posouzeni agresivity a
prognozu nemalobunécného karcinomu plic‘vznikla diky dlouhodobé spolupraci
Imunodiagnostické laboratofe, Chirurgické kliniky, Onkologické kliniky a Plicni kliniky
Fakultni nemocnice v Plzni. Studie byla feSena v ramci Vyzkumného zaméru VZ
MSM 0021620819 a v ramci grantu IGA MZ CR 9343-3.

1. UVOD

Karcinom plic je v sou€asnosti nejCastéjSim zhoubnym nadorem u muzl a jeho
incidence trvale narlsta u zen. Nové diagnostikované pfipady karcinomu plic tvori
podle aktualnich udaji celosvétové 13%, v Evropském spoleCenstvi 29% ze vSech
malignich nadort '. Karcinom plic je agresivni onemocnéni, které se odrazi v drovni
umrtnosti, jejiz kfivka kopiruje vyvoj incidence. PrestoZze dosSlo ke zlepSeni
diagnostickych a léCebnych postupl, plicni karcinom je stale nejCastéjSi pficinou
umrti na rakovinu u muzd a druhou nejcastéjsi priCinou umrti u zen po karcinomu
prsu. Epidemiologické udaje v Ceské republice (CR) vykazuji podobné trendy jako
ve vétSiné rozvinutych zemich, kde dlouhodobé dochazi k poklesu incidence i
mortality u muzl, zatimco u zZen je patrny narist obou parametrd. Agresivita
karcinomu plic je je$té umocnéna tim, ze velké mnozstvi pfipadu je diagnostikovano
az v pokrocilém stadiu onemocnéni diky chybéni klinickych symptomu v ¢asnych
stadiich. V CR v dobé& stanoveni diagnosy ma téméF 50% nemocnych vzdalené
metastazy (klinické stadium 1V) a 35% pacientl nadorové postizeni uzlin mezihrudi
(klinické stadium Ill). Tomu odpovida i pétileté preziti, které se pohybuje mirné nad
10%. Alarmuijici je fakt, Ze 80% pacientd zemie do roka od primarni diagnosy 2.

Karcinomy plic tvofi dvé vyznamné skupiny nadoru s odliSnym biologickym
chovanim, které je mozno definovat pomoci histologické charakterizace:
malobunééné karcinomy plic (small cell lung cancer, SCLC) a nemalobunécéné ( non-
small cell lung cancer, NSCLC). Nemalobunécny karcinom plic (NSCLC) pfedstavuje
témeér 80% vSech pfipadu karcinomu plic a histologicky se déli na adenokarcinom,
epidermoidni  karcinom, velkobunéCny karcinom a malé procento dalSich
histologickych podtypu. Chirurgicka resekce nabizi nejlep$i Sanci na vyléCeni, ale
pouze 20-30% pacientl (stadium I, 1) jsou kandidaty pro chirurgickou intervenci,
vykazujici 5-leté preziti v Casnych stadiich pfiblizné 50-70% °. Nedavné studie
ukazaly, ze pfeziti po chirurgické resekci u pacientll s NSCLC muze byt zvySeno
systémovou adjuvantni chemoterapii platinovymi derivaty, zejména v pocatec€nich
stadiich onemocnéni, ale ktefi pacienti mohou mit prospéch z této 1éEby neni mozné
presné urdit #°. Proto je rostouci potfeba diagnostickych nastroji pro odhad prognézy
pacienta, pro sledovani prubéhu Ié€by a hodnoceni odpovédi na |éCbu, které by
pomohlo optimalizovat pooperacni péci na individualni bazi. Vasna zména |éCebné
strategie by pak mohla uSetfit Cas a naklady, a zabranit, aby byl pacient vystaven
zbyte€nym vedlejSim acinkim.

Nékteré sérové nadorové markery ukazaly znacny diagnosticky a prognosticky
potencial nebo se ukazaly jako uziteCné pro sledovani systémové IéCby a nasledné
pooperaéni péée u pacientl s NSCLC ®'. Sérum pacientt s karcinomem plic s
nejvétsi pravdépodobnosti odhali mnoho dalSich proteinl, které mohou byt pouzity
jako biomarkery. Bilkoviny, které jsou vyluCovany z malignich bunék do
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extracelularniho mikroprostfedi, jejichz hladiny v séru Kkoreluji s proliferaci
nadorovych bunék a / nebo expresi proteinli a zvysuji se v relativné ¢asnych stadiich
vyvoje nadoru, Ize povazovat za potencialni sérové biomarkery a nové molekularni
cile pro terapeutickou intervenci. Biomarkery zvlastniho zajmu jsou ty, které hraji
klicovou roli v progresi nadorového procesu, pfedevSim pro-angiogenni cytokiny,
jako je VEGF, matrix metaloproteinasy a jejich tkanové inhibitory, rlstové faktory,
jako je IGF, adhezivni molekuly a dal$i ''. Vyznam mnoha kandidatskych biomarker
v péci o pacienty s NSCLC zustava nepotvrzeny a kontroverzni, a proto nékteré z
téchto novych biomarkert s nejslibnéjsi profily jsou predmétem této prace.

Cilem dizertacCni prace bylo sledovani biologické aktivity nemalobunécného plicniho
karcinomu pomoci Sirokého spektra parametrd: klasickych nadorovych markeru,
matrix metaloproteinaz (MMPs) a jejich tkanovych inhibitora (TIMPs), pro-zanétlivych
a pro-angiogennich cytokinu, rustovych faktor a adhezivnich molekul, a stanovit
biomarkery, které mohou zlepsit diagnostiku a prognozu nemocnych s NSCLC. To by
meélo umoznit optimalizovat a individualizovat volbu terapie a schéma dispenzarizace
pacientl. Ve svém dusledku by méla tato prace pfispét ke zkvalitnéni I1éCebného
algoritmu nemocnych s NSCLC a zlepsit jejich dlouhodobé preziti.

1.1 Stanoveni nadorovych markeru a interpretace vysledku

Méreni nadorovych markerl je v souasnosti jednou z nejrychleji rostoucich oblasti v
laboratorni mediciné. Nadorovy marker muze byt definovan jako molekula oznacujici
pravdépodobny vyskyt rakoviny nebo poskytujici informace o pravdépodobném
budoucim chovani karcinomu (napf. schopnost metastazovat) '2.

Nadorové markery Ize charakterizovat jako latky produkované malignimi bunkami Ci
organizmem jako odpovéd na nadorové bujeni. Muze se jednat o antigeny
lokalizované na povrchu bunéfnych membran, obsaZzené v cytoplazmé, solubilni
antigeny obsazené v biologickych tekutinach, enzymy metabolickych drah Ci
fragmenty cytoplazmatickych struktur uvolfiované do okoli pfi zaniku bunék. Celularni
nadorové markery lze detekovat imunohistochemicky €i v cytozolu nadorové buriky,
humoralni nadorové markery cirkulujici v krvi i v jinych biologickych tekutinach Ize
prokazat pomoci imunoanalytickych metod 3.

Vzhledem k Sirokému spektru nadorovych onemocnéni neexistuje univerzalni
nadorovy marker. Obdobné senzitivita (spravny zachyt nemocnych) pfi dostatecné
specificité (spravna negativita u lidi bez nadorového onemocnéni) nedosahuje
idealnich 100 %. Nezvy8ena koncentrace nadorového markeru neni tedy jesté
dikazem nepfitomnosti maligniho onemocnéni, naopak pozitivni vysledek nemusi
nutné znamenat pfitomnost zhoubného nadoru. Vztah senzitivity a specificity
markerd vyjadiuje ROC kfivka (Receiver Operating Characteristics) 812,

Indikace vySetfeni nadorovych markert u karcinomu plic maji své limitace. Je tfeba
brat v ivahu, Ze se jedna o pomocnou diagnostickou metodu. Pro optimalni klinické
vyuziti je nezbytna nejen spravna volba nadorovych markeru, ale predevsim zpusob
jejich klinického vyhodnoceni, které vyZzaduje uzkou interdisciplinarni spolupraci mezi
klinikem a laboratornim pracovnikem. Pouze tak lze zajistit spravnou interpretaci
vysledkl a eliminovat tak celou fadu nespecifickych faktor(, které mohou vysledek
vySetfeni ovlivnit. Spravné indikované vysetfeni nadorovych markerd muaze pfispét
predevSim k v€asnému zachytu recidivy &i progrese onemocnéni a tim i k
rychlejSimu terapeutickému zakroku, ktery muze prodlouzit Zivot nemocného. PFi
dlouhodobém sledovani nemocnych je nutné vySetfovat nadorové markery
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v pravidelnych intervalech, protoze nejdulezitéjSim faktorem, ktery nas muize
upozornit na moznou recidivu onemocnéni, je dynamika vzestupu nadorovych
markeru. Z jednoho vySetfeni, které je provedeno nahodné, nelze délat diagnostické
zavéry, i kdyz se jedna o patologickou hodnotu. | opakovany vzestup nadorového
markeru v ramci referen¢niho intervalu muze znamenat podezfeni na progresi
onemocnéni, na rozdil od hladin, které se neméni, byt jsou jiZ nad ramec
referenénich hodnot.

Casto opomijenym faktorem je stanoveni pfedoperaénich hodnot nadorovych
markeru, které muze prispét ke stanoveni prognosy vyvoje nemocnéni a je
nezbytnym pfedpokladem pro kontrolu efektu terapie. Obecné jsou vysoké
predoperacni hodnoty povazovany za nepriznivy prognosticky faktor. Ve vétsiné
pFipadl s pfiznivou prognozou dochazi po operaci k normalizaci hladin nadorovych
markerll a naopak pfi pretrvavajicich elevacich je riziko recidivy vySSi nez u
nemocnych s normalnimi pooperaénimi hladinami. Odhad prognozy je dulezity
z hlediska dal$iho sledovani pacientl v pribéhu follow-up a volby Ié€ebné strategie.
Pokud je u pacientl vysoka pravdépodobnost progrese nemoci, méli by byt tito
pacienti sledovani v pribéhu follow-up v kratSich ¢asovych intervalech a méla by u
nich byt individualné volena agresivnéjsi terapie v pfipadé recidivy onemocnéni.

Béhem poslednich dvou az tfi desetileti bylo publikovano mnoho praci zabyvajicich
se vyznamem stanoveni nadorovych markerl u pacientl s karcinomem plic. Pro
klinickou praxi ma nejvétSi vyznam stanoveni CEA (karcinoembryonalni antigen),
cytokeratinovy marker CYFRA 21-1, SCC (antigen skvamoznich bunék), NSE
(neuron specificka enolasa) a ProGRP (progastrin uvolnujici peptid). K dalSim
markerm, které jsou studovany v souvislosti s plicnim karcinomem patfi CgA
(chromogranin ~ A), markery proliferace, v€etné TK (thymidinkinaza) a
cytokeratinovych markeri MonoTotal, TPA (tkanovy polypeptidovy antigen) a TPS
(tkanovy polypeptidovy specificky antigen), CA 125 , TU M2-PK (tumor M2- pyruvat
kinadza), a dalsi.

Jednotlivé histologické typy plicniho karcinomu vykazuji riznou expresi nadorovych
marker(. Podle doporuc¢eni EGTM a NACB jsou vhodnymi markery pro malobunécny
karcinom plic NSE a ProGRP a pro nemalobunécény karcinom plic pfedevsim CYFRA
21-1, CEA a SCC. Jako dopliikové markery jsou v praxi vyuzivany proliferaéni
markery TPA, TPS, popi.TK a chromogranin A . V fadé publikovanych studiich
zadny ztéchto jmenovanych marker v porovnani s doporuéenymi markery
nedosahoval lepSich vysledkl ani v pfipadé pfedoperacnich hodnot, ani v pfipadé
stanoveni téchto doplrfikovych markert v pribéhu follow-up.



2. CiL DIZERTACNI PRACE

1. Stanovit Siroké spektrum biomarkert v séru nebo plazmé u pacientl s operabilnim
NSCLC a vyhodnotit a porovnat klinické vyuziti téchto biomarkerut ve tfech

Migwriv s

e diagnoza a posouzeni rozsahu onemocnéni

¢ odhad prognozy

e monitorace pribéhu onemocnéni pro v€éasny zachyt recidivy a progrese
(follow up)

2. Vyhodnotit optimalni kombinace biomarkert pro diagnozu a prognozu NSCLC.

3. Stanovit vzajemné korelace jednotlivych biomarkeru.



3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Soubory pacientu

Soubor pacientli_ s NSCLC. Do studie bylo zafazeno celkem 106 pacientl, u
kterych byla provedena radikalni operace plic (kompletni RO resekce) v letech 2004-
2007 na Chirurgické klinice FN v Plzni. Z této skupiny bylo pro dalsi analyzu
vyfazeno 13 pacientu: 2 nemocni se vzdalenymi metastazami (stadium 1V.), dale 12
nemocnych s jinou nadorovou diagnézou, nez NSCLC (2x karcinoid, 4x
malobunécny karcinom plic, 2x sarkom, 2x kombinace malobunécného a
nemalobuné&ného karcinomu plic, 3x se jednalo o metastazu jiného typu karcinomu
do plic). ). Do vlastni studie bylo zafazeno 93 nemocnych s diagnozou NSCLC,
stadium | — llla. Pacienti byli sledovani na onkologickém pracovisti do prosince 2009
a v pripadé zjisténi progrese, bylo jako datum progrese uvedeno datum prvniho
klinického vySetfeni, kdy byla progrese objektivné prokazana na zakladé fyzikalniho
a laboratorniho vySetfeni a na zakladé vysledku zobrazovacich metod. Primérna
doba sledovani byla 28,2 mésice (rozmezi 1 az 60 mésicl). U vSech pacientl byly
sledovany tyto klinické parametry: histologicky typ nadoru, TNM klasifikace, stadium
tumoru, druh IéCby, klinicky stav (remise, progrese, stabilizace onemocnéni) pfi
sledovani a pfi poslednim vySetfeni pacienta, a pfiCina umrti. Klinické a laboratorni
vySetfeni a zobrazovaci metody (RTG hrudniku, bronchoskopie, CT, PET / CT,
ultrasonografie, event. kostni scan) byly provedeny u vSech pacientu pfed zahajenim
lécby a béhem sledovani alespori v pllro¢nich intervalech. Pfed ukonéenim
vyhodnoceni bylo ovéfeno, v jakém stadiu onemocnéni se pacienti pravé nachazeji,
Ci zda-li jesté Ziji.

Kontrolni_skupina pacienti. Kontrolni skupinu tvofilo 20 nemocnych, ktefi byl
operovani pro benigni onemocnéni plic, nej¢astéji se jednalo o benigni nadory
(hamartom apod.), TBC a pozanétlivé zmény (tab. ). Jejich primérny vék (58 let,
rozmezi 39 az 68 let) odpovidal primérnému véku nemocnych s NSCLC (62 let ,
rozmezi 43 az 77 let). Pfi zafazeni zadny z téchto nemocnych nemél selhani ledvin,
onemocnéni jater nebo nezhoubné kozni onemocnéni, znamé pficiny faledné
pozitivnich vysledkd nadorovych markera.

Zakladni charakteristika obou soubor( pacientu je uvedena v tabulce 2.

Tabulka 1- Benigni onemocnéni plic u kontrolni skupiny pacientt (n= 20)

Benigni onemocnéni plic
Pozanétliva fibrosa
Tuberculosa
Chondrohamartom
Interstitialni fibrosa
Plicni fibrom

Plicni granulom
Bronchialni cysta
Aspergilom
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Tabulka 2 — Zakladni klinickopatologicka charakteristika souboru pacientd s NSCLC
(n=93) a kontrolni skupiny (n=20)

Nédorova Kontrolni
skupina skupina
NSCLC Benigni onem.
n (%) n (%)
Celkem 93 (100) 20 (100)
VéEk, roky, median (rozsah) 62 (43-77) 58 (39-68)
, Muzi 71 (76.4) 9 (45)
Pohlavi Zeny 22 (23.6) 11 (55)
o Ano 86 (92.5) 13 (65)
Kurdcl Ne 7 (7.5) 7 (35)
Histologie Adenocarcinom 34 (36.6)
Epidermoidni karcinom | 59 (63.4)
Ia 19 (20.4)
Ib 30(32.3)
Stadium Ila 4 (4.3)
11b 15 (16.1)
II1a 25 (26.9)
Disease-free survvivral 34.1(28.5-39.7)
Mean (rozsah) mésice
Follow-up Overall survival 41.4 (36.2-46.5
Mean (rozsah) mésice 4(36.2-46.5)
Bez 1é¢by 23 (24.7)
Pooperacni 1écba Adjuvantni 56 (60.2)
Paliativni 14 (15.1)
Remise 45 (48.4)
Odpovéd na 1é¢bu Stable disease 554
Progrese 43 (46.2)
Preziti (prosinec, | Zijici pacient 48 (51.6)
2009) Umrti 45 (48.4)

3.2 Metodika

3.2.1 Odbeér a zpracovani biologického materialu

Krev na stanoveni sledovanych biomarker( a doplfiujicich biochemickych parametra
byla odebirana standardné z loketni zily v rannich hodinach. Sérum a plasma
ziskané z krve centrifugaci 1300g 10 min byli skladovany az do analytického
stanoveni pfi teploté -20°C pro stanoveni rutinnich nadorovych markerQ, pro
stanoveni dalSich parametru biologické aktivity nadoru pomoci ELISA metod a metod
multiplexové analyzy byla provedena aliquotace vzorktd po 500 ul, tento biologicky
material byl pak zamrazen k dlouhodobému skladovani na -80°C. Vzorky zZilni krve
byly ziskany od pacientl pfed operaci, 1-2 tydny po operaci a dale v intervalu 6, 12,
18 a 24 meésicl po operaci (pokud nemocni nezemreli na progresi onemocnéni
dfive).



3.2.2 Metodika stanoveni

VSechny sledované biomarkery byly stanoveny na Oddéleni nuklearni mediciny,
Usek Imunoanalyzy FN Plzef. Pro stanoveni biomarkert v séru nebo plazmé byly
pouzity konvenéni immunoanalytické metody (IRMA, REA, CLIA, MEIA, TRACE,
ELISA) a moderni metoda multiplexové imunoanalyzy.

Principem multiplexové imunoanalyzy zaloZzené na XxMAP technologii je vazba
antigenu na protilatku navazanou na povrch spektralné kodovanych mikrokuliCek.
Mnozstvi navazané latky je stanoveno diky druhé protilatce spojené s fluorescenéni
molekulou. Mé&feni probiha na specialnim prutokovém cytometru, ktery ur€uje jednim
laserem spektralni kod kuliCky (druh analytu) a druhym laserem mnoZzstvi navazané
druhé protilatky (kvantitu analytu). Koncentrace jednotlivych analytd jsou vypocteny
na zakladé standardnich kalibranich kfivek. Tento postup kombinujici imunoanalyzu
a prutokovou cytometrii umozriuje simultéanni stanoveni az 100 analytd v jediném
alikvotu vzorku o velmi malém objemu 10-50 mikrolitrd. Tato technologie je dnes
vyuzivana v celosvétovém méfitku v projektech zaméfenych na studium biomarker(
v onkologii '*. Vyhodami této technologie tak je predev&im redukce nakladi na
laboratorni stanoveni. UrCitou nevyhodou je, ze souCasné stanovované analyty se v
séru Ci plasmé musi vyskytovat v podobné koncetraci. Proto nékteré parametry
(napf. metaloproteinazy ¢i jejich inhibitory) nemohly byt stanoveny sou€asné a bylo
nutné je stanovit pomoci metody ELISA. Pomoci metody multiplexové imunanalyzy
byly stanoveny hladiny IL-6, IL-8, MCP-1, VEGF, ICAM-1, VCAM-1, MMP-9, PAI-1 a
MMP-1 v plazmé nebo v séru uZitim komer¢nich diagnostickych souprav: Human
Cytokine/chemokine Milliplex MAP kit, Human Cardiovascular Disease Panel 1 (obé
soupravy od vyrobce Linco-Millipore, USA), and Fluorokine MAP Human MMP kit
(R&D Systems, USA).

Pfehled sledovanych biomarkerd a metod pouzitych k jejich stanoveni je uveden
v tabulce 3.

Tab. 3 — Pfehled biomarkert a metod pouzitych k jejich stanoveni

Parametr Zkratka Material Metoda Vyrobce Jednotky

Thymidine kinase TK Serum REA Immunotech UL

Carcinoembryonic antigen CEA Serum CLIA Beckman ng/mi
Insulin-like growth factor 1 IGF-1 Serum IRMA Biosource na/ml
Cytokeratin-19 fragment CYFRA 21-1 Serum TRACE Brahms ng/mi
MonoTotal MT Serum IRMA IDL U/L

Tissue polypeptide-specific antigen TPS Serum IRMA IDL UL

Tissue polypeptide antigen TPA Serum IRMA DiaSorin UL

Squamous cell carcinoma antigen SCC Serum MEIA ABBOTT na/mi
Tissue inhibitor of metalloproteinase 1 TIMP-1 Plasma ELISA R&D Systems ng/ml
Tissue inhibitor of metalloproteinase 2 TIMP-2 Plasma ELISA R&D Systems ng/ml
Matrix metalloproteinase 1 MMP-1 Plasma LUMINEX R&D Systems pg/ml
Matrix metalloproteinase 2 MMP-2 Serum ELISA R&D Systems ng/ml
Matrix metalloproteinase 7 MMP-7 Serum ELISA R&D Systems ng/ml
Matrix metalloproteinase 9 MMP-9 Plasma LUMINEX Linco-Millipore ng/ml
Monocyte chemotactic protein-1 MCP-1 Serum LUMINEX Linco-Millipore pg/mi
Interleukin 6 IL-6 Serum LUMINEX Linco-Millipore pg/mi
Interleukin 8 IL-8 Serum LUMINEX Linco-Millipore pg/mi
Vascular endothelial growth factor VEGF Serum LUMINEX Linco-Millipore pg/mi
Intracellular adhesion molecule 1 ICAM-1 Plasma LUMINEX Linco-Millipore ng/ml
Vascular cell adhesion molecule 1 VCAM-1 Plasma LUMINEX Linco-Millipore ng/ml
Plasminogen activator inhibitor 1 PAI-1 Plasma LUMINEX Linco-Millipore pg/mi
Chromogranin A CgA Serum IRMA Cisbio ng/ml

Rovnéz byly stanoveny u obou skupin pacient zakladni biochemické parametry, aby
bylo vylou¢eno zafazeni pacientl s téZkou jaterni &i renalni insuficienci, ktera ma dle
literatury vyznamny vliv na zvySeni sérovych hladin fady biomarkeru.
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3.2.3 Statisticka analyza

Statistickda analyza byla provedena pomoci statistického softwaru SPSS pro
Windows (verze 15.0, 2006; Chicago SPSS Inc, USA) a SAS (verze 9.1; SAS
Institute, USA). Deskriptivni statistika (primér, median, smérodatna odchylka,
maximum, minimum) byla pocitana u celého souboru pacientl a dale v jednotlivych
podskupinach. Vybrané zakladni statistické udaje byly téZ zpracovany graficky do
grafl typu Box-plot. Porovnani srovnavanych skupin dle riznych kritérii ( rozliSeni
mezi remisni a progresni skupinou, mezi NSCLC a benigni kontrolni skupinou, mezi
histologickymi podtypy) bylo provedeno pomoci Wilcoxonova neparového testu a
Log-rank testu. Byly vypocteny sensitivity (spravny zachyt nemocnych ) pfi 95%
specificité (spravna negativita u lidi bez nadorového onemocnéni) pro jednotlivé
biomarkery. S cilem urCit nejlepsi cut-off pro rozliSeni mezi benignim plicnim
onemocnénim a NSCLC a mezi progresi a remisi, byly vypocteny ROC kfivky
(Receiver Operating Characteristics, vyjadfujici vztah senzitivity a specificity
markerd) a odpovidajici plochy pod kfivkou (AUC). Pro zjisténi zavislosti
zkoumanych parametri s ohledem k negausovskému rozdéleni téchto proménnych
byl pouzit Spearmanlv pofadovy korelaéni koeficient. Pro zjisténi vlivu jednotlivych
parametrd na délku celkového preziti (overall survival, OS) a bezpfiznakového preziti
(disease free survival, DFS) byl pouzit Coxiv regresni model a Kaplan-Meierova
metoda odhadu distribuCni funkce preziti. Byla pouzita uroven statistické
vyznamnosti 5% (0,05).
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4. VYSLEDKY

Predoperacni hladiny biomarkert u pacientii s NSCLC a u kontrolni skupiny

V tabulce €. 4 je popsana zakladni deskriptivni charakteristika pfedoperacnich hladin
biomarkerl a rozdily mezi kontrolni skupinou (pacientd s benignim plicnim
onemocnénim) a skupinou pacientd s NSCLC. Pozorovali jsme statisticky vyznamné
vyS8Si hladiny biomarkeru Cyfra 21-1, TPA, TPS, MonoTotal, SCC a TIMP-1 ve
skupiné pacientll s NSCLC oproti kontrolni skupiné.

Predoperacni hladiny markera ve vztahu k histologickému typu NSCLC

V ramci skupiny NSCLC jsme zjistili rozdily ve vztahu k histologii s vyrazné vyS$Simi
hladinami nadorovych markerd Cyfra 21-1, TK, MonoTotal a SCC u epidermoidniho
karcinomu v porovnani s adenokarcinomem. Vyrazné vysSi hladiny CEA a Cyfra 21-1
byly pozorovany u adenokarcinomu ve srovnani s benigni skupinou. Pacienti
s epidermoidnim karcinomem méli vyrazné vysSi hladiny Cyfra 21-1, TPA, TPS,
MonoTotal, SCC, TIMP-1 a IL-6 ve srovnani s benigni skupinou.

Predoperacni hladiny markera ve vztahu ke stadiu NSCLC

Tabulky 5,6 ukazuji korelaci pfedoperacnich hladin nadorovych markeru se stadiem
onemocnéni. Je zajimavé podotknout, Ze podstatné vyssi predterapeutické hladiny
markerd TPA a MonoTotal byly stanoveny u pokrocilejSich stadii onemocnéni u
pacientl s epidermoidnim karcinomem , lll vs |, TPA (p = 0,0404), MonoTotal (p =
0,0140). U pacientd s pokroc€ilou fazi adenokarcinomu byly pozorovany vyznamné
vySSi hladiny CEA (lll vs I, p = 0,0474).

Predoperacni hladiny markerua ve vztahu k velikosti nadoru (T)

Pfedoperaéni hladiny CEA, Cyfra 21-1, TPA, TK, MonoTotal, MMP-9 a MCP-1 byly
signifikantné vy3si u vétSich nadord (T4) v porovnani s mensimi (T1), T4 vs.T1, p =
0, 0414, p = 0,0156, p = 0,0057, p = 0,0370, p = 0,0077, p = 0,0156, p = 0,0379,
resp. Tyto rozdily byly zjistény u pacientd s NSCLC a kromé TK a MMP-9 u pacientu
s epidermoidnim karcinomem, T4 vs T1, CEA (p = 0,0351), Cyfra 21-1 (p = 0,0291),
TPA (P = 0,0128), MonoTotal (p = 0,0240) a MCP-1 (p = 0,0196). Nebylo mozné
zjistit statisticky vyznamné rozdily u pacientd s adenokarcinomem, vzhledem Kk
nizkému poctu pacientd s adenokarcinomem a velkou velikosti nadoru (T3, T4).

Predoperacni hladiny biomarkerda u pacientii s NSCLC ve srovnani s kontrolni
skupinou: hodnoceni sensitivity a specificity

Tabulka 7 ukazuje hodnoty cut off (hraniéni hodnoty nadorového markeru) a
sensitivity biomarkert pfi 95% specificité pro primarni diagnostiku NSCLC ziskané
porovnanim pacientd s benignim onemocnénim plic a NSCLC. Na obrazcich 1,2 jsou
zobrazeny ROC kfivky biomarkerl s nejvysSi sensitivitou (Cyfra 21-1, TPA,
MonoTotal, IL-6 a CEA) pro rozliSeni mezi NSCLC diagnozou a benignim
onemocnénim plic. Plocha pod ROC kfivkou (AUC) vyssi nez 0,70 byla stanovena u
cytokeratinovych markert Cyfra 21-1, TPA a MonoTotal.

Tabulka 8 ukazuje hodnoty cut off, sensitivity biomarkert pfi 95% specificité pro
histologickou diagnozu NSCLC ziskané porovnanim pacientd s benignim
onemocnénim plic a histologickych podtypl NSCLC. Nejvy$si sensitivita pfi 95%
specificité pro diagnézu epidermoidniho karcinomu byla pozorovana u markert Cyfra
21-1, TPA a IL-6 (63,6%, 42,6% a 41,8%, v uvedeném poradi). NejvysSi sensitivita

-12 -



pFi 95% specificité pro diagnézu adenokarcinomu byla pozorovana u markert CEA a
Cyfra 21-1 (46,7% a 36,7%, v uvedeném pofradi).

Kombinace biomarkeru pro zvyseni sensitivity pro diagnosu NSCLC

V na$i studii jsme zjistili, ze nejlepSi kombinace biomarkert pro rozliSeni mezi
benignim plicnim onemocnénim a NSCLC bylo dosazeno pouzitim CEA, Cyfra 21-1,
IL-6 a VEGF, s 75,6% senzitivitou, specificitou 86,7%, a s vysokou pozitivni
prediktivni hodnotou 97%. Po vylou€eni CEA sensitivita byla sniZzena na 65,9% s
93% specificitou a pozitivni prediktivni hodnotou 98,2%.

CYFRA (>2,0 ng/mL) + CEA (>3,7 ng/mL) + IL6 (>9,8 pg/mL) + VEGF (>405 pg/mL)

- Sensitivity (One or more positive): 76,5%
- Specificity (All negative): 86,7%
-PPV: 97,0%
-NPV: 37,5%

CYFRA (>2,0 ng/mL) + IL6 (>9,8 pg/mL) + VEGF (>405 pg/mL)

- Sensitivity (One or more positive): 65,9%
- Specificity (All negative): 93,0%
- PPV: 98,2%
-NPV: 31,0%

Hladiny biomarkerua v prabéhu follow-up

Cilem sledovani nadorovych markert v prubé&hu dispenzarni péce (folow-up) je
v€asna diagnostika recidivy nebo progrese onemocnéni. Hodnoty biomarker
ziskané pfi sledovani pacientd s NSCLC byly rozdéleny do remisni a progresni
skupiny podle klinického stavu pacienta v dobé odbéru krve.

V tabulce 9 je popsana zakladni deskriptivni charakteristika remisnich a progresnich
hodnot a rozdily mezi remisnimi a progresnimi hodnotami. Hladiny markeri CEA,
Cyfra 21-1, TPA, TPS, TK, MonoTotal, SCC, Chromogranin, TIMP-1, MMP-1, MMP-
7, MCP-1, IL-6, VEGF, a ICAM-1 byly vyznamné vyS$$i u pacientd s progresi
onemocnéni. V dobé progrese byly signifikantné vysSi hladiny CEA nalezené u
adenokarcinomu a signifikantné vyssi hladiny SCC u epidermoidniho karcinomu
(Tabulka 10))

Tabulka 11 obsahuje ROC analyzy hladin biomarkert stanovenych béhem follow up.
Tato tabulka ukazuje hodnoty cut off a sensitivity biomarkert pfi 95% specificité pro
diagnozu progrese u pacientd s NSCLC. Na obrazku 2 jsou zobrazeny ROC kfivky
biomarkerl s nejvyssi sensitivitou (MonoTotal, Cyfra 21-1, CEA a TPA) pro detekci
progrese. Plocha pod ROC kfivkou (AUC), vysSi nez 0,70 byla zjiSténa u vSech
rutinnich markert a TIMP-1, MMP-1, MMP-7, MCP-1, IL-6 a VEGF.

Vzajemné korelace biomarkert

Byly vypocCitany vzajemné korelace mezi jednotlivymi biomarkery u pacientd
s NSCLC, u kontrolni skupiny a v pribéhu follow-up. V tabulce 12 jsou uvedeny
pouze statisticky vyznamné korelace v€etné Spearmanova korelacniho koeficientu
(r), podrobny komentar je v kapitole ,Zavéry*.
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Prognosticky vyznam biomarkerd ve vztahu k bezpriznakovému (DFS) a
celkovému (OS) preziti u nemocnych s NSCLC

Tabulky 13-17 zobrazuji univariaCni a multivariaCni analyzu pfedoperacnich hodnot
biomarkerll a hlavnich klinickych a patologickych parametri (stadium a velikost
nadoru, nadorové postizeni lymfatickych uzlin, histologicky typ nadoru) tykajici se
doby do progrese (DFS) a celkového preziti (OS). Proménné, které byly vyznamnymi
prediktory preziti (p <0,05) v univariaCni analyze byly hodnoceny v multivariacni
analyze s cilem urcit vliv téchto proménnych na preziti. Obrazky 3,4 zobrazuji Kaplan
Meierovy kfivky pro biomarkery a klinickopatologické parametry, které byly
vyhodnoceny jako vyznamné prediktory pro bezpfiznakové (DFS) a celkové (OS)
preziti.

Vyznamny vztah s DFS prostfednictvim univariani analyzy ukazali MonoTotal, TPA,
MMP-2, MMP-7, CEA, TPS a MMP-1. Také stadium tumoru a velikost nadoru (T),
byly vyznamné spojené s DFS. Stepwise varianta Coxova multivariacniho modelu
vybrala MonoTotal a MMP-2 jako nezavislé prediktory DFS. MultivariaCni analyza
DFS podle histologie: u adenokarcinomu pouze MMP-2, u epidermoidniho karcinomu
pouze MonoTotal jsou nezavislymi prediktory pro DFS. Cox multivariaCni model s
pouzitim cut off ukazal sdruzeni jednoho cytokeratinu (TPA nebo MonoTotal) jedné
MMP (MMP-1 a MMP-7) a stadia tumoru jako nezavislé prognostické faktory pro
bezpfiznakové preziti.

Vyznamny vztah s OS prostfednictvim univariaCni analyzy ukazali MonoTotal, CEA,
TPA, TPS, Chromogranin A, MMP-7 a MCP-1. Také stadium tumoru, velikost nadoru
(T) a Sifeni do lymfatickych uzlin (N) byly vyznamné spojené s OS. Stepwise varianta
Coxova multivariacniho modelu vybrala MonoTotal, N a MMP-7 jako nezavislé
prediktory OS. Multivariaéni analyza OS podle histologie: u adenokarcinomu pouze
CEA, u epidermoidniho karcinomu pouze MonoTotal jsou nezavislymi prediktory pro
OS. Cox multivariacni model s pouzitim cut off ukazal sdruzeni jednoho cytokeratinu
(TPA nebo MonoTotal), MMP-7, MCP-1, chromograninu A a stadia tumoru jako
nezavislé prognostické faktory pro celkové preziti.
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p value

Univariate p value Univariate
Cut off Kaplan Meier Cox regression
CEA* 4,8 nss 0.0021
CYFRA 21-1 2,6 nss nss
TPA* 77,0 0,0081 0.0007
TPS* 153,5 nss 0.0228
TK 12,7 nss nss
MonoTotal* 200,0 0,0113 <0.0001
SCC 1,6 nss nss
Chromogranin A 169,3 nss nss
IGF-I 413,4 nss nss
TIMP-1 180,0 nss nss
TIMP-2 126,9 nss nss
MMP-1* 1.481,5 0,0225 nss
MMP-2* 295,2 0,0022 0.0201
MMP-7* 10,5 0,0340 0.0427
MMP-9 258,4 nss nss
MCP-1 876,6 nss nss
IL-6 391,6 nss nss
IL-8 252,8 nss nss
VEGF 912,4 nss nss
ICAM-1 2514 nss nss
VCAM-1 1.767,5 nss nss
PAI-1 90.021,5 nss nss
T 0,0002 0.0113
N nss nss
Stage* 0,0003 0,0002
Histology nss nss

Tabulka 13.- Univariaéni DFS analyza
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p value Hazard ratio 95,0% CI
Stage 0,0006
Stage | 1,00
Stage I 0,4050 1,47 0,59 3,68
Stage Il 0,0001 4,89 2,25 10,59
MonoTotal 0,0203 0,43 0,21 0,88
MMP1 0,0098 0,31 0,13 0,75
p value Hazard ratio 95,0% CI
Stage 0,0004
Stage | 1,00
Stage I 0,2380 1,75 0,69 4,43
Stage Il 0,0001 4,86 2,21 10,70
TPA 0,0229 2,36 1,13 4,94
MMP1 0,0188 2,93 1,20 7,20
p value Hazard ratio 95,0% CI
Stage 0,0007
Stage | 1,00
Stage Il 0,2562 1,71 0,68 4,29
Stage Il 0,0002 4,15 1,98 8,73
MonoTotal 0,0222 2,25 1,12 4,51
MMP7 0,0210 4,50 1,25 16,17
p value Hazard ratio 95,0% CI
Stage 0,0010
Stage | 1,00
Stage Il 0,1358 2,04 0,80 5,18
Stage Il 0,0002 4,20 1,97 8,94
TPA 0,0123 2,53 1,22 5,22
MMP7 0,0167 4,83 1,33 17,51

Tabulka 14- Multivariani DFS analyza (Multivaria¢ni Cox model s uzitim cut-offs)
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p value
Univariate p value Univariate
Cut off Kaplan Meier Cox regression
CEA* 4.8 0,0457 0.0009
CYFRA 211 2,6 nss nss
TPA* 77,0 0,0020 0.0044
TPS* 153,5 0,0116 0.0315
TK 12,7 nss nss
MonoTotal* 200,0 0,0018 <0.0001
SCC 1,6 nss nss
Chromogranin A* 169,3 nss 0.0070
IGF-I 413,4 nss nss
TIMP-1 180,0 nss nss
TIMP-2 126,9 nss nss
MMP-1 1.481,5 nss nss
MMP-2 295,2 nss nss
MMP-7 10,5 nss 0.0177
MMP-9 258,4 nss nss
MCP-1* 876,6 0,0042 nss
IL-6 391,6 nss nss
IL-8 252,8 nss nss
VEGF 912,4 nss nss
ICAM-1 251,4 nss nss
VCAM-1 1.767,5 nss nss
PAI-1 90.021,5 nss nss
T* 0,0013 0.0195
N* 0,019 0.0322
Stage* <0,0001 <0,0001
Histology nss nss

Tabulka 15- Univariacni OS analyza

p value Hazard ratio 95,0% CI
Stage <0,0001
Stage | 1,00
Stage Il 0,0222 3,59 1,20 10,76
Stage IIl <0,0001 10,69 3,82 29,97
Chromogranin 0,0283 3,93 1,16 13,33
MMP7 0,0330 4,82 1,14 20,46
MCP1 0,0437 3,23 1,03 10,11
MonoTotal 0,0080 2,91 1,32 6,39
p value Hazard ratio 95,0% CI
Stage <0,0001
Stage | 1,00
Stage Il 0,0063 4,79 1,56 14,73
Stage Il <0,0001 11,29 4,00 31,89
Chromogranin 0,0626 3,12 0,94 10,36
MMP7 0,0202 5,43 1,30 22,68
MCP1 0,0945 2,66 0,81 8,68
TPA 0,0072 3,07 1,36 6,94

Tabulka 16- Multivariacni DFS analyza (Multivariacni Cox model s uZitim cut-offs)
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Adenocarcinoma Squamous
p value DFS p value OS p value DFS p value OS
CEA* nss 0,0146 nss nss
CYFRA 21-1* 0,0378 nss nss nss
TPA* 0,0148 nss 0,0231 0,0124
TPS nss nss nss nss
TK nss nss nss nss
MonoTotal* 0,0317 nss <0,0001 <0,0001
SCC nss nss nss nss
Chromogranin A* nss nss nss 0,0086
IGF-I nss nss nss nss
TIMP-1 nss nss nss nss
TIMP-2* 0,025 0,0029 nss nss
MMP-1* nss 0,0131 nss nss
MMP-2* 0,0013 0,0011 nss nss
MMP-7* 0,0164 nss nss 0,0144
MMP-9 nss nss nss nss
MCP-1 nss nss nss nss
IL-6 nss nss nss nss
IL-8 nss nss nss nss
VEGF nss nss nss nss
ICAM-1 nss nss nss nss
VCAM-1 nss nss nss nss
PAI-1 nss nss nss nss

Tabula 17- Univariaéni DFS/OS analyza pro adenokarcinom a
epidermoidni karcinom
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Obrazek 1- ROC kfivky pro biomarkery s nejvyssi sensitivitou pro primarni diagnozu
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Obrazek 2- ROC kfivky pro biomarkery s nejvysSi sensitivitou pro zachyt progrese
onemocnéni v prabéhu follow-up
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Obrazek 3- Odhad bezpfiznakového preziti u pacientd s NSCLC v zavislosti na
pfedoperacnich hladinach sérovych biomarkerl (zobrazeny jen prognosticky

vyznamné markery)
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Obrazek 4- Odhad celkového preziti u pacientt s NSCLC v zavislosti na
pfedoperacnich hladinach sérovych biomarkerl (zobrazeny jen prognosticky
vyznamné markery)
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5. DISKUZE

S rozvojem molekularné biologickych metod, kdy je stanoveni genetickych mutaci
jako prediktivnich faktord nutnou podminkou k zahajeni biologické I&Cby, je stale
Castéji diskutovana otazka vyuziti sérovych nadorovych marker v rutinni klinické
praxi. Tato prace je prvnim pokusem o komplexni srovnani sérovych nadorovych
marker( rutinné pouzivanych u NSCLC s novymi perspektivnimi biomarkery a
provéfit vyuzitelnost téchto biomarkert pro diagnostiku NSCLC, odhad prognozy a
monitoraci pribéhu nadorového onemocnéni. Nejedna se jen o klinickou validaci
novych biomarkera, ale i ovéfeni vyznamu jiz stanovovanych nadorovych markeru.
Celkem bylo sledovano 22 biomarkert: 8 standardnich nadorovych markerQ
(cytokeratiny Cyfra 21-1, TPA, TPS a MonoTotal, CEA, SCC, TK, Chromogranin A) a
14 potencialné klinicky uzite€nych biomarkerd, vhodnych pro sledovani biologické
aktivity nadoru - pro-zanétlivé cytokiny IL-6, IL-8, MCP-1, pro-angiogenni cytokiny
VEGF, matrix metaloproteinasy MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9 a jejich inhibitory
TIMP-1 a TIMP-2, adhezivni molekuly ICAM-1, VCAM-1, ristovy faktor IGF-1 a PAI-1
stimulujici rst nadoru a angiogenezi. S ohledem na hodnoceni klinického vyznamu
téchto markerd u NSCLC byly systematicky sledovany jejich hladiny v séru nebo
plazmé ve skupiné 93 pacientll s NSCLC v dobé primarni diagnozy pfed zahajenim
|éCby a dale v prabéhu follow up. V kontrolni skupiné bylo 20 pacientl s benignim
onemocnénim plic. U nemocnych s NSCLC v okamziku stanoveni diagnozy nebo
v prubéhu follow up bylo prokazano signifikantni zvySeni hladin vétsSiny sledovanych
biomarkert nez u pacientd s benignim onemocnénim plic. Hladiny MMP-2, MMP-9,
TIMP-2, IL-8, PAI-1, IGF-1 a VCAM-1 se neliSily u pacientd s NSCLC ve srovnani
s kontrolami.

Vzhledem k poctu a ruznorodosti analyzovanych markerl jsou moznosti jejich
klinického vyuziti u nemocnych s NSCLC rozsahle komentovany v kapitole ,Diskuze*
a zde je podrobné diskutovana otazka optimalni kombinace biomarker pro primarni
diagnosu a pro prognosu NSCLC, ktera je jednim z cill této prace.

Kombinace biomarkert pro zvySeni sensitivity pro diagnozu NSCLC

Rada studii prokazala, ze kombinace dvou nebo vice biomarkerti zvysilo senzitivitu
pro diagnozu NSCLC a zlepSilo ¢asnou detekci progrese, ackoliv nejvhodnéjsi
kombinace zustava nejasna ">, V nasi studii jsme analyzovali vhodnost nékolika
marker( s riznou charakteristikou a odliSnymi senzitivitami. Nékteré z nich jsou ve
vzajemném vztahu a jejich kombinace nezlepSuje senzitivitu. Nékteré markery s
dobrou senzitivitou, pokud byly pouzity v kombinaci s ostatnimi, specificita se snizila.
Navrhli jsme, ze kombinace markeru s dobrou sensitivitou bez vzajemného vztahu ve
Spearmanové pofadovém korelacnim testu by mohla byt uZiteCna pro zvysSeni
senzitivity pro diagnézu NSCLC. Zijistili jsme, ze v naSem souboru pacientu nejlepsi
kombinace biomarkert pro diferencialni diagnozu mezi benignim onemocnénim plic
a NSCLC bylo dosazeno pomoci kombinace CEA (>3,7 ng/m), Cyfra 21-1 (>2,0
ng/ml),, IL-6 (>9,8 pg/m) a VEGF (>405 pg/ml) pfi 75,6% senzitivité, 86,7% specificité
a s vysokou pozitivni prediktivni hodnotou 97%. Po vylou€eni CEA senzitivita se
snizila na 65,9% pfi 93% specificité a pozitivni prediktivni hodnoté 98,2%. Myslime
si, ze by mohlo byt pfinosné pouziti IL-6 a VEGF jako doplfkovych marker( k bézné
pouzivanym nadorovym markerim u NSCLC.

Tamura a kol. '° prokazal, ze kombinace plasmatického VEGF a sérového CEA byla
pfinosna pfi Casné diagnostice NSCLC (senzitivita 75% a specificita 60%). Autofi
dosli k zavéru, ze kombinace VEGF a CEA byla nadfazena samostatnému CEA v
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¢asné diagnostice u adenokarcinomu plic. Molina a kol. '® uvadi lep$i senzitivitu

(81,3% u adenokarcinomu, 79,3% u epidermoidniho karcinomu, ve stadiich I-Ill),
podobnou specificitu (85%) a pozitivni prediktivni hodnotu (98,5%) pfi pouziti
kombinace tfi nadorovych markert: CEA, Cyfra 21-1 u vS8ech histologii a SCC u
epidermoidniho karcinomu nebo CA 15-3 u adenokarcinomu. Nedostatecna
senzitivita pfi pouziti nami navrzené kombinace biomarkerl muze souviset s velikosti
sledovanych skupin, vysokym podilem pacientd s d&asnymi stadii NSCLC a
zastoupenim jednotlivych histologickych podtypi NSCLC.

Kombinace biomarkert pro odhad prognézy NSCLC

Ve vztahu k prognéze a Casné detekci recidivy i progrese onemocnéni jsme
studovali biomarkery, které byly nezavislé prognostické faktory pro celkové preziti
(OS) a bezpfiznakové preziti (DFS) v multivariaéni Coxové regresni analyze. Podle
vysledki na8i studie vyvozujeme, Ze kombinace jednoho cytokeratinu,
chromograninu A, MMP-7 a MCP-1 dava dobrou prediktivni hodnotu pro odhad
celkového preziti, pro odhad navratu onemocnéni jsme nasli kombinaci jednoho
cytokeratinu a jedné MMP (MMP-1 nebo MMP-7). Cytokeratiny, které vykazuji
nejlepsi spojeni jako nezavislé prognostické faktory pro OS a DFS jsou MonoTotal a
TPA. Nékolik studii prokazalo spojeni vysokych predterapeutickych hladin TPA v
séru se $patnou prognézou 2>%2. Eriksson a kol.  uvadi, Ze MonoTotal se zda byt
slibnym sérovym markerem pro odhad prognézy a mlze byt vyuzivan pro sledovani
pacientd s NSCLC.

Praci o prognostickém vyznamu hladin chromograninu A, MMP-7 a MCP-1 u
pacientt s NSCLC je pomérné malo a nékteré znich jsou kontroverzni.
Chromogranin A (CgA) je Casto pouzivan jako diagnosticky a prognosticky sérovy
marker pro fadu neuroendokrinnich nadoru. Cirkulujici CgA je také zvySeny u
pacientd s dalSimi onemocnénimi véetné subpopulace pacientd s non
neuroendokrinnimi nadory a ma dlezity prognosticky dopad ?*. V souladu s nasi
studii Nisman a kol. %° a Gregorc a kol. %° zZjistili, Ze zvy$ené predterapeutické hladiny
CgA v séru funguji jako nezavisly indikator Spatné prognézy u pacientll s NSCLC. Je
zajimaveé, ze CgA byl spojovan s hor§im stavem pacienta a pokrocilejSim NSCLC.
Zhang a kol. # uvadi CgA jako silny a nezavisly indikator prognézy u kriticky
nemocnych pacientu. Existuje mozna hypotéza, ze sérové hladiny CgA u pacientl s
NSCLC odrazi se stresem spojenou systémovou neuroendokrinni aktivaci
spojovanou se zhorsenim stavu pacienta.

Nékolik praci ukazalo, ze matrix metaloproteinazy (MMPs) se mohou vyuzivat
v klinické praxi u pacientd s NSCLC a jsou také spojeny s agresivitou nadoru plic %®
%0V nasi studii jsme analyzovali klinické vyuziti MMP-1, MMP-2, MMP-7 a MMP-9.
Pozorovali jsme, zZe hladiny MMP-1, MMP-2 a MMP-7 v séru/plazmé byly
spolehlivymi  prediktory recidivy; pouze zvySeni MMP-7 bylo nezavislym
prognostickym biomarkerem pro recidivu onemocnéni i celkovou dobu pfeziti. Nase
studie se zda byt prvni, ktera popsala korelaci mezi sérovymi hladinami MMP-7 a
prognozou pacientl s NSCLC. Existuzjl'ci prace analyzuji hladiny nebo exprese tohoto
markeru v plicni nadorové tkani %2 Na rozdil od ostatnich &lenti skupiny
metaloproteinaz, MMP-7 je vyluCovana samotnymi nadorovymi burkami, ale ne
peritumoralnimi stromalnimi bunkami, coz indikuje, ze MMP-7 by mohla byt pouzita
jako biomarker spojeny s nadory. Tato zjisténi svédci, Zze tkanové exprese MMP-7 a
sérové hladiny MMP-7 u pacientd s NSCLC mohou byt signifikantnimi
prognostickymi faktory.
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Posledni marker, ktery jsme zahrnuli do tohoto panelu je monocytarni chemotakticky
protein-1 (MCP-1), prozanétlivy cytokin, ktery indukuje angiogenezi a hraje roli pfi
ristu nadoru a progresi >***. Zajimavym novym zji$ténim v nasi studii je, Ze vysoké
predterapeutické hladiny MCP-1 jsou spojeny se snizenym celkovym pfezitim
pacientd s NSCLC. Pokud vime, naSe studie jako prvni popsala korelaci mezi
vysokymi sérovymi hladinami MCP-1 a Spatnou prognozou pacientd s NSCLC.
Existuje pouze jedna publikovana prace od Cai a kol. *°, ktera studuje vztahy mezi
sérovymi hladinami MCP-1 a nadory plic. Bylo zjisténo, Ze sérové hladiny MCP-1
byly zvy$eny u pacientd s nadory plic a kostnimi metastazemi ve srovnani s pacienty
s lokalizovanymi nadory. Tato zjisténi poukazuji, ze MCP-1 mohou potencialné
slouzit jako prognosticky nadorovy marker pro predikci agresivniho chovani NSCLC.
Tyto vysledky je potfeba potvrdit dalSimi prospektivnimi studiemi.

Zavérem, tyto vysledky oteviraji novy uhel pohledu na pouziti tradi¢nich nadorovych
marker( v kombinaci s novymi biomarkery u pacientll s NSCLC. Jak jsme ukazali, je
mozné zvySit hodnotu tumorovych marker( jako CEA nebo cytokeratinli, kdyz jsou
pouzity v kombinaci s novymi markery..
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6. ZAVERY

U nemocnych s operabilnim stadiem NSCLC byly systematicky sledovany hladiny 22
biomarkerl v séru nebo plazmé v dobé primarni diagnozy pred zahajenim |éCby a
dale v prabéhu follow up. Predkladana prace méla za cil vyhodnotit vysledky
ziskané z uvedené Siroké skupiny hodnot biomarkert a porovnat klinické vyuziti

Vaigvivs

1. diagnoza a posouzeni rozsahu onemocnéni (stadium a velikost nadoru)
2. odhad prognozy
3. monitorace prubé&hu onemocnéni pro v€asny zachyt recidivy a progrese (follow up)

V nasledujicim souhrnu jsou uvedeny vysledky a zavéry podle vySe uvedenych
klinickych aplikaci:

1. Diagnosa a posouzeni rozsahu onemocnéni

e Predoperacni hladiny cytokeratinovych markerad (Cyfra 21-1, TPA, TPS, a
MonoTotal), SCC a TIMP-1 byly signifikantn& zvySeny u pacientd s NSCLC ve
srovnani s kontrolni skupinou.

e Vyrazné vySsi hladiny CEA a Cyfra 21-1 byly pozorovany u adenokarcinomu ve
srovnani s benigni skupinou.

e Pacienti s epidermoidnim karcinomem méli vyrazné vysSi hladiny Cyfra 21-1,
TPA, TPS, MonoTotal, SCC, TIMP-1 a IL-6 ve srovnani s benigni skupinou.

e Vyrazné vyssi hladiny nadorovych markert Cyfra 21-1, TK, MonoTotal a SCC
byly prokazany u epidermoidniho karcinomu v porovnani s adenokarcinomem.

e Sensitivity biomarkerl pfi 95% specificité pro primarni diagnostiku NSCLC byly v
Sirokém rozmezi od 2,4% do 54,1%. NejvySSi sensitivita pro rozliSeni mezi
NSCLC diagnozou a benignim onemocnénim plic byla prokazana u cytokeratin(
(Cyfra 21-1, TPA a MonoTotal), IL-6 a CEA. Nejnizsi diagnosticka sensitivita byla
zjisténa u Chromograninu A, PAI-1, IGF-I, ICAM-1 a MCP-1.

e NejvysSi sensitivita pfi 95% specificité pro diagnézu epidermoidniho karcinomu
byla pozorovana u markert Cyfra 21-1, TPA a IL-6 (63,6%, 42,6% a 41,8%, v
uvedeném poradi).

e Nejvy8Si sensitivita pfi 95% specificité pro diagnézu adenokarcinomu byla
pozorovana u markert CEA a Cyfra 21-1 (46,7% a 36,7%, v uvedeném poradi).

e Nejlep§i kombinace biomarkerd pro rozliSeni mezi benignim plicnim
onemocnénim a NSCLC bylo dosazeno pouzitim CEA (>3,7 ng/m), Cyfra 21-1
(>2,0 ng/ml),, IL-6 (>9,8 pg/m) and VEGF (>405 pg/ml), s 75,6% senzitivitou,
specificitou 86,7%, a s vysokou pozitivni prediktivni hodnotou 97%. Po vylouceni
CEA sensitivita byla snizena na 65,9% s 93% specificitou a pozitivni prediktivni
hodnotou 98,2%.

e Zadny ze sledovanych biomarkerd ani jejich kombinace nedosahuje
dostacujicich sensitivit a specificit pro primarni diagnostiku NSCLC. Dle EGTM
kritérii pro primarni diagnostiku musi nadorovy marker dosahovat bud sensitivity
75% pfi 95% specifité nebo sensitivity 85% pfFi 90% specifité.

e Signifikantné vySSi predoperacni hladiny markerd TPA a MonoTotal byly
stanoveny u pokrocilejSich stadii onemocnéni u pacientl s epidermoidnim
karcinomem , (stadium Ill vs I). U pacientd s pokroc€ilou fazi adenokarcinomu
byly pozorovany vyznamné vyssi hladiny CEA (stadium Il vs I).
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Pfedoperaéni hladiny CEA, Cyfra 21-1, TPA, TK, MonoTotal, MMP-9 a MCP-1
byly signifikantné vy$Si u vétSich nadort (T4) v porovnani s mensimi (T1). Tyto
rozdily byly zjistény u pacientd s NSCLC a kromé& TK a MMP-9 i u pacientu s
epidermoidnim karcinomem.

2. Monitorace hladin biomarkert v prubéhu follow-up

Hladiny markerti CEA, cytokeratin (Cyfra 21-1, TPA, TPS, MonoTotal), TK,
SCC, Chromogranin, metaloproteinaz (MMP-1, MMP-7),TIMP-1, cytokint (MCP-
1, IL-6, VEGF), a ICAM-1 byly vyznamné vy8Si u pacientd s progresi
onemocnéni. V dobé progrese byly signifikantné vyssi hladiny CEA nalezené u
adenokarcinomu a signifikantné vysSi hladiny SCC u epidermoidniho karcinomu.
Sensitivity biomarker( pfi 95% specificité pro v€asny zachyt recidivy €i progrese
onemocnéni byly v Sirokém rozmezi od 4,8% do 52%. NejvySSi sensitivita pro
rozliSeni mezi remisi a progresi byla prokazana u cytokeratin (Cyfra 21-1, TPA

v v

VEGF, VCAM-1, MMP-2, and PAI-1.

3. Odhad prognozy onemocnéni

Predoperaéni hladiny cytokeratinovych markert (TPA, TPS, a MonoTotal), MMP
(MMP-1, MMP-2, a MMP7), CEA a také stadium a velikost nadoru byly
vyznamné prognostické faktory v univariaCni analyze pro bezpfiznakové preziti
(DFS)

Univariacni DFS analyza podle histologie ukazala cytokeratiny (Cyfra 21-1, TPA
a MonoTotal), MMP (MMP-2 a MMP-7), a TIMP-2 jako vyznamné prognostické
faktory Casné recidivy adenokarcinomu a TPA a MonoTotal u epidermoidniho
karcinomu.

Multivariaéni Cox model s pouzitim cut off ukazal sdruzeni jednoho cytokeratinu
(TPA nebo MonoTotal) jedné MMP (MMP-1 a MMP-7) a stadia tumoru jako
nezavislé prognostické faktory pro bezpfiznakové preziti (DFS).

Predoperaéni hladiny cytokeratinovych markert (TPA, TPS, a MonoTotal), CEA,
Chromograninu A a MCP-1 byly vyznamné prognostické faktory v univariaéni
analyze pro celkové preziti (OS). Také stadium onemocnéni, velikost nadoru (T)
a stupen postizeni regionalnich lymfatickych uzlin (N) korelovali s celkovou
dobou preziti.

Univariacni OS analyza podle histologie ukazala CEA, MMPs (MMP-1, and
MMP-2), and TIMP-2 jako nepfiznivé prognostické faktory pro celkové preziti u
adenokarcinomu a TPA, MonoTotal , Chromogranin A, MMP-7 u
epidermoidniho karcinomu.

Multivariaéni Cox model s pouzitim cut off ukazal jeden cytokeratin (TPA nebo
MonoTotal), MMP-7,MCP-1, Chromogranin A a stadium tumoru jako nezavislé
prognostické faktory pro celkové preziti pacientl s NSCLC.

Podle vysledku vySe uvedenych vysledk( vyvozujeme, ze kombinace jednoho
cytokeratinu, chromograninu A, MMP-7 a MCP-1 dava dobrou prediktivni
hodnotu pro odhad celkového preziti, pro odhad navratu onemocnéni jsme nasli
kombinaci jednoho cytokeratinu a jedné MMP (MMP-1 nebo MMP-7).
Cytokeratiny, které vykazuji nejlepsi spojeni jako nezavislé prognostické faktory
pro OS a DFS jsou MonoTotal a TPA.
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Vzajemné korelace biomarkeru

Pozorovali jsme vyznamné korelace mezi cytokeratinovymi nadorovymi markery,
matrix metaloproteinazami a jejich inhibitory, jako TIMP-1 / MMP-1 a TIMP-2 / MMP-
2, prozanétlivymi a proangiogennimi cytokiny, IL-6/IL-8 a IL-6/VEGF a mezi PAI-
1/TIMP-1 ve skupiné pacientdl s NSCLC. Zakladem pro tyto korelace mohou byt
patofyziologické vztahy mezi témito markery v biologickém procesu rozvoje
onemocnéni. Zadna vyznamna korelace nebyla zjisténa mezi CEA, SCC,
Chromograninem A, IGF-1, MMP-9, ICAM-1 a s ostatnimi biomarkery.

VyuZiti nadorovych markerd u nadoru plic neni v bézné klinické praxi pfili§ rozsifeno,
nebot jejich pfinos je doposud spiSe diskutabilni. V této praci jsme prokazali, Ze
nadorové markery mohou byt uziteChym pomocnym nastrojem jak pro primarni
diagnostiku, prognézu i C€asnou detekci recidivy NSCLC, zvlasté pokud jsou
indikovany a kombinovany uvazlivé.

Vyznamnym zavérem plynouci z nas$i prace je zjisténi, Ze nové sledované
biomarkery by se nemély pouzivat jednotlivé z davodu velmi nizké senzitivity pfi
prijatelné hodnoté specificity. Pfesto jsme prokazali Ze i kombinovani znamych
nadorovych markerl, napf. CEA a cytokeratini s dalSimi markery, jako je napf.
chromogranin A a nové biomarkery: ze skupiny matrix metalloproteinaz - MMP-1
nebo MMP-7, MCP-1, VEGF a IL-6, m& svlj vyznam. Tyto parametry vyznamné
zvySuji u pacientd s NSCLC pfinos tradi¢nich marker( v diagnostickém procesu a v
odhadech pribéhu onemocnéni v obdobi follow-up. Pfesto je tfeba jesté provést
rozsahlej$i multicentrické studie na SirSi populaci, které by vyznam téchto markert
pro rutinni klinickou praxi potvrdily a kde by bylo provedeno fadné vyhodnoceni
riiznych kombinaci jednotlivych markert a byly stanoveny pficiny faleSné pozitivnich
vysledkl. Na zakladé vysledku této prace je vhodné k zefektivnéni odhadu prognézy
a monitorovani pacienti s NSCLC doporucit pouzivani celych panelt markeru.
Zavérem je tfeba konstatovat, Ze nizka senzitivita i specificita sledovanych parametr(
prozatim neumoziuje jejich vyuZiti pro screening ani pro primarni diagnostiku
NSCLC. Nékteré biomarkery se vSak jevi jako uzite€né pro posuzovani zavaznosti
onemocnéni, hodnoceni efektu IéCby €i odhad progndézy onemocnéni.

Véfime, Zze objasnéni klinicko-patologickych vlastnosti bude mit pfedevsim vyznam u
pacientll s NSCLC s nepfiznivou prognézou a s vysokymi predoperaénimi hladiny
téchto markeru, ktera vyzaduje dalSi 1éEbu a odliSnou strategii v obdobi follow-up na
rozdil od pacientd s normalnimi pfedoperaénimi hladinami. Tato skutecnost
umoziuje detailn&jsi stratifikaci pacientl a individualizovany navrh IéCebné strategie.
Na zakladé urCeni biologické povahy nadoru by se jednoduché stanoveni
nadorovych markerd mélo zaradit mezi dalSi prognostické ukazatele, jako jsou napf.
patologické faktory &i genetické zmény. Je v8ak zapotfebi, aby byly sledovany a
vyhodnocovany systematicky se znalosti veSkerych omezeni, ktera mohou
interpretaci téchto markeru ovlivnit.
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7. SUMMARY

Lung cancer is the most frequently diagnosed type of cancer in the world and the
most common cause of cancer mortality worldwide, in the European Community lung
cancer accounting for 29% of all cancer, and 21% of all male cancer. Therefore,
there is growing need for diagnostic tools to estimate the prognosis of the patient, to
monitor the treatment course, and to detect the response to therapy early, which
would help to optimize the disease management on an individual basis. The aim of
this thesis was to measure a large spectrum of biomarkers in serum or plasma of
patients with operable stage of NSCLC and to evaluate and compare the clinical
utility of these biomarkers in the three most important clinical applications for NSCLC:
diagnosis, prognosis and postsurgery follow up care.

Total 22 biomarkers with the most promising profiles were monitored: 8 standard
tumor markers (cytokeratines Cyfra 21-1, TPA, TPS, and MonoTotal, CEA, SCC, TK,
Chromogranin A) and 14 potential useful biomarkers including pro-inflammatory
cytokines IL-6, [IL-8, MCP-1, pro-angiogenic cytokine VEGF, matrix
metaloproteinases MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9 and their inhibitors TIMP-1 and
TIMP-2, adhesion molecules ICAM-1, VCAM-1, growth factor IGF-1, and PAI-1
stimulating tumor growth and angiogenesis. With a view of evaluating the clinical
relevance of these markers for NSCLC we measured serum or plasma levels of
these 22 markers in group of 93 patients with NSCLC undergoing radical surgery and
in group of 20 patients with benign lung disease. Based on means of Wilcoxon Rank
Sum test, Cyfra 21-1, MonoTotal, TPA, TPS, CEA, SCC, Chromogranin A, TIMP-1,
MMP-1, MMP-7, IL-6, MCP-1, VEGF, TK, and ICAM-1 were found to be significantly
higher in patients with NSCLC in the moment of diagnosis or during follow up than in
control individuals with benign lung disease. The mean serum levels of MMP-2, IL-8,
TIMP-2, MMP-9, PAI-1, IGF-1 and VCAM-1 did not differ in the sera of NSCLC
patients as compared with controls. The sensitivities for NSCLC diagnosis were in a
wide range from 54,1% to 2,4% at 95% specificity. The highest sensitivity to
distinguish between benign lung disease and NSCLC diagnosis was showed by
cytokeratin markers (Cyfra 21-1, TPA, and MonoTotal), IL-6, and CEA. The best
combination to distinguish between benign disease and NSCLC was achieved using
CEA (>3,7 ng/m), Cyfra 21-1 (>2,0 ng/ml), IL-6 (>9,8 pg/m) and VEGF (>405 pg/ml),
with a 75,6% sensitivity and 86,7% specificity, with a high predictive positive value of
97%. The sensitivities at 95% specificity for detection of disease progression during
follow up were in a wide range from 52% to 4,8%. The highest sensitivity to
distinguish between progression and remission status was showed by cytokeratin
markers (Cyfra 21-1, TPA, and MonoTotal), TK, and CEA. We suggest that the
combination of one cytokeratin (TPA or MonoTotal), Chromogranin A, MMP-7, and
MCP-1 offers a good predictive value as survival predictors in NSCLC patients and
for prediction of disease recurrence we found a valuable combination of one
cytokeratin (TPA or MonoTotal) and one MMP (MMP-1 or MMP-7).

We can conclude that there has been no either appropriate parameter nor any
combination of them currently usable for screening or early diagnosis of NSCLC. But
some of the biomarkers could be very helpful in consideration of disease severity,
treatment efficacy and prognosis estimation. As a result, this work should contribute
to improve the therapeutic algorithm of patients with NSCLC and improve their long-
term survival.
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