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1. Predmluva — problematika bronchogenniho karcinomu

1.1 Epidemiologie

Karcinom plic je v sotasnosti ngjastjSim zhoubnym nadorem u mua jeho incidence
trvale nafistd u Zzen. V rozvinutych zemichésa, jakoz i vCeské republice, je nigsgjSim
smrticim nadorem u obou pohlavi. V roce 2002 bgladience bronchogenniho karcinomu
4539, t.j. 91,4 na 100 000 mua 1405 Zen, t.j. 26,8 na 100 000. Mortalita tegn€m roce
byla 4268 u muz (86,0/100 000) a u Zen 1273 (24,3/100 000) [1]mbeburcny plicni
karcinom (NSCLC) fedstavuje téwt 80% vSech bronchogennich karcinomn histologicky
se &li na d¥ hlavni skupiny, epidermoidni karcinom a adenokemsi. Bohuzel v dob
stanoveni diagn6zy ma jiz bezméla 40 % nemocnycldlené metastazy a 35 % pacient
nadorové postizeni uzlin mezihrudi. Celkovétilpté preziti vSech nemocnych s touto
diagndzou je Weské republice jen 5-7%. [2]. Samotna chirurgick#ba selze az ve 40%
piipadi stadia | a az v 60%iipadi stadia Il. Projevem tohoto selhani je recidivakdlai ¢i
lokoregionalni recidiva sgivd v nedostateé resekci — ponechani zbytkového tumoru
v resekni linii nebo castji v lymfatickych uzlinAch mediastina. DalekiasgjSi je vSak
v téchto nizSich stadiich recidiva vzdalena, pod ktenmzumime metastazovani do
kontralateralnich uzlin mediastigda manifestaci vzdalené metastazy (mozek, jatra a jo
zavazrijsi, ze je mélokdy radikétniesitelnd (solitarni metastdza mozku a nadledvifigly)
Rozsahlé statistiky, vychazejictaglevsim z patologickoanatomického materialu, prokaz
Ze negasttSim zdrojem metastatického postizeni mozku je @nplicni nador (40-60%)
[4]. Pri¢inou vzdalené recidivy jsou nepoznané metastaagidymi diagnostickymi postupy
odhalitelné, ¢i témito postupy nepoznatelné mikrometastazy. Je ngboeh Ze tyto
metastazy byly jiz zalozeny v ddloperace a termin recidiva tak neni zcela nagmisidyz
se [&Zn¢ pouziva.

K presrgjSimu stanoveni progndézy nemocného by mokibpdt prikaz pra¢ téchto
mikrometastaz, népmo nap. vyuzitim sérovycki tkanovych onkomarket. Pak Ize vyjatit
suspekci na vySsi stadium onem@tnnez je prokazano opeér&, resp. patologicky. To je
faktorem navic v indikaci adjuvantni onkologickécdg a varovnym znamenim v
nasledné dispenzarizaci. DalSi moznosti je hlegapéh prognostickych faktdr které by
dokazaly pedpowdét pravdEpodobné chovani nadoru z hlediska mozné diseminace
v pripadech, kdy nebyly zji&y mikrometastdzy. V SirSim slova smyslu nejsou
prognostickymi parametry jen faktory molekul&rgenetické, resp. molekul&riiologicke,

ale take klinické, paraneoplastické, pramadoroveé markery idiné laboratorni testy.



1.2 Diagnostika
Vzhledem ke spotenské a zdravotni zavaznosti NSCLC jeaz kladen pedevSim na
piresnou atasnou diagnostiku. Zde hlavni Ulohu hraje broncbpik BAL, CT resp. PET-

CT, USG jater, ledvin a nadledvin, u symptomati¢ckyeemocnych i CEi MRI mozku.

1.3 Terapie

Nej&ingjSi terapii NSCLC je radikélni operace s disekcirohrudnich uzlin. Podle
stavajiciho konsenzu se za radikalni resekci bragehniho karcinomu povazuje operace,
kdy jsou splgny nasledujici kritéria. Nadorem nesmi byt pos&@ficni reseéni okraje
potvrzené histologicky. Musi byt provedena systematickd rastiinalni uzlinova disekcé
systematicky sampling (odbvzorki z odpovidajicich etdzi) lymfatickych uzlin mediaat
Nesmi byt mikroskopicky prokadzano extrakapsularmiinové Steni tumoru. V pipact
nadoroveho postizeni hilovych lymfatickych uzlin shibyt exstirpované centr&jnulozené
uzliny (z vySSich etézi) jiz nadorem nepostizenéskltabilni je rozsah systematického
samplingu lymfatickych uzlin. Za dostatey se nyni povaZuje odbnejmér 6 lymfatickych
uzlin z hilu a mediastina. 3 uzliny hilové, 1 udirsubkarinalni a ostatni 2 odpovidajici
lobarni lokalizaci karcinomu. Pro pravy horni gedhi lalok tak horni a dolni paratrachealni
uzliny. Pro pravy dolni lalok paraesofagealni uzlenz lig. pulmonale. Pro levy lalok horni
uzliny subaortélni aipdni mediastinalni. Pro levy dolni lalok paraeseégi uzliny a z lig.
pulmonale. [5]. Pro fghlednost uvadim v séasnosti uznavanou klasifikaci lymfatickych
uzlin (dle Naruke a Mountain) na obrazku 1 [6,7].
obrazek 1: Klasifikace lymfatickych uzlin (dle Naruke a Matain) [6,7].




Radikalni chirurgickd ba je s vyjimkou stadia 1A (pT1pNOpMO) ddplhana adjuvantni
chemoterapii s vyuzitim dubletnich kombinaci cybkt tzv. lll. generace (vinorelbin,
paklitaxel) s platinovymi derivaty (cisplatina, kaplatina). Vyznamny #inos adjuvantni
chemoterapie potvrdily jiZtyii multicentrické randomizované studie faze Ill.[8]aproti
tomu koncepce induki predoperani chemoterapie dosud dopdowana u stadia IlIA, byla
castén¢ zpochybwna, neb6é nebylo dosazeno lepSihofegiti nemocnych enych
chemoterapii a operaci ve srovnani s nemocnyréenigmi chemoterapii a naslednou
radioterapii [9]. V sotasnosti se proto jevicalné indikovat primérni chirurgickoudu pro
stadia | a Il a podle moznosti provést radikalnsekei ve smyslu odstrani vSech
makroskopicky postizenych nadorovych lézi, nasiqueik podavat adjuvantni chemoterapii,
jen s vyjimkou stadia IA. [2].

Dlouhodobé peziti kompletd resekovaného |. a Il. stadia (potenctallmkalizovaného
onemocgni) je presto souhr&ti mensi nez 50 % agtdina pacient vSak esto umira na

vzdalené metastazy, které jsou v &stanoveni diagndzy (operace) okultni [10].

2. Prehled sodasnych poznatki onkogeneze NSCLC

2.1 Teorie postupné transformace buék

Sowasné znalosti tumorogeneze, na nichZ je zaloZedaajsti koncepce onkologické
lécby, predpokladaji postupnou transformaci normalnichékuwnnadorove biky. V tomto
mnohostupovém procesu dochazi k pozvolné akumulaci mutaepigenetickych zin,
které vyusti ve zinu fenotypu a genotypu nadorovénky. Tato ztraci také schopnost
piijimat regul&ni podrety ze svého okoli a naopak je -charakterizovana btwor
autostimulanich faktodi, které urychluji jeji proliferéni aktivitu. Tato teorie je dnes jiz
klasickou kapitolou prakticky kazdécebnice zabyvajici se danou problematikou. Proces
nadorove invaze do okolich tkani a metastazov&njetaaloZzen na ziskani vlastniho cévniho

zasobeni tumorem. To seéje nejen ,proéistdnim“ nadoru do cévy, ale produkci



angiogenetickych faktar (nag. VEGF, adhezivnich molekul aj.) a naslednym ¢&gmim*

kapilar k nadorove tkani.

Vlastni proces metastazovani ¢ire@d uvohovanim néadorovych bwk do ziskanych,
arodovanych cévasiho pfisvitu. Popsanyd zobrazuji pehledrg obrazky 2, 3 a 4.

obrazek 2: schéma fisobeni angiogenetickych faktona ziskani cévniho zasobeni nadorem.

(a) Early tumour (b) Angiogenic (c) Abnormal tumour (d) Invasion and
growth vasculature  Coagulation factor metastasis
COAGULATION

() PROTEOLYSIS
“»  Plasmin

//—--—\ h v %) 5. Intravasation
1. Secretion of H Y|
me e Ll :

angiogenic 4. Appearance

factors of new
. tumour
2. Proteolytic vasculature

destruction of 3. Endothelial
extracellular matrix  ge|| proliferation
) - and migration

Sprouting capillary
obrazek 4: detail stimulanich a inhibénich proces v neovaskularizaci nadoru.

Stimulators

Peptidic growth factors {eg VEGF)
Angiogenic chemokines (eg IL-8)
Proteases (eg cathepsin)

Inhibitors

Cryptic factor peptides (eq endostatin)
Angiostatic chemokines (eg IFN-x)
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2.2 Teorie nadorovych kmenovych buék

Otazkou #stava, pr¢ vSak normdlni diferencované tiavé buiky ztraci schopnost
proliferace. Jak vysilit, Ze cast&né¢ zmenéna prekancerdzni tkanezanikd a jiz ma
schopnost sebeobnovy [11]? Vstedku &chto otazek v saiasné dob uréitd skupina ¥dci
prosazuje teorinadorové kmenoveé buiky, ktera by pray tuto prolifer&ni aktivitu nela
zaji¥ovat [12,13]. Vysli z velmi jednoduchéheeglpokladu, Ze nddorova masa je viasaké
tkai se svymi jistymi pravidly a vztahy. Dokonce sew@ako ,novy” organ. Ma své vlastni
cévni zasobeni, mezi nadorovymiikami nalézame mnozstvi pojiva a se svym okolimy ted
zdravymi tkawmi, komunikuje. Kmenoveé kiky jsou charakterizovany svou schopnosti
sebeobnovy a seoasré vysokym diferencienim potencidlem, ktery jim davd moZnost
obnovovat alespov omezené nii¢ veSkeré tkanlidského &la.

2.2.1 Embryonalni a adultni kmenové biiky

Kmenové biiky Ize rozdélit na embryonalni a adultni. Embryonalni jsou odvozeny
z blastocysty a jejich ukolem je vytkib jednotlivé tkd® a organy,éimz zodpovidaji za
konenou podobu lidského embrya. Maji tedy velmi vysolkszhopnost tvist de novo
Opanym pipadem jsou adultni kmenové iy, které maji svou diferenciaci ddplat
jednotlivé tkas. Nep'edpoklada se u nich, a I#¥&i, Ze je nezadouci, schopnostiftmové
jeS& neexistujici tkd&r Nalézaji se v jednotlivych tkanich a jsou zodfmé za reparaci
poSkozené tkan Tyto buiky jsou mechanismy kontaktni inhibice udrzovanyliddvém
stavu, za normalnich okolnosti proliferuji vzécn

Vroce 2001 byla publikovdna zasadni prace ohkeiSumenu pohledu na proces
karcinogeneze afipisujici hlavni roli vtomto procesu transformaiultnich kmenovych
burgk [13]. Na tomto zakla#l stoji i prace Haury a kolektivu, kterdepklada koncepci
nadorové transformace ve spojenpaznatky sotasné onkologie o etiologii a patogenezi
nadoru [12]. VSe dokladuje na vzniku plicniho kaoehu a jeho diseminaceidelpoklada, ze
opakované fedevSim cigaretové toxicke jiné zaretlivé inzulty plicniho epitelu vyvolavaji
chronickou zaglivou odpovd v daném mist Expozice kmenovych bghk kostni dens
kancerogefim v cigaretovém kat Usti v genetické zgmy deregulujici normalni proces
transformace lézi bronchialniho epitelu z reparukmenové biiky. Jejich proliferani
potencial jim umo#tuje podstaté vysSi kapacitu k dok@eni regenerace tkédra to & jiz
mechanismem stimulace lokélnich kmenovychdaufprogenitod) ¢i vlastni diferenciaci ve
tkan, ktera defekt vyplni. Bohuzel chronicky inzultoyagpitel Zejm¢ obsahuije jiz epitelove

buiky transformované, s vysokym mnozstvim fenotypovyclgenotypovych zeém, které



11

maji naruSenou regulaci a mezikamou komunikaci prav v disledku vystupované

chronické stimulace. Stavajici paradigma kanceregerNSCLC spiiva v teorii postupné
transformace bronchiélniho epitelu (hyperplazie taplazie, dysplazie, karcinom in situ,
invazivni a metastazujici karcinom), je spornéipgd NSCLC resp. plicniho karcinomu

obecrt predevsim pro jeho rychlou progresi. Popsané ukaduij@zek 5.

obrazek 5: kancerogeneze NSCLC teorii postupné transforrhemechialniho epitelu
opakovanymi inzulty [12].

Pulmonary ~ Chronic Injury/Wounding
Inflammation

, Recruitment of BM-derived
Cigarette Stem Cell

Smoking 1
\ Cross Lineage and/or Fusion

|

Epithelial Repair and Wound Healing

Carcinogen
Induced
Mutation

Cancer

2.2.2 Teorie fuze kmenovych buék

Transformované, prekancerotickénky splyvaji s pichozimi kmenovymi bikami [14].
Tato fuze ma vytvidt buiku ¢ist¢ nadorovou, ktera ma pozménou zgtnovazebnou regulaci
a mezibuaénou komunikaci a neni tedyfiptupna @istovym inhibénim podgtam, které
zajig’uji integritu organu a celého organismu. desjimawjsi je @istup k vys¥tleni vzniku
metastatického procesu. MetastazovdtZzenjen nadorova kmenova itka, ktera ma nejen
schopnost se uvolnit Zipodni nadorové tk&na infiltrovat jinou tkd&, ale ma i dostatek
proliferatniho potencialu. Proto také nelze definitivrspojovat detekci cirkulujicich
tumoroznich bugk s vyskytem metastas mikrometastatického procesu. Jen maly zlomek
téchto burk jsou transformovanbuiky kmenové, které mohou metastdzu vyitvaKterou
tkén si vSak tato nddorovd kmenovénka vybere K infiltraci a iniciovani vzniku metasy&z
Je vSeobeenznamo, Ze jisté tumory maji i vysoce ikaé specifické lokalizace svych
metastaz. Kaplanova toto vyshlije teorii premetastatické nicheNiche je mikroprosedi,
ve kterém je kmenova hka obklopena ostatnimi podlimymi buikami (pojivo, kapilary),
které ji pomahaji regulovat vlastni proliferaci ifedenciaci [15,16,17]. Dlouhodobé udrzeni
adultnich kmenovych bk v klidovém stavu je zaloZzeno pgama mechanismech b&mé
adheze a interakcich s mezibtmou hmotou, kazda jednotlivA niche je pro dany orga

specificka, ma svou originalni molekularni strukit{t8].
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Plice maji schopnost reparace pneumbpeydlveolech po Urazech nebo v ramci alveolarni
obnovy. Nekteré prace popisuji schopnost kmenovych éBukostni dené proliferace v
pneumocyty typu Il aifspivajici tak k plicni reparaci [19]. Jiné prokdztasgjsi uchyceni
kmenovych buék kostni dené v porarném epitelu nez neporamem [15]. Existujici
hypotézy, které fedpovidaji G¢inek cytokimi a chemokif v hojici se tkani nejen na
diferencované hiky jako neutrofily a makrofagyale také na kmenové fky kostni derg
[16]. Nabizi se tak hypotéza vyshjici casné systémové postizeni bronchogennim
karcinomem (pedevSim SCLC}asnou nidaci ignovych ,nadorovych* kmenovych bgk
v prostedi pro & nejpiihodrgjSim — tedy v bronchialnim stromu, dale pak v jdtreTyto
kmenové nadorové kiy od pdaatku cirkuluji krevnim ohem a niduji v fihodnych
metastatickych fokusech. Tato hypotetick&dstava fipousti koexistenci obou dominujicich
modeli metastazovani, jednim je schopnost metastazowam genomickym programem
(schopnost ,zaseti*) a druhym jéeoena okolniho progedi v metastaticky vhodné (vhodna
.puda“). Tato teorie by vysilovala i pitomnost nalezu generalizovanych karciriom
(v mimoplicnich lokalizacich), kde je pak obt#Z&i zcela nemoZzné prokazatjaky pavodni

primarni nador [12].

2.2.3 Proces onkogeneze na b&mé urovni

Proces onkogeneze na Bumé drovni je Uzce spjat s kontrolou Buné proliferace,
diferenciace a apoptézy (programované dune smrti). Tyto procesy jsou u vySSich
organisnii regulovany mnohastidpvymi mechanismy, které zahrnuji intracelularni a
extracelularni kontrolni drahy. &&ina naddorovych bwk obsahuje mnohetné genetické
zmeny, které podporuji proces onkogeneze pnadeskozovanimitlezitych kontrolnich drah.
U nadorovych onemo¢ni se takka pravidel@ setkavame se dmna zakladnimi typy
genetickych poskozeni. Prvnim typem posSkozeni ghmuinantni poruchy protoonkogea
druhym typem jsou recesivpbruchyantionkogen.

Genetické poruchy, které owulivji protoonkogeny, jsou zodp&iné za vyvolani
stimulanich &inkd, zatimco poruchy ovliwjici antionkogeny jsou zodpéiné za ztratu
jejich inhibiéni funkce. Molekularni mechanismy kontroly ané proliferace zahrnuji jak
negativni, tak pozitivni regulatory [20].dl2zité procesy, jako je replikace DNA, mitéza a
cytokineze, jsourizeny fadou kontrolnich systéins cilem koordinovat jednotlivé faze
bunééného cyklu. Ve standardnim bimém cyklu je proliferéni aktivita kontrolovana
prostednictvim inhibitoé, které mohou zastavit cyklus ve specifickych koimich bodech.

Zpétnévazebr signaly zde brani ¥innosti samotného kontrolniho systému, ve snazeanéb
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spustni dalSiho procesuiive, nez byl doko¥en gedchazejici. Kovy vyznam inhibitoh
spaiva v jejich schopnosti regulovat bimou proliferaci v rdmci utu@ni integrity tkag a
organismu. Tato regulace se uskiitge v rekolika dilezitych kontrolnich bodech b&mého
cyklu.

3. Role nadorovych markeii v problematice NSCLC

At klasicky proces kancerogenedenové popsana teorie zaloZzena na kmenovyciikhaoh
vedou ke vzniku nadoru. Jiz v samém okamziku puvrplojevu nadoru v dosud zdravem

organismu dochazi k latkovym i btimym zménam, které Ize nasledfaboratorg detekovat.

3.1 Vyuziti nadorovych markeni

V optimalnim gipadt by tumorozni markery byly vyuzitelné pro screenidggnostiku, jako
prognosticky faktor, pro monitoraci onemeona k detekci relapsu. \fipad NSCLC

dosud Zadny marker neni senzitivni ke screeningko(pap. PSA pro karcinom prostaty).
Nadorové markery nelze zatifadit ani mezi diagnostické préstlky karcinomu plic.

V Klinické praxi NSCLC jsou stale ngjsgji uzivanymiprognostickymi parametry stadium

onemoceni, uzlinovy staging, pdp metastatické postizeni uzlin mezihrudi [21,22&tor

hlediska nejsou zcela dostaté a proto se hledaji nowe proveruji stavajici prognostické
parametry pra¥ mezi onkomarkery [23,24]. Uplaini onkomarkel v problematice NSCLC
tak zistava hlava pro monitoraci I8by pogipact detekci relapsu karcinomu.

U jednotlivych onkomarkér nebyla potvrzena senzitivita a specificita vySgi r70%.
LepSich vysledk lIze dos&hnout jejich kombinaci. [23]. Obvykle j&ak mnozZstvi
sledovaného markeru zavislé natonadorovych butk v organismu a tak inicialni stadium
nemoci je obtizéi detekovatelné [25]. U pokédeho stadia je diagnostika zpravidla
jednodussi a spolehtijsi jinymi vySetovacimi postupy. Roli hraji markeryipzpresréni
diagnézy, tedy specifi¢jSim ugeni morfologického typu vifpadech, kde je stanoveni typu
bronchogenniho karcinomwinymi cytologickymi nebo histologickymi metodamiti@mé

nebo neproveditelné [26,27].



14

3.2 D¥leni nadorovych markeni

Nadorové markery jez je i bronchogenni karcinamazejmé schopen produkovat, Ize
obecrg delit do nekolika kategorii : onkofetalni proteiny, strukturélproteiny, enzymy,
komponenty bug&nych membran, sektei peptidy, hormony a dalSi stumorem spjaté
antigeny.

Za nadorové biomarkery Ize povaZzovarné chemické substance, jejichz vyskyt asayn
koncentrace jsou ve vztahu se vznikem malignihoonadJsou ve zvySeném mnoZstvi
vyjadieny v organismu kil zdravymi tkadmi jako reakce na ffomnost nadoru, nebo
vlastnim nadorem. Mohou byt detekovany na jedngtliv buikach (cytochemicky,
pritokovym cytometrem), ve tkanich (histochemicky na@novych fezech) a vénich
tekutinach (séru, tekutin bronchoalveolarni lavaze, pleuralnim vypotku, tasci
mozkomisnim moku). &které markery jsou stanovovany ve sputu a ¢iniochemicky se
jedna o makromolekuly, protein§i glykoprotoeiny. Podle biologické funkce lze rekt
nadorové markery na antigeny, které jsoasji onkofetalniho gvodu, hormony, enzymy
a dalSi obtizé zaaditelné markery. Neexistuje vSak Zadny ustélengtésy dleni
onkomarkei. Priklady cgleni dle biochemické povahy ukazuje tabulka 1 ahitdogické aktivity
tabulka 2.
tabulka 1 : déleni nAdorovych markémodle biochemické povahy.

typ TM ™ TM histologie
nadorové onkofetalni antigen carcinoembryonic antigen (CEA) | tratnik, pankreas, prs, plice,
antigeny a-fetoprotein Zaludek

hepatocelularni karcinom,
testikuléarni tu

polyklonalni Prostase-specific antigen (PSA) prostata, prs, gyn. Tumory
protilatky tkanovy polypeptidovy antigen (TPA
tkanovy polypeptidovy specificky NSCLC
antigen (TPS)

obecr burgcna proliferace

monokolondlni CA 15-3 Prs

protilatky CA 19-9 traénik, pankreas, Zaludek
CA 50 traénik, pankreas, Zaludek
CA 242 traénik, pankreas, Zaludek
CA 125 gynekologické Tu

enzymy neuron specific enolase (NSE) neuroendokrinnni tumory,

LDH SCLC, testikularni tumory
kysela fosfataza
tyrosinase prostata
Tymidinkinaza (TK) obecr proliferace

metaloproteinazy a jejich inhibitory
(MMPs, TIMPSs)

hormony B-human chorionic gonadotropifi-( | testikularni tumory, nadory
hCG) trofoblastu

fragmenty cytoskeletu CYFRA 21-1 NSCLC

okogeny RET proto-oncogenes medularni karcinoméstit

Zlazy, prs




15

tabulka 2 : déleni onkomarket podle jejich biologické aktivity

genetické parametry [genové mutace| poruchy EGFR, cykliny
protoonkogen
poruchy p53, cadheriny,
antionkogen selektiny
ZImeny exprese poruchy apopt6zycaspazy
genu 1
parametry ristu prevazre CEA
nadoru epitelové
pievazrg CA 19-9, CA 125
mucinozni
cytokeratinové | CYFRA 21-1,
TPA
proliferani TK, TPS
parametry progrese gproteolyzy metaloproteinazMMP-1-MMP-13
metastazovani IMMPs
inhibitory MMPs | TIMP-1,2
adheze adhezivni ICAM1, VCAML1,
molekuly selektiny, cadaheriny
angiogeneze | ustové faktory | VEGF
prozartlivé IL-1-1L-18
cytokiny

3.2.1 Onkogeny

V teorii postupné transformace normalnich &unv nadorové, ale i vteorii kmenové
nadorové bilkky hraji vyznamnou roli onkogeny, jejich regulatoayvzajemné interakce.
Bunécné cleni je zakladnim j@dpokladem tstu a vyvoje vSech organisimale i fixace
nahodr vzniklych mut&nich zneén v sekvenci DNA. Kontrola buiného cyklu je pro kaz-
dou buiku s€Zejni zalezitosti a jeji naruSenfibe mit za nasledekgmenu normalni biiky v
buiku nadorovou, ktera nepodléha reguian mechanisiiim a je schopna nekontrolovaného
rastu. Burgény cyklus je na zakladmorfologickych a biochemickych charakteristik rétzh
do rekolika zakladnich fazi (& Gi, S, G, a M faze) a je ukamn rozélenim buky za
vzniku dvou dcéinnych burk, viz obrazek 6. Perioda mezi mitotickymi fazeraianéuje
jako interfaze. Zakladni vlastnosti jednotlivychzifaburééného cyklu jsou uvedeny v
nasledujicim pehledu:

» Go-faze, klidova faze buiného cyklu, ve které lika pini své zakladni funkce a udrzuje
bazalni metabolismus.

» Gy-faze, interval mezi ukamnim mitézy a z&tkem syntézy DNA, je proép viastni
intenzivni syntéza vSech tyfRNA v jade, v cytoplazmd probiha proteo-syntéza aitka
roste. Délka @faze obvykle utuje délku celého buiného cyklu.
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» S-faze, v jate probiha replikace DNA a v cytoplagnsou syntetizovany histony. Po
ukoneni S-faze bustné jadro obsahuje dvojnasobné mnozstvi DNA.
» G-faze, interval mezi koncem syntézy DNA a&&kem mitdzy, je typicky dalSimistem
bunky, proteosyntézou,ififemz ve zvysSené i@ je syntetizovan tubulin a dalSi proteiny
slouzici k vystav® mitotického aparatu. V &azi cyklu probiha kontrola uk@éeni DNA
replikace ped vstupem do mitozy.
» M-faze, mitoticka. Proces mitotickéhgléeni se sestavaiady na sebe navazujicich &m
které dlime do 6 fazi, z nichz prvnickefp(profaze, prometafaze, metafaze, anafaze, tapfaz
piedstavuje deni jadra. Sestou fazi je vlastni rélshi buiky neboli cytokineze. Mitotickym
délenim se zabezpaje vznik dvou geneticky identickych btk

Gi1, S, G a M faze jsou saiésti bugéného cyklu, ovdem ne vSechnyilly prochazeji
timto standardnim schématemckdliv délka jednotlivych fazi cyklu je do &ité miry
promenliva, nej\tsi variabilita byla pozorovana vitchu G-faze. Nejsou-li bikky v G;-fazi
piipraveny k replikaci DNA, vstupuji do g3aze, klidového stéadia, ve kterém mohou setrvat
nekolik dni, tydni nebo i let, nez afh pokrauji v proliferaci [20].

Obrazek 6. Schématické znazofni bure¢ného cyklu a jeho regulace
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Zmeny karyotypu mohou mit charakter nahodny, dany ahyibgi rychlé proliferaci, tyto
zmeny jsou nestabilni a nespecifické. Jiné odchylkgy&ieypu maji charakter stabilni a pak
jsou pro dany druh nadoru specifické a z hlediskagenetického diagnostick&onstantni
translokace se vyskytujiiady leukemii a u ¢kterych lymfoni, ale i ovarialniho a renalniho
karcinomu. Stabilni delece jsou charakteristikoulSidgh leukemii, retinoblastomu,

neuroblastomu a Wilmsova tumoru.
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Standardni lokalizace zlairae deleci je krotdiagnozy dlezita i pro lokalizaci specifickych
onkogeri a supresorickych génv zdkladnim vyzkumu jednotlivych nadoa pro studium
interakci jednotlivych geinv onkogenezi [20].

Proces onkogeneze dosud stale uznavanou postupansformaci benignich bé
v maligni je na bu¥né drovni Uzce spjat s kontrolou kiné proliferace, diferenciace a
apoptézy (programované biimé smrti). VySe jmenované procesy jsou u vySSigarsni
regulovany mnohastipvymi mechanismy, které zahrnuji intracelularni »dracelularni
kontrolni drahy. \tSina nadorovych bwk obsahuje mnohlietné genetické zény, které
podporuji proces onkogeneze pfayposkozovanim iezitych kontrolnich drah. U
naddorovych onemoeni se takka pravideld setkdavdme se dma zékladnimi typy
genetickych poSkozeni. Prvnim typem poskozeni gkmuinantni poruchy protoonkogeni
a druhym typem jsou recesivni poruchy antionkoge.

Genetické poruchy, které owulvji protoonkogeny, jsou zodp&iné za vyvolani
stimulanich &inki, zatimco poruchy ovliwijici antionkogeny jsou zodp&iné za ztratu
jejich inhibi¢ni funkce. Molekularni mechanismy kontroly kané proliferace zahrnuji jak

negativni, tak pozitivni regulatory [28].

3.2.1.1 Dominantni poruchy protoonkogefi

Protoonkogeny jsou geny ve zdravychnkéch kédujici proteiny, které regulujist,
proliferaci a diferenciaci buk. Patologickd aktivace protoonkogervede k nadrrné
proliferaci typické pro malignitu, takto aktivovangrotoonkogen se nazyva onkogen
(celularni onkogen) a jeho produkt onkoprotein. @yény byly objeveny u uir které
indukuji vznik nadaok u zvicat (grevazr se jedna o RNA retroviry), a byly ozfemy jako
virové onkogeny. | ty vS8ak maji celularniiyod, vznikaji totiz z protoonkogénjejich
navazanim na virovy genoniigabudovani DNA kopie RNA viru, tzv. proviru. Hoogy
provirovych kopii &chto virovych onkogeinjsou tedy ve své inaktivni forrbéZnou sodasti
genont zvitecich i lidskych bugk. V lidské onkologii je vSak nadorova transformaisA
virem prokazana pouze ¥ipad HTLV-1, ktery zmsobuje jednu z forem lidské T —
leukémie a jeji odpovidajici lymfom.

Existuje rkolik typu aktivace protoonkogenu na onkogen, které&Zeme dlit do dvou
skupin podle toho, zda dojde ke &m struktury protoonkogenu¢imz vznikd onkogen
kodujici onkoprotein odliSny od protoonkoproteirtiukturalre a tedy i funkné, nebo zda
dojde k nadrrné produkci, overexpresi neZmgného proteinu. Do prvni skupiny pat

mutace (nap ras), translokace (napprotoonkogenu abl z chromozomu 9 ke genu bcr na
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chromozomu 22) a inzerce viru, tvorba hybridnichigévirus — savi gen), ktery pak tvid
chimericky protein se zéménou funkci). Druhou skupinu tvioamplifikace protoonkogén
(erb B, L-myc, cdk 4) nebo transloka&einverze, kterd umisti protoonkogen do sousedstvi
jiného genu. U B lymfori je znama translokace myc ke genu kodujicigzigtretézec IgH u
Burkittova lymfomu. U T lymfond zase translokace protoonkogenu ke genu kodujidimu
burg¢ny receptor. K overexpresi dochazi takié ipzerci silného retrovirového promotoru
(aktivace c-myc u avian leukosis virus — induceaftymas). Protoonkogeny (onkogeny) Ize
rozcklit podle toho, jakou funkci zastava jimi kodovampdukt [29]. Bmi jsou :

a) Ristove faktory : Konstitutivni expresetstovych faktoé buikami (TG, PDGF aj.),
které exprimuji receptory pro tytastove faktory, vede k autokrinni stimulace probiee.

b) Receptory pro nistové faktory : Protoonkogeny p-erb-B 1,2 a 3 kdédujici EGFR —
receptor pro epidermalniistovy faktor s tyroxin kinazovou aktivitou, které siplatni pi
vazl® ristovych faktoé. Pri ni dochazi k fosforylaci tyrozinu u cetéady proteird, které jsou
souwésti mitotické kaskady. Onkogenni formichto receptar jsou trvale aktivovany bez
vazby na pislusné distové faktory. Tim dodavaji permanentni signal gottivaci proliferace.
Overexprese normalni, nezngné formy erb B1 proteinu (EGF receptoru) byla natezaz u
80% spinocelularnich karcinanplic. Druhy¢len rodiny EGFR, c-erb — B2, je amplifikovan
u velkého procenta adenokarcinomu plic. VyuZitimhildtord receptoru pro EGFR
(epidermialni +#stovy faktor) jsou dnes preparaty gefitinbem (la®)s erlotinbem
(Tarceva®), které se vyuzivaji jako biologick&da NSCLC pi selhani I. a IlI. linie
chemoterapie. Navic Ize genetickym vy8aftm mutaci predikovat jejichcinnost pred
vlastnim podanim [2].

c) PrenaSé€e signaii (transdukni faktory) miZzeme rozdlit na skupinu vazanou na
burg¢nou membranu s aktivitou tyroxin kinazovou neboidtktu GTP-azovou a skupinu
pienasSén signah v cytoplazné majici serin/threonin kinazovou aktivitu. Tyroxkmazovou
aktivitu kontrolovanou negativni regdld@ doménou ma produkt abl (Abelseangen mysi
leukémie). U CML a é&kterych ALL se vyskytuje translokace protoonkogeabl
z chromozomu 9 ke genu bcr (break-point clusterorggna chromozomu 22. Fuzichto
dvou geri vznika hybridni gen kdédujici chiméricky proteinygaznou tyrozin kindzovou
aktivitou, ktera mnohonasobmievysi aktivitu abl. Funkce negativni regtnadomeény byla
translokaci genu abl eliminovdna a nasledkem jequovand proliferéni aktivita. Do
skupiny s GTP-azovou aktivitou paprotein RAS (p21) kdédovany ras. V neaktivni férm
vaze GDP, aleipvazlke ristového faktoru na receptor je aktivovan ¥iou GDP za GTP.

Mutace v rodig ras gefl pati mezi nefastji vyskytujici se abnormality onkogénu
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lidskych nadaoi, u adenokarcinotnplic se nachazeji az ve 30%. Produkty onkdgrras
nebo H-ras (Kirsteiv a Harveyiv onkogen sarkomu potkdnnemaji GTPazovou aktivitu,
GTP tedy nerozloZi, coz vede k permanentni stimuohéogeneze.

d) Jaderné transkripéni faktory : Jsou to nuklearni proteiny, které se vazou regiipkée
useky DNA, ze kterych mohou aktivovat nebo inhidowanskripci gilehlych geri. Jejich
aktivace je finalni etapou transdimk kaskady. P&t sem produkty myc, jun, fos a dalsi. | u
karcinomu plic byly zji&ny amplifikace myc, u malobgsnych karcinonmi plic pak
amplifikace pibuznych gett N-myc a L-myc.

e) Cykliny a cyklin dependentni kinazy (CDK) :Po vazk ristoveho faktoru na receptor
jsou fosforylaci aktivovany ipnasSeée fosforylujici komplex CDK s cyklinem, coZz umozni
piechod do dalSi faze b&mého cyklu. V 1. kontrolnim b@&dpiechod G1/S) jsou aktivovany
komplexy D/CDK 4,6 ¢i E/CDK 2 a tyto fosforyluji supresorovy Rb protein
V hyperfosforylované formje tento supresor neaktivni, uvolni trans&nipfaktor E2F, ktery
se pak niZze navazat na specifickou DNA sekvenci a induktgegkripci gefi S fazecimz
podpdi mitézu. Mutacemti amplifikacemi protoonkogen nag. CDK 4 ¢i cyklina D, tak
dochazi k naderné fosforylaci Rb proteinu vedouci k zesilenisgbeni E2F faktoru a
proliferace. Existuji také inhibitory b&éného dleni, nap. supresorovy protein p53, ktery se
vaze na specifickou sekvenci DNA a tim indukujenskaipci inhibitoru CDK — proteinu
p21lwafl braniciho vytieni komplexu mezi cyklinem a CDK [30].

3.2.1.2 Recesivni poruchy antionkogen

Antionkogeny (supresorové geny) Ize definovabjgkny, jejichZ inaktivace ma za nasledek
maligni transformaci Tumor supresni gen p53 kodogtoprotein s molekulovou hmotnosti
53 kDa a sestava z 393 aminokyselin. Biologickydilegit¢jSi typ wild-type p53 je
pozorovan v fipadt genové stability. V tomto kontextu p53 ma sklonvetat zastaveni
bunééného cyklu ve fazi z G1 do S faze a tak poSkozeWADMutace p53 jsou n&astji
dokumentovanou genetickou alteraci v lidskéla. ti poSkozeni DNA ionizujicim Zénim,
kancerogeny, mutageny nebo radio-chemoterapii, se nemutovana, fank forma, tzv.
wild-type p53 vaze na specifickou sekvenci DNA dukuje tak transkripci inhibitoru kterym
je protein p2lai. V buikadch s velkym poSkozenim DNA indukuje p53 transirip
apoptotického genu ba&mz aktivuje apopt6zu. Toto vyuziva radio a chemagi® u tumai
s nemutovanym p53 — poSkodi DNA a p53 pak zajstavu DNA, nebo je {sobeni terapie
cytostatické — je zastavena proliferace vlivem pai nebo cytocidni — indukci transkripce

apoptotického genu bax. U tunios mutovanou formou p53 (napcasto bronchogenni
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karcinom) pak tato draha neni fuimk, a je pedpoklad nizsi €&innosti radio a chemoterapie.
Indukce DNA reparace, apopt6za a inhibice prolidergsou mechanismy, kterymi p53
zaji¥uje, Ze mutace genu a jiné poruchy genomu vedoecikancerogenezi nebudou
predavany do dalSich generaci Bkira tim fixovany. Proto byl tento antionkogen osara
jako strézce geonomu (guardian of the geonome).o@ermutace p53 je ngstji
dokumentovanou mutaci huméannich tutndncidence této alterace se pohybuje mezi 44-
73% u malobu&iného a 34-82% u nemalohkigného plicniho karcinomu [31,32,33].

3.2.1.2.1 Cadheriny

Mezi supresorové geny phattaké geny kodujici cadheriny. Jsou znamy 4 skupin
adhezivnich molekul, které zpréstikuji adheze bwhk navzajem nebo k extracelularni
matrix. Jsou to cadheriny, integriny, selektiny rmunoglobuliny. Cadheriny jsou podle
tkdnové distribuce é&eny do rkolika podskupin. E-cadherin (epitelialni) je
transmembranovym glykoproteinem. Jeho molekulyit@e* dependentni dimery, jejich?
extracelularnicasti spojuji navzdjem sousedici epitelovékyua vytvdi strukturu podobnou
zipu. Jejich intracelularni domény jsou vazany poiraytoplasmatickych molekul zvanych
kateniny k aktinovym filamet cytoskleletu. Jsou to katenin, y a p1208-katenin vaze
také cytoplasmatickou doménu EGFR. Pro zachovamibmei¢nych spoji je nutnd spravna
funkce vSech komponent celého cadherinkateninow&hoplexu. Bi vazk® EGF na jeho
receptor (EGFR) dochéazi k autofosforylaci receptatara aktivuje jeho thyrozinkinazovou
aktivitu na p-kateninu. Tato fosforylac@-kateninu vede k disociaci cadherinkateninového
adhezivniho komplexu. ZruSeni mezibamych adhezi nadorovych btkna jejich uvolgni se
uplatiuje v procesu invazivity a metastazovaiéetwe bronchogenniho karcinomu. Existuji
klinické studie, které u malignich tuniovcetne NSCLC prokazaly korelaci mezi expresi E-
cadherinu a Kkatenin s klinickopatologickymi rysy ndp diferenciaci, invazivitou
(posuzovano dle pT), invazi do cév, metastazovaniiezitim) [34,35,36]. Z uvedeného je
ziejmé, Ze se furtkhi B-katenin pozitivé uplatiuje v mezibuaénych kontaktech. Jeho
prislusny gen vSak nelz&adit mezi antionkogeny, protofekatenin zastava v lige takeé
funkci cytoplasmatickéhoipnasée signalu (transdukiho faktoru) podporujici mitogenezi a
z tohoto pohledu by se jeho gen middit i k protoonkogeim.

Zmirgné molekuly jsou lakavym cilem mozné protinadorde&oy nejlépe Wasnych
stadiich. V experimentecim vitro vedly transfekcetranslace) gein kodujicich E-cadherin
nebo kateniny do bwk s defektem &chto geri ke znené invazivniho fenotypu na

neinvazivni [36,38]. Navic inzulin like growth fact | (IGF-1), tamoxifen, paclitaxel,
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kyselina retinova aj. zvySily naptranskripci E-cadherinw, B, y — kateninu a také lokalizaci

B-kateninu v adhezivnim komplexu.

3.2.1.3 Reparé&ni geny

V lidské buice se demhtvori tisice nahodnych zén v DNA, z nichZz pouze malé procento
roéné ziastava stabilni afechazi do DNA da@ych burgk. Ostatni zrany jsou eliminovany
procesem DNA reparace, ktery je zégigan produkty repataich geri. F¥i postiZzeni bazi
(nap. pri jejich deaminacki alkylaci) dochazi k tzv. bazoveé excizni opfaModifikovana
baze je vydipena DNA- glykosylazou, cukr-fosfatovy zbytek jekmaistragn endonukleazou
(fosfodiesterdzou), DNA polymeraty vyplni mezeru kleotidy komplementarnimi
k nepoSkozenémietézci a DNA ligdza pak spoji novy nukleotid s okolnfetézcem. Pi
vétSim poskozeni DNA (vytv@ni kovalentni vazby baze s velkym uhlovodikemyijalkie
nag. benzpyrengi pii tvorb¢ pyrimidinovych dimeit vznikajicich v dsledku UV s¥tla) se
uplatiuje nukleotidova excizni opravatii fkteré je postizena sekvence nukledtidyS€pena
specifickou endonukleadzou. Vznikly volny prostomjgk doplgn opt DNA—polymerazou a
DNA-ligazou.

V piipadt mutaci ¢i jinych zmén postihujicich tyto repatai geny je repatai systém
defektni a dochazi k akumulaci chyb v cédék dalezitych geri véetrg protoonkoget a
nadoro¥ supresorickych geén Frikladem takového onemogm je HNPCC (hereditary

nonpolyposis colon cancer syndrome).

3.2.1.4 Apoptoza

Termin byl poprvé uzit r. 1972 (Kerr) a popisuje rfotogicky definovanou, programovou,
burgcnou smrt. Apoptdéza probihd vékolika stadiich s charakteristikami : zvrésn
burg¢ného povrchu (membrane blebbing), ztratu objemudkazaci chromatinu v jaderné
membrag, fragmentaci jadra a rozpagt buiky v rékolik ultrastrukturalnich fragmeit
nazyvanych apoptotick&liska (apoptotic bodies). Komplexigobeni utitych onkogefi a
tumoroznich supresorovych gerezultuje v geneticky regulovanou a tedy prograowosmrt
bunky. Apoptdza je tedy cileny, samodestimkmechanismus bgk v €émz zanikajici biitka
sama hraje aktivni dlohu. Sté&jjako mechanismy proliferace a diferenciace, jepéja
povaZzovana za kriticky bod b&tné kontroly, ktera riwve byt modulovana fyziologicky
buikou samotnou nebo ¥$im prostedim. Je také reguwlaim mechanismem ptu burek

v pribéhu onkogeneze.
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Existuji velké rozdily mezi apoptézou a nekrézowichz nejetsi je &innost, s jakou jsou
apoptotické biiky rozeznany a fagocytovangasna fagocytdéza nasledovana nitraismou
degradaci apoptotickych b&knmakrofagy, brani bil piimému poSkozeni sousednich &kin
nebo indukci zagtlivé odpowdi, ktera vznika fi uvoliovani makromolekul z umirajicich
burgk (charakteristicky znak nekréay vivo).

Tanaka et al.stanovili prognosticky vyznam apoptiomlexem. Apoptoticky index (5/1000-
25/1000) byl signifikantni faktor predikujici Spatn prognozu, lepsi progn6zu ma skupina
apoptotickym indexem <5/1000), menSi prolitaria index. Skupina s vysokym indexem
>25/1000 vykazovala nejlepSi prognozu, relburecna smrt — apoptoza jizigvySovala
proliferaci [39]

Defekty v procesech podilejicich se na kontrolgg@mované smrti bk mohou prodlouzit
Zivotni cyklus bugk, ¢imz gispivaji k neoplastické bdtné expanzi, ktera je nezavisla na
burgcném dleni. Selhani normalnich apoptotickych drah @vrpiispivA k procesu
karcinogeneze tvorbou tolerantniho predf pro genetickou nestabilitu a akumulaci
bodovych mutaci, umabje nefunknost kontrolnich boil buré¢ného cyklu, které by
normalreé indukovaly apoptézu, redukuje zavislost na kysli&kuzivinach a podporuje
rezistenci k cytotoxickym protinadorovym latkamaaliaci [40].

Samostatna nekontrolovana proliferace nent jdéstaténou zarukou expanzivnihdistu
nadoru v hostitelském organizmu. Apoptdza je pi@dnim z nejsilgySich korektoéi poruch
burgcného dleni. PoSkozeni genomu iy, které ji &ini nevhodnou pro dalSi Zivot, vyvola
kaskadu zréen, ktera dovede hiku az k buséné smrti. Geny regulujici apoptdézu byly
objeveny u nematod, konkrétn Caenorhabditis elegans, a jsou to tyto ted 3 (ucloveka
existuje nejmé& 13 homolog tohoto genu, jejichz produkty se nazyvaji caspiady), ced 4
(jediny, dosud identifikovany homolog jeho proteinwsavé je Apaf 1) a ced 9 (dloveka
existuje nejmés 17 homolog proteinu CED -9 fedstavovanych Bcl-2 rodinou protéin
Efektorovymi molekulami apoptdzy jsotaspazy (cysteine-aspartic-acid-proteasesipéti
repar&ni enzymy DNA a aktivujici endonukleazy, jez smsini &peni DNA. K aktivaci
endonukledz je nutn&ifgomnost ionk C&* v cytoplazng. Kalcium rovréZ aktivuje enzymy
zvané kalpainy, které odbouravaji membranové prgtem strukturu cytoskeletu.
Z apoptotické bikky tak vznikaji apoptotick&liska (cytoplasmatickou membranou obaleny
jaderny a cytoplazmaticky material), ktera jsouleds fagocytovana makrofagy.

Exogenni aktivace apoptézy je prestkovdna cestou membranovych receptdzyv.
receptoi smrti (TNFR, Fas/CD95) obsahujicich cytoplasmatigilomény smrti“ (death
domain-DD). Ri vazbks prisluSnych ligand (TNF, FasL) se pak na tyto DD va¥eu DD
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transdukni faktor Fadd/Mort-1, ktery obsahuje i ,doménukebeu smrti“ (death effector
domain-DED) vazajici se s homolognimi oblastmi DE&spaz-8 a -10, které jsou timto
aktivovany.

Bylo prokazano, ze vSechna cytocidmisobici cytostatika vyuZivaji zminé apoptotické
drahy i vysledné realizaci svého cytotoxickéh&nku. Defekty apoptotickych faktdmebo

pievaha antiapoptotickych faktopak miZze byt gicinou rezistence na cytostatika.

3.2.1.5 Senescence

Podobnym a ifiblizn¢ stejré Gcinnym regulatorem replikace je mechanismus senescen
tedy starnuti bitky. Lidské buiky se totiz nemohoudtit neustale. Po ¢kolika desitkach
déleni se tento proces zpomali a po 60—2@mich se zcela zastavi. Za kontrolu replikace
jsou zodpowdné koncové repetitivni sekvence chromo#omlTAGGG zvané telomery.
Telomery se p kazdém dleni zkracuji o Bkolik desitek dvojic nukleotiil dosazeni kritické
délky telomer je signalem k zastaveni replikacentdemechanismus e byt blokovan
nékolika zpisoby. Pro nadorové hly je typické, Ze jsou schopny obnovovat délku rtedo
nag. patologickou aktivitou enzymu telomerazy, coz @aakovym bikdm neomezeny
potencial replikace. Indukce apoptézy a inhibiderteerazy pedstavuji mozné terapeutické
cile [30].

3.3 Lokalni invazivita karcinomu, angiogeneze

Ani bunky vymykajici se kontrole replikace a reparace tekého materialu, getn
mechanismu programované smrti nemajigjedruwen Usgch tykajici se vzniku autonomniho
nadoru. Schopnost nadorové tk&majistit si metabolické a exknei naroky prostou difazi je
limitovana desetinami milimetru, nadofesahujici objem 1mirsi proto musi zjednatifstup

k cévnimu systému procesem nazvanym angio respangemeneze. Mechanismus
angiogeneze je u kazdého organismtisrg kontrolovanym ¢jem, ktery umoi#uje
programovany ust tkani a nezbytnouizenou reparaci poSkozenych tkani. Nppd
nadoroveho bujeni @Xe byt neoangiogeneze spud poruchou rovnovahy mezi
angiogennimi aktivatory a inhibitory[41]. Typickynaktivatory angiogeneze jsou hypoxie,
hypoglykémie a faktory angiogenin, angiopoetin, T&FTNF-a, VEGF resp. jejich
receptory. Proces angiogeneze na druhé &thdakuji intra a extracelularni inhibitory
(angiostatin, endostatin, trombospondin, interfgre@ 3, PAI-1).

Matrix metaloproteinazy (MMPs) byly n&glad pivodré povazovany pouze za aktivatory

angiogeneze, které svym proteolytickyntinkem na bazalni membranu endotelii a
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extracelularni matrix podporuji mobilitu endoteiivytv&i prostor pro no¥ vznikajici cévy.
Studie ale prokézaly dvojiipobeni u mnoha dridhmetaloproteindz [42,43,44]. Byla totiz
objevena navic jejich schopnost mobilizovasktivovat rékteré proangiogenni faktory, ale i
angiogenni inhibitory [45,46].

Z vyznamu angiogeneze prist a metastazovani nadoryplyva i fakt, ze jeji inhibice fize
byt jednou z léebnych modalit u zhoubnych nadorovych onemdatrProbihajici vyzkum je
zameten na testovani jakiipozenych inhibitoi angiogeneze (n&pangiostatin, endostatin),
tak i inhibitori angiogennich faktér(monoklonarni protilatky proti VEGF, inhibitory (&~
receptoru). Funkci receptorpro VEGF lze blokovat i pouzitim metod genové peza

(,protismerné” oligonukleotidy proti mRNA pro VEGF nebo ribgny).

3.4 Metastaticky potencial

Krome¢ lokalni invazivity tumoru je druhym zakladnim &wiem maligniho nadoru
metastaticky potencidl. Tento jev je ve svéiislddku icinou valné ¥tSiny amrti na
novotvar, protoZe lokalniast tumoru jsme schopni ovlivnitétsinou trvale nebo alespo
docasré, nag. radikalni operaci, oté&nim nebo chemoterapii. Metastaticky proces je
projevem systémového selhani organismu a jako faksi byt [éen.

Bylo jiz vySe zmiwno, Ze za intercelularni integritu diferencovanykéni jsou zodpasdné
raizné typy adhezivnich molekul. Cadheriny byly uvedensouvislosti s antionkogeny,
integriny zprostedkovavaji ve #Si mie vazbu mezi hikami a extracelularni matrix a
zmeny jejich exprese maji analogickésliedky. Na interakcich cirkulujicich békse podileji
selektiny, které spolu s CD 44 iniciuji adhezi &knvcetré metastatickych) k endotelu.
V procesu migrace nadorovych knpodpirnou tkani, v transportu bazalni membranou a
v narusovani intercelularnich vazeb se uplgt celarada enzyma degradujicich bui&nou
membranu i extracelularni matrixigemz klcovou roli v tomto procesu hraji MMPs.
Vyznamnou Ulohu v nadorovéniistu a protinAdorové obr&armma girozena protinddorova
imunita hostitele. Jeji humoralni sloZzka je zodfsma FedevSim za rozpoznéni resp.
ozn&eni nadorové tkan Efektorova slozka jeipvazr buni¢na, lymfocyty, makrofagy a
specifickd cytolyza za dgasti komplementu. Za selhani resp. nizsi efektiwtwnitnich
kontrolnich mechanisitn karcerogeneze ie byt zodpo¥dna fada dju : selekce
neantigennich nebo hypoantigennich nadorovych iklavySend nabidka resp. vysyceni
receptoti efektorovych bu#k pii nadmérné cytolyze a degradaci bitmych membran,
redukceci ztrata girozenych antigei stimulujicich cytotoxickou imunitni odp&y’ a rada
dalSich. [30]
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3.5 Nadorové antigeny

VétSina nadorovych bwk je charakterizovana snizenim sumarniho mnoZzstudzenych
antigeri vSech tyj. To zaji§uje Spatnou identifikaci nadoru vlastnim imunitrsgstémem a
projevuje se moznosti dlouhodobéhezivani nadorovych bék. Na druhé strantakika u
vSech experimentalnich nadoindukovanych fyzikalni, chemickou, nebo biologioke
virovou cestou a i ué&siny ,spontannich" zvécich nadar byly v jejich parenchymovych
buinkach nalezeny neoantigeny specifické pro nadordwiku.

Obecr byly antigeny nalezené na nadorovychikAch nazvanynadorov specifickymi
antigeny (TSA)pokud byla jejich fitomnost prokdzana vytaé na nadorovych hikach.S
nadorem spojenymi (asociovanymi) antigeny (TAR&xyvame antigenni strukturyifpmné
na nadorovych hikach a za jistych okolnosti prokazatelné i nakterych

netransformovanych ikach.

3.5.1.CEA
CEA - karcinoembrionalni antigen je dosud okenajpouzivaijSi marker. Byl objeven r.
1965 (Gold a Freedman) u adenokarcinomdntiteu [47]. Rivodns se pokladal za marker
specificky pro gastrointestinalni nadory, ale btayl zjiStn i u jinych nadak véetns
bronchogenniho, ale i jinych plicnich oneméain Mirn¢ elevovan mze byt detekovan u
kuraki, pacienti s benignimi tumory, z&tivych plicnich onemocinimi, dale s jaterni
cirh6zou, s hepatitidou, z&tivym onemocrnim pankreatu, s Crohnovou chorobai,
ulcerozni kolitidou [48]. RowE nrekterd benigni onemoéni milé&né Zlazy mohou
syntetizovat tento antigen (fiboroadenomy, fibromksi choroba). CEA, neboli CEACAM 5
(carcinoembryonic antigen-related cell adhesionemdke 5) pat mezi onkofetalni antigeny.
Jde tedy o glykoproteid s molekulovou vahou 180-R0& a elektroforetickou aktivitou
v oblasti pB-globulini. LidskdA CEA genova rodina sestava z 29 tgammistnych na
chromosomu 19, z nichz 18 je aktéviranskribovano [49,50]. Na polypeptidovgtzec,
ktery je tvaen sedmi Ilg doménami zakotvenymi na povrchiklyufosfatidylinositolovou
vazbou, jsou navazany sacharidos®zce [51,52].

Za fyziologickych podminek je CEA produkce pozomade vyvijejicim se embryu, kde
je syntetizovany v epitelialnich bkéach, a to fedevsim na jejich membranach. Ve fetalnim

séru je prokazatelny od 8. tydréhdtenstvi.
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V séru zdravych jediric se v postfetalnim Zivétnevyskytuje, nebo jsou jeho koncentrace
velmi nizké. Nachazi seripadré v glykokalix burgéné membrany a je uvadvan do &nich
tekutin (sérum, pleuralni vypotek, ascites). Zvy¥Seéroveé koncentrace se vyskytuji asi u
tretiny nemocnych s bronchogennim karcinomem vSechfofogickych typi, spiSe u
nemalobugcnych karcinond (NSCLC). U mezoteliomu se vyskytuje méafasto a tak rive
byt uziteny v diferencialni diagnostice karcinomatoznich otiqd, protoZze mezoteliom byva
nezidka obtizg odliSitelny od plicniho adenokarcinomu [53].

Hladiny CEA nad 50 ng/ml jsou tethvZzdy spojeny s projevem vzdalenych metastazérgm
nadorové masy v fib¢hu &by jsou doprovazeny z¢nami sérovych koncentraci CEA v 80%
nemocnych. Stanoveni CEA je vhodné pro vSechny fignich nadaoi [53]. Celkow,
literarrg udavana senzitivita CEA pro bronchogenni karcimnaciluje od 17-78% [54,55].

3.5.2CA 19-9

Antigen CA 19-9 patti k tumor-asociovanym onkofetalnim antigemn Je to specificka
protilatka, odpovida modifikované determinaktevnich skupin typu Lewis. Jeho vyskyt je
charakteristicky pro adenokarcinomy. Stanovujé€asto v kombinaci s CEA. Molekula CA
19-9 se vyskytuje jako glykolipid ve tkani nebo nmue séru, molekulova hmotnost je asi 36
kDa (lipid), event. vyrazhvyssi (mucin). Uloha CA 19-9 je dosud neznama. Istiém k
asociaci mezi nespecifickym zvySenirgkierych adheznich molekul a CA 19-9 v séru neni
vyloucena jeho mozna vazba jako ligand ihapa E-selektin [56]In vitro byla rovréz
prokazana vazba CA 19-9-epitopu na cytokeratinfBonost takto vazaneho cytokeratinu
koreluje se zvySenou invazivitou in vitro i in vi®7]. Imunohistochemické vy&ehi
prokédzalo pitomnost tohoto antigenurgrdevsim v malignich onemasrich stedre a dolie
diferencovanych karcinoin pankreatu, kde je lokalizovany apik&lnna epiteliich
vystylajicich zZlazové vyvody, i v hlenu uvhilazovych vyvod. Dale je produkovan dalSimi
malignitami GIT, pedevsim tréniku, kde ma senzitivitu 18-58%. Jeho pale v cirkulaci je
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senzitivitu a nebyva vyuzivan [58].

3.5.3NSE

Neuron specificka enolaga enzym (39kDa), ktery katalyzuje konverzi 2-fagfeeratu na
fosfoenolpyruvat v glykolytickém metabolickém cykduje standardnpritomen v bukach
vSech orgai. Molekuly enolazy jsou sumeryi imunologicky rozliSitelnych podjednotel;

B ay. Homodimera-a se vyskytuje ve &Sin¢ tkani, zatimcg3 podjednotka se vyskytuje
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vyhradreé ve svalechy podjednotka je exprimovana v neuralnich neuroendoich nadorech

a tkanich ve form y-y a y-o sumeti [59]. Vyznamna mnoZzstw podjednotky se nachazi
rovréZz v hladkych svalech, a t@etre hladkého svalstva brontha dale v pneumocytech IlI.
typu ve forn¢ dimeri a-y. Standardni radioimunoeseje a imuhistochemickeé odyet

s pouzitim protilatek proty podjednotce enolazy nemohou rozligizmé sumery enzymu, a
tak detekcey-enoldzy &mito technikami neni specifickd pro nervovou itkdebo pro
neuroendokrinni tumory. Zastoupeni jednotlivychezoymi a-y ay-y I1ze detekovat pomoci
elektroforetické separace. Tak je uméia Fesna diagnostika neuroendokrinni diferenciace
bronchogenniho karcinomu a nazyva se neuron sgekifienoldza NSE nikoli tedy
samostatng podjednotka. Vyskytuje segdevsim u malobwiného karcinomu a karcinoidu,
ale i u jinych plicnich tumdrs rysy neuroendokrinni diferenciace. Je tedy wsmnzitivni u
SCLC a v fizre mensSi mie i u NSCLC, tento fakt podporuje hypotézu poslednét, ze
vSechny plicni karcinomy jsou ze sp&ého buséného mvodu a neuroendokrinni
diferenciace mize byt fizn¢ zastoupena ve vSech subtypech tunj68].

Celkova senzitivita NSE pro bronchogenni karcirjemmdavana 21,3-79%, bez zavislosti na
histologii [60,61]. Pro NSCLC senzitivita oscilujgezi 11% a dokonce 66.7%, kumulativn
vSak jen 21,4% [58,62,63]. U malolwného karcinomu plic — SCLC jeukzitym
markerem, zde dosahuje senzitivity 74,1-80% [6BB546,67]. ZvySené sérové koncentrace
NSE se vyskytuji ve vSechripadech malobustného karcinomu, u ,limited disease” v 39-
59% a u ,extensive disease” v t&m87% [68]. NSE je moZzno detekovat i v tekutin
bronchoalveolarni lavaze. Stanoveni NSE v mozkoimiSmoku niize byt uzZiténé i
podezeni na mozkové metastazy. Z hlediska Klinické prgxedilezité upozornit na
termolabilitu NSE, vzorek musi byt dopraven do labdre nejdéle do 1 hod po o&. Po

dobu transportu a usklagin je feba uchovavat vzorekigeplot do 4 °C.

3.54 TK

Thymidinkinasa (TK), neboli plnym ndzvem ATP: thigin-5'-fosfotransferasa jergsre
definovany enzym. P&t k enzymim syntézy DNA, které jsou charakteristické pro
proliferujici tk&. V GI/S fazi bugcného cyklu je zvySena aktivita fetalniho
cytoplasmatického izoenzymu TK. TK katalyza &pé v gremené thymidinu na thymidin-5'-
fosfat v gitomnosti ATP. Thymidin-5' fosfat je pak pomoci ATRle fosforylovan az na
thymidin-5 '-trifosfat, ktery je pouzit pro syntéANA. Tato reakce doplje primou cestu
"de novd syntézy deoxynukleotid kdy vznika thymidin-5'-fosfat metydai reakci za &asti

methylen-tetrahydrofolatu z deoxyuridin-5'-fosfatiK pouziva jako substrat exogenni
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thymidin z potravy nebo endogenni thymidin uvoin jako degradai produkt. TK patf
tedy mezi enzymy zachranné (nahradni) cesty symtéayynukleotid a DNA (podobs jako
hypoxanthin-guanin-fosforibosyltransferasa nebonadésforibosyltransferasa). Jde tedy o
intracelularni enzym ,zvlastniho aeni”, za fyziologickych podminek probiha jeho syaté
predevsim v jatrechdhem vyvoje plodu, po porodu se syntéza zpomalgg [6

Patologicky se nachézi v rychle proliferujicidtartich a z &chto tk&ni se dostava do
cirkulace. Intenzivni produkce je pozorovan@devsim u onemoéni s generalizovanou
zvySenou proliferaci a u hematologickych maligiid,[f1]. ZvySena produkce TK je typicka
rovnéz pro réktera virova, zatliva a revmaticka onemoéni. Biologicky pol@as je asi dva
dny. Pro NSCLC ma sice nizSi specificitu, ale yggnam spoéiva predevsim wasné detekci
progrese onemoéni [71].

3.6 Cytokeratiny

DalSi skupinou onomarkiefjsou degradani produkty rozpadu bR, tedy jejich kostry —
cytoskeletu. Cytoskelet bek je tvaen vldknitymi elementarnimi strukturami, které senm
jinych funkci podili na vytvieni dynamického skeletu tky. RozliSuji se #i zakladni
komponenty cytoskeletu : mikrotubuly, mikrofilamana intermedialni filamenta. LiSi se
jednak tlouskou vldken, jednak proteiny, ze kterych jsou slgzeéviikrotubuly jsou tvéeny
vzdy jedinou bilkovinou — tubulinem, mikrofilamentktinem. Proteiny intermediérnich
filament se liSi podle druhburek, urity typ diferencované hiky obsahuje ity typ
proteini. Také v bukach fiznych morfologickych tyfp plicnich nadok byly detekovany i
rizné typy proteifi intermediarnich filament. Mezi rozpadové produktytoskeletu,
piedevSim intermedialnich filament, Hatytokeratiny. Dosud bylo popsdno minim&l20
raznych lidskych cytokeratin s molekulovou vahou od 40-68 kDa, vyskytujicich se
v bunkach normalniho epitelu i nadorovych, odvozenydiéchto tkani. Veliké mnozstvi
cytokeratinu bylo zji&no u dolle diferencovaného epidermoidniho karcinomu, zatimco
mensi mnoZstvi keratinu bylo nalezeno u malo difepganych epidermoidnich forem,
vcéetre nemalobuscného plicniho karcinomu. Obvykle se jednalo o KeyatpiSe s nizsi
molekulovou vahou (44,45, 54 kDa) neobsahujici lostatin 63 kDa. Také adenokarcinomy
a velkobugény karcinom obvykle neobsahuji cytokeratin 63 kDagproti tomu u
mesoteliomu je tento protein téfmvzdy. Jiné typy intermediarnich filament, neumdilenta,
jsou prokazovana u malobtimého karcinomu. Vimentin je prokazovan ve varidhin
mnoZstvi u adenokarcinomu a velkobémeho karcinomu, pravideinvykazuje pozitivitu i

mezoteliom. Desmin se u primarnich plicnich karmimevyskytuje, je prokazovan hlayn
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v mesenchymalnich nadorech. Na rozdil od cytok&rattamotnych jsou fragmenty
intermediarnich filament rozpustné vséru a mohak byt vséru detekovany a

kvantifikovany.

3.6.1 CYFRA 21-1

ProtoZe je znamo, ZergrevSim cytokeratin 19 se vet$i mie vyskytuje v biikkach
plicnich nadoi, byla vypracovana metoda stanoveni tohoto cytdkerauZzitim dvou
monoklonalnich protilatek proti déd charakterizovanym epitbpm ve vod rozpustnych
fragment cytokeratinu 19. Tento marker se nazyWédFRA 21-1 nebo jen CYFRA. Podle
dosud provedenych studii je senzitivita metody lpronchogenni karcinom udavana 22,7-
69,6 % [72,73]. Nkteré studie prokazuji, Ze pro rozliSeni mezi beimg a malignim
pleuralnim vypotkem ma CYFRA vysSi diagnostickodinatu nez CEA [58,74,75].

3.6.2 TPA

Tkaiovy polypeptidicky antigen TPA) byl prokadzan Bjorklundem (1957) jako antigen
epitelidlnich busk karcinomi. Tedy vznikly smichanim mnoh@azanych tumoit a produkci
imunitniho séra proti sési. Je to polypeptid, jehoz struktura odpovida&sniragmeni
cytokeratiri [76]. TPA je determinovany twodni polyklondlni protilatkou, odpovida
solubilnim fragmeritm cytokeratii. Molekulovd hmotnostéthto fragment je asi 40 kDa.
Protilatky proti TPA reaguji proti cytokeratim 8, 18. TPA byl prokazan veétgine
karcinomi, klidova zdrava tka& jej neobsahuje. Jeho vyskyt je vSak spojen s eydd
mnozicimi epitelidlnimi bikami plodu. Bitomnost TPA v séru u nemocnych s vyraznou
proliferaci maligniho nadoru vedla zZf@ku k Fedsta¢ jeho @imé vazby s procesem
proliferace. DalSimi experimenty bylo prokdzanojete vyskyt v séru je vazan na rozdil od
diferencignich antiged spiSe bu&nou aktivitou nez s objemem nadorové hmoty. Tato
aktivita mize reflektovat nejen procegldni burgk, ale i apoptézu, ev. degradaci tkém
nekrézu [76].

3.6.3TPS

Antigen s velice podobnou charakteristikou, defeny vSak na podkl@édmonoklonalni

protilatky, byl nazvarmPS (tkaiovy polypeptidicky specificky antigen). DalSimi expnenty

byly definovany typy cytokeratin jejichz fragmenty se uviliji do séra.

Imunohistochemickd nebo kvantitativni analyzantk&&ho TPA¢ TPS dosud nevedla k

jednoznénym zawram o jeho uloze, coz odpoviddepre slozitému procesu fragmentace
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této cytoskeletalni slozky a jeji roltijppunécném dleni. Nagiklad pola@as eliminace TPA je
asi 7 dni. Fyziologicky je TPA, TPS produkce poz@ma Vv trofoblastu placenty. Lze jej
prokazat i v intenzivéise alicich epiteliich iznych organ vyvijejiciho se plodu. Je nalézan
v malych koncentracich i ve tkani gavého néchyte, ml&neé zlazy, plic a traviciho traktu
zdravych dosglych. Je pitomen ve tkani malignich nador

Jak bylore¢eno TPA i TPS, ale i CYFRA 21-1 pamezi cytokeratiny, tedy igdre silna
cytoskeletalni filamenta, vyskytujici se vétdiné epitelovych busk. Kazdy typ busk je
charakteristicky pro slozeni cytokeratinT PA identifikuje cirkulujici fragmenty cytokerati
8 a 18, zatimco CYFRA 21-1 odrazi fragmenty cytakau 19. Zarovi je mozné diky své
chemické povaze markery TPA i TR&it mezi skupinu antigén coz dokazuje slozZitost a
nejednostnostdieni nddorovych markerf75].

3.6.4 MonoTotal

Roku 2005 byl komen¢ pripraven novy cytokeratinovy marker, aypdre RIA
imunoanalyzou detekujici fragmenty cytokeratinu18, a 19. Jako ostatni cytokeratiny
vykazuje vysSi senzitivitu pro epidermoidni karemo Do jisté miry se da povazovat za
smésny marker TPA a CYFRA 21-1. Jeho vyuziti bylo mattkoumano v problematice
karcinomu jicnu. Hrakhi hodnota (cut off) je stanovena na < 75 Ufi¢gmZ medidn hodnot
u tohoto karcinomuinil 378 U/l [77]. U pacient s lokalizovanym onemo¢nim byl median
305 Ul/l, zatimco pacienti s metastatickym postiteni€li median hodnot 771 U/l .
V problematice NSCLC byl MonoTotal testovan a prdaean prozatim jedinou studii,
vykazujici median hodnot paciéma lll. stadiu (llla a lllb) 603 U/I [78].

Za prognostické markery obeécitze oznéit nag. i LD, ALP, albumin, sérovou hladinu
sodiku, hemoglobinu, CRP ale klasické onkomarkesprjejich kombince jsou senzitijgi
[58,79].

3.7 Matrixové metaloproteinazy a jejich inhibitory

Matrixové metaloproteinazy (MMPS) jsou skupinou ags konzervovanych (stabilnicin
diferencovanych laboratornich@ndopeptidaz, které maji schopnost degradovasinu
komponent bazalni membrany. Matrixové metaloprétgmnse progednictvim remodelace,
resp. destrukce extracelularni matrix (ECM) ujlt pii procesech migrace nadorovych
burgk [80,81,82]. Progednictvim zmény extracelularni matrix metaloproteindzami mohou

pak buiky také fejit do proliferace, apoptézy nebo patologické mgeheze. MMPs mohou
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také nEnit aktivitu nag. rastovych faktot a jejich receptdr [83]. V kone&ném disledku
mohou vést i ke zemam genovych expresi (viz obrazek 7). Jejich fymjalka a patologicka
funkce se projevuje jiz v modulaextracelularni matrix éhem embryogeneze, ovarialniho
cyklu nebo i zarstu a nemocech jako revmaticka artritida, fibrozarjdedvin [84].Ugastni
se dale i na procesu degradace bazalni membrany\{B8Mztahu k nadorové invazivit viz
obrazek 8 [85,86,87,88].

V sowasnosti je znamo jiz vice nez 28 lidskych matrixalvynetaloproteinaz a nové jsou
stale stanovovany. Klasifikace a nomenklatura MN#’galoZzena na kombinaci substratové
aktivity in vitro, aminokyselinové sekvenci a proteinové strigtuNekteré matrixove
metaloproteindzy zachovavaji historiakiélovani. Typy MMPs nevazané na membranu jsou
klasifikovany podle jejich substratové aktivity:lagenazy (MMPs 1, 8, 13 a 18), Zelatinazy
(MMP-2 a MMP-9), stromelysiny (MMPs 3, 10 a 11), tnlgsiny (MMP-7 a MMP-26),
makrofagova elastinaza (MMP-12), enamelysin (MMP-gtembranové MMPs (MT-MMPs;
MMPs 14-17, 24 a 25) a v posledobjevené matrixové metaloproteinazy (MMPs 19,224,
27 a 28) jsou zatim ve skupimezd@azené, fehled ukazuje tabulka 3. Studie jednotlivych
matrixovych metaloproteinaz ukazaly zvySenou expreékterych MMPs (naph MMP-2,
MMP-7, MMP-9) nejen ve tkani brochogenniho karcinprale i jinych patologickych
plicnich procesech jako COPD, ARDS, TBiGarkoidoza [89,90,91].



Tabulka 3 : Prehled matrixovych metaloproteinaz s jejich substrati specificitou.

Matrixové metaloproteinazy

Skupina druh zkratka primarni substrat
kolagenazy intersticialni kolagendqza MMP-1 kolaggu I, 11, 11, VII,
VIII, IX, gelatin

neutrofilni kolagenaza ,|MMP-8 kolagen typu I, 11, Il
kolagenéaza 2

kolagenaza 3 MMP-13 [ aggrekan, kolagen I, 11, I,
gelatin
xenopus kolagenaza MMP-18
gelatinazy gelatinaza A MMP-2 kolagen typu IV, V] \X,

elastin, fibronektin, gelatin,
prokalagenaza-3

gelatinaza B MMP-9 kolagen typu IV, V, elastin,
gelatin
stromelyziny stromelyzin-1 MMP-3 kolagen typu IN;, V, IX,

kolagenaza 1, entaktin,
fibronektin, gelatin, laminin,

proteoglykany
stromelyzin-2 MMP-10 | kolagen typu lll, IV, V, IX,
fibronektin, gelatin, laminin,
proteoglykany
stromelyzin-3 MMP-11 | fibronektin, laminin, a-1-
proteinase inhibitor
matrilyziny matrilyzin MMP-7 kolagen typu 1V, elast

entaktin, fibronektin, gelatin,
[aminin, tenascin

matrilyzin-2 MMP-26 | fibrinigen, fibronektin
Elastazy metaloelastazy MMP-12[ elastin, fibrinigioronektin
metaloproteinazy |MT1-MMP MMP-14 |kolagen I, Il, lll, fibronektin,
membranového typu prokolagenaz&, progelatinaz
A, proteoglykany
MT2-MMP MMP-15 |progelatindza A
MT3-MMP MMP-16 |kolagen lll, fobronektin,
gelatin
MT4-MMP MMP-24
MT5-MMP MMP-25 |progelatindza A
enamelyzin MMP-20
neklasifikované MMP-19
metaloproteinazy MMP-23

MMP-27 |vitronektin
MMP-28 |epilysin
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Obrazek 7: Mechanismy fisobeni MMPs na genové mutace antionkogenu p53 [82].

MMP-1
ERK1,2-MAP
APC e K-RAS
MT1-MMP
B—Catenm/tcf4 MMP-9

c-myc

Early Intermediate Late

Normai —
adenoma adenoma adenoma

Carcinoma

obrazek 8 :

A . casna faze dinku MMPs u karcinomh. MMPs (znazorény nizkami) byly klasicky
vnimany jako produkty buwk néadoru, degradujici bazalni membranu a ECM korepn
zdravé tkaa a tim urychlujici tumorozni bétnou invazi.

B : sokasny pohled na roli MMPs u karcindnje vice komplexni. MMPs se uphafi
vicestugove na tumorozni progresi.tBobi i na zrani karcinomu, angiogenezi a zalozeni a
rozvoji metastatickych 1ézi ve vzdalenych organeBylo prokazano, ze MMPs jsou
syntetizovany nejen tumorozniikou, ale i okolni stromalni likkou, mezi jinymi fibroblasty

a zartlivymi bunkami. Zarova se zjistilo, Ze MMPs rozpousti povrchy lnlatkovou
cestou, psobky ovliviji i burg¢né vlastnosti, jako jsouist, apoptoza a migrace [88].

angiogenesis growth in
role in tumor progression ectopic sites
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Regulace matrixovych metaloproteinaz probiha ®kolika Urovnich, na udrovni jejich
transkripce, aktivace a prostinictvim specifickych tkéovych inhibitofi metaloproteinaz
(TIMPs) [83]. V této regulaci se uphatje predevSim skupina enzymoznaovanych jako
tkainové inhibitory matrixovych metaloproteinaz (TIMP$)o sowasnosti byly nalezeny 4
tkanové inhibitory matrixovych metaloproteinaz TIMP-LIMP-2, TIMP-3 a TIMP-4 [92].
TIMP-2 se véaze specificky nekovalentni vazbou na pro-favilP-2 a inhibuje jeho
enzymatickou aktivitu[93]. TIMP-1 reguluje aktivitMMP-7. Bylo zjiS&no, Ze zvySené
exprese TIMP-1 a TIMP-2n vivo potlauje metastazy, také vSak byla zjish zvySena

exprese TIMP-1 v nadorové tkani [94,95].

4. Cil disertaéni prace

V souvislosti s rozvojem pozndik molekulard genetickych pochad prokazanych
pii maligni transformaci hiky se do popedi zajmu dostavaji i prognostické faktory-nadorove
markery. Ty je a bude snaha vyuZzitdasné diagnostice, jako predikceepti ¢i k prakazu
recidivy maligniho onemoeni. Pra¢ na skupinu prognostickych parantefe zangiena tato
disert&ni prace. Tedy na zhodnoceni vyznamu Waenosti uZivanych klasickych
onkomarkeilt a gredevSim matrix metaloproteinaz i jejich inhibitor problematice pacieit
operovanych pro NSCLC.
Cilem je tak vypracovani prognostického indexuk@etho (overall surviving-OS) a
bezgiznakového feZiti (disease free interval-DFI) pacignqo operaci pro NSCLC vyuzitim
uvedenych markérstanovenim nejen v séru, alerimpo v plicni tkani. Tato prace si klade za
cil dosahnout stanoveni vztahu onkomaikes :

1. stadiu onemoami (stddia TMN klasifikace)

2. histologickém podtypu NSCLC (epidermoidni-dlazdicai¢ény karcinom vs.

adenokarcinom)
3. progndze nadorového onemeénn(celkovéemu a bezfznakovému feziti)

4. nenadorovym (benignim) plicnim onemégim
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5. Metody zpracovani biologického materialu

Na naSem chirurgickém pracovisti pacient s NSCLC standarénprovadime techniku
anatomické plicni resekce v rozsahu lobektomigblektomie, pneumonektomieiipadre i
bronchoplastické vykony. Cilem je kompletni pliaeisekce s rozsahem lymfadenektomie
odpovidajici systematickému samplingu [98fanoveni markér jsme provadi vyuzitim
Sirokého spektra metod imunoanalytické labaeatplzeiské fakultni nemocnice a ro¥n
pomoci polymerazoviéettzové reakce (RT-PCR) v labor#tplzeiské Iékaské fakulty UK.
Do studie jsme navrhovali kazdého pacienta opevama nasi klinice pro nemalokiiny
plicni karcinom, ktery neth v osobni anamnéze jiné maligni onemadnve &ku do 75 let.
Pacienty vysSiho &ku jsme vyadili z divoda jiz vysoké morbidity, resp. komplikaci
pooperaniho pibehu, z jinych pi¢in nez jen NSCLC. RowZ jsme nez@adili nemocné,
ktefi s timto sledovanim pisefnesouhlasili. Ze sestavy jsme vybdui dva nemocné, kié

zenteli kratce po operaci na chirurgické komplikace.

5.1 Odkér biologického materialu

Odker biologickeho materialu jsme provéidze séra pedoperané (den ffed operaci) a
nasledg v pilro¢nich intervalech, jinak jeffpadré uvedeno v jednotlivych, nasledujicich
kapitolach. Od& vzorku tkag byl proveden vzdy zahy po dokiemi lobektomieci
pneumonektomie z tk&ntumoru, skalpelem — viz obrdzek 9 a 10. Kompantijsme
odebirali (je&t pred odirem tkag nadoru k eliminaci mozné kontaminace) i iitka
z makroskopicky zdravéasti laloku, resp. plice, ktera byla resekovanao#éivi vzorku
odebrané tk&h se rozndry pohybovalo v rozmezi maximd@ncca 10x10x10 mm — viz
obrazek, s dostajici hmotnosti tkacca 100 mg. Bkolik vzorka tkare s benigni histologii
jsme ziskali odérem ztumoru fed operaci histologicky neé&tenym a v definitivnim
histologickém zagru NSCLC resp. plicni karcinom nebyl prokazan. Dalorky s benigni
diagn6zou jsme ziskali odieénim c¢asti tkdr pri diagnostickych operacich pro tagtji
intersticialni plicni proces, vZdy s pisemnym saskm pacienta.



obrazek 9 :Odbker vzorku tumoru (jiz s centralnim rozpadem).

obrazek 10 :ukazka velikosti odebrané tk&tumoru a nddorem nepostizetésti plice.

36
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5.2 RT-PCR

PCR (polymerazovéetzova reakce) je velice citlivA metoda, ktera dokaawlifikovat a
prokézat pislusnou DNA sekvenci i z velmi malého mnozstiwgdnich molekul (teoreticky
jen z rekolika pivodnich DNA molekul). Sledovani exprese giema Urovni mRNA se
Vv souwtasnosti nejastji provadi metodami zaloZzenymi pawna PCR. Princip sgiva ve
vizualizaci signalu specifickych oligonukleoiid jejichz sekvence specificky odpovida
sekvenci sledovaného genu. Timtagpbem Ize sledovat, zda je sledovany gen aktiving,
nebo v pipact kvantitativni PCR, jaka je jeho aktivitdédi jinému genu (relativé) nebo jaky
pocet kopii genu se nachazi ve vzorku (abs@utNejcastji v laboratorni praxi pouzivanym
genem (housekeeping genej¢ivkterému se exprese zkoumaného genu vztahujiAfeDiH
(glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza). Zakladré wgluzivanou vlastnosti housekeeping
genu je jeho vyskyt ve vSech tkanich roviéomi. Metodami zalozenymi na PCR se take
sleduji zngny v kvalitt DNA, tzn. jednci vice bodové mutace, delece, inzerce [29].

PCR je metodan vitro amplifikace specifickych usékmolekul DNA. Princip vychazi
z pochod vlastnich molekule DNA a probihajicichti pjeji replikaci, uzgisobenych
podminkamin vitro. Dochazi k amplifikaci useku molekuly DNA ohr&ené d¥¢ma primery,
ktera probihd ve téch krocich: denaturace DNA (dochazi k rozestupuaken
dvouSroubovicové  molekuly DNA), hybridizace primaer (primery, syntetické
oligonukleotidy, se fipojuji ke komplementarni sekvenci jednohdetzci templatove
DNA), syntéza novych vlaken (termostabilni DNA puolraza prodluzuje primery a
syntetizuje tak dle templatu nové viakno). Tytokyree cyklicky opakuji 20-40x. Vysledkem
PCR je vytvdeni dostattného mnoZstvi kopii sledované sekvence DNA proyaoahebo
dalSi zpracovéani. Analyza prodakPCR se n€pstji provadi elektroforeticky v agar6zovém
nebo polyakrylamidovém gelu. Porovnanim sledovarfyagmeni DNA se standardou Ize
urcit délku fragment, a tim owfit jeho spravnost.

Zakladem metody je tak PCR reakce probihajici weldlenych smisich. Kazda obsahuje
navic jeden typ modifikovaného deoxynukleotidu, rkteikornti syntézu nového vlakna
v mis€ jednoho typu deoxynukleotidu. Po elektroforetickéalyze v polyakrylamidovéem
gelu a autoradiografii ziskAvame obrayt pruhi, z nichz kazdy tvid fragmenty zako¥ené
jednim zectyi modifikovanych deoxynukleotid Odetenim fragmerit liSicich se o jeden
deoxynukleotid nam typ modifikovaného deoxynukldotiiika primarni strukturu
sekvenovaného fragmentu. Modgih metody pouzivaji modifikované deoxynukleotidy

znaené odlisSnymi fluoresceénimi barvami. Vysledna sekvence DNA fragmentu jectgha
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v jedné draze gelu na automatickém sekmén gistroji a pomoci péitace je nasledh
Zpracovana.

Reverzni transkripce spojena s PCR (RT-PCR) ghnika umo#ujici stanovit bunou
expresi konkrétniho genu. Molekula mRNA (produkbgjese pepiSe reverzni transkriptazou
na molekulu cDNA (komplementarni DNA), ktera se @fikpje PCR a analyzuje vySe
zminovanymi technikami. Informaci o i@ exprese specifické mRNAipaSi kvantitativni
RT-PCR, jejimZz tGelem je uéit nebo giblizné¢ stanovit mnozZstvi vychoziho templéatu ve
vzorku, to znamena mnozstvi specifické mRNA. [298Y
K izolaci celkové RNA je dostajici odiEr a uskladani v zamrazeni (na -20°C) asi 100 mg
tkans. Ke stanoveni celkové RNA pak &itdiz cca 3 g izolované celkové RNA (Superscript
Il Reverse Transcriptase, Life Technologies, USKgo d(T)21).

5.3 Imunoanalytické metody

Imunoanalytické metody ELISA, RIA a IRMA pgatk metodam, jejichz podstatou je
vzajemna reakce specifické vazebné latky (binddgtkeu, které koncentraci dujeme
(ligand). Podle typu vazebné latky se rozliStjihiavni skupiny metod vyuzivajici vazbu
ligandu:

a) Metody receptorové analyzy, ve kterych jsou Hiskou vazebnou latkou tkéveé
hormony. Napiklad estrogenové a progesteronové receptory i Baninomu miéné zlazy.
b) Metody kompetitivni vazby na sérovy protein.

¢) Imunoanalytické metody, ve kterych jsou vazebldtkou specifické protilatky.

Ve wtSine metod vyuZivajicich vazby ligandu, neprobiha jetlrein& reakce vazebné latky s
ligandem, ale kompetitivni reakce mezi ne@amym ligandem (jehoZz koncentraci
stanovujeme) a indikatorem ozeaym ligandem (o znamé koncentraci) na obsazeni
omezeného pitu vazebnych mist na vazebné latce tnapotilatka). Tyto metody se proto
nazyvaji kompetitivnimi metodami vyuZivajici vazbgandu Pokud pi vlastnim uteni
musi byt vSechna vazebni mista obsazena ligandemyjisse také pod spdley nazev
satur&ni metody Pouziti ligandu zngného indikatorem potom umage ukit mnozstvi
stanovovaného ligandu. Pokud se proc¢ena ligandu pouZzivaji radionuklidové indikatory,
mluvime o radioimunoanalyze /RIA/ . Pokud se naadeni ligandu pouzije enzym,
hovarime o enzymoimunoanalyze /EIA/fiRluoroimunoanalyze /FIA/, se ligand ozhge
intenzivreé fluoreskujicimi latkami /nap fluoresceinem/, i luminiscergni imunoanalyze
/LIA/ luminiscerénimi latkami /nap derivaty luminolu/. @lezitymi imunologickymi

metodami jsou ty, ve kterych se indikatorem nékzrigand, ale protilatka. # oznaeni
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protilatky radionuklidem se hovio imunoradiometrické analyze /IRMA/. V stasnosti
jednou z nejuzivagSich metod v imunoenzymometrické analyze je ELI®@Azyme-linked
immunosorbent essay). &nym signalem po ukéeni interakce ligand a protilatek je
enzymova aktivita. Na &ach zkumavky je imobilizovan antigen, na kterywagi specifické
protilatky pfitomné v testovaném vzorkalri tekutiny. Navazani specifickych protilatek na
antigen je vizualizovano protilatkami proti lidskyimunoglobulirim zna&enymi enzymem.
Po promyti je do zkumavkyfpldn roztok chromogenniho substratu nebo substsatu
chromogenu a vysledna enzymova reakce vyhodnootométricky [29,99]

Pomoci imunohistochemickych metod se tejé pitomnost hledaného antigenu na
histologickémiezu. Princip spidva v naneseni specifické protilatky na histologiééz, ta se
navaze na hledany antigen, pokud jggmen a vizualizuje. Vizualizacet®e byt zaloZena
na fluorescetni detekci. Specificka protilatka je v tomtéigadt konjugovana s vhodnym
flourochromem. V ultrafialovém stle flourescetiniho mikroskopu tak fluorochrom #aa
ukazuje misto, kde je protilatka, tudiz i polohieddného antigenu. DalSim tgobem
vizualizace pitomnosti protilatky je jeji konjugace s vhodnynzgmem. Po fidani substratu
katalyzuje enzym barevnou reakci. BBgE€ji pouzivanym enzymem pro konjugaci
s protilatkou jsou peroxydazy, meénasto alkalicka fosfataza. Vysledkem reakce je barev

produkt lokalizovany v misthledaného antigenu [100].

5.3.1 LumineX’ xXMAP® technologie

LumineX’ xMAP® technologie — je zaloZena na jiz existujicich iwamalytickych
principech — pitokové cytometrii, tradini imunoanalyze, vyuZziti laseru, které jsou navréje
kombinovany. Technologie umidje rychlé a pesné stanoveni az 100 analyowasré
bchem jedné reakce, procesu. Lumifiestanovi jemné bare¥nznasena tliska, resp.
mikrocastice, které reaguji se specifickou zkoumanowilatknarkerem vazbou antigenu na
protilatku navdzanou na povrch spektédtddovanych mikrgastic. Mnozstvi navazané latky
je stanoveno diky druhé protilatce spojené s flsmegni molekulou. Mieni probiha na
specialnim pitokovém cytometru, ktery twje jednim laserem spektralni kod kil (druh
analytu) a druhym laserem mnoZstvi navazané drutadilgpky (kvantitu analytu).
Koncentrace jednotlivych analytjsou vypdteny na zaklagl standardnich kalib&aich
kiivek. Tento postup kombinujici imuoanalyzu d@tpkovou cytometrii umakuje stanoveni
teoreticky az 100 analytv jediném alikvotu vzorku o objemu 10-50 mikralit:vVyhodami
této technologie tak je ipdevSim redukce nakladna stanoveni, diky vicenasobnému

stanoveni. Je dostgici minimalni mnozstvi stanovovaného materiataysatelné s dokonce
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vicenasobnou PCR reakci. Tento princip tak zkratagestanoveni i tim, Ze technologie je

zaloZena na stanoveni a reakci v tekutém médita kt@biha rychleji nez ostatni reakce.

5.4 Popis uzitych statistickych metod

Predem je zvolena hladina vyznamnosti. Stanovujeageranici 0,05 (5%). To znamena, Ze az v 1 z Phigiadi mizeme
mit chybré zamitnutou nulovou hypotézu o skod gijimame nepravdivou hypotézu o rozdiRikame tedy, Ze rozdily
existuji, ale ve skutmosti tomu tak neni. Vysledek daného statisticki&lstu je tzv. p-value (statisticka vyznamnost)pres
zamitnuti nulové hypotézy. Ta je zavisla jak nadfbzzkoumaného parametru, na daném a s&jioz i na p@&tu pacieni
v danych skupinachCim jsou skupiny mensi (maji mensicpo pacient), tim wtsi rozdil v hodnotach markemusi byt,
aby byla p-value dostates nizka pro zamitnuti nulové hypotézy. Plati to opek, rkdy jsou skupiny tak velké, ze i
klinicky nevyznamny rozdil je statistickym testestatisticky vyznamny* (fale§npozitivni).

5.4.1 Stanoveni celkovéhofeziti (Overall Surviving-OS) a bezffiznakového [Feziti (disease free interval-DFI)
Kaplan-Meierova metoda odhadu distribéni funkce peziti (DFI) je matematicky vyget zkoumanych skuteosti. K
poklesu kivky muze dojit pouze v ifipack, Ze udélost nastala. Mame-HBjakou kategorickou pro#mnou (tzv. “covariate”,
nag. pohlavi; TNM=I, I, lll, IV; marker > 100 vs < 10) atd.), u které nas zajima rozdil #efti (DFI) mezi jednotlivymi
“kiivkami preziti” je “Kaplan-Meirova kivka” vhodnym zgisobem jasné grafické prezentace zkoumanych vydsldelio
zamitnuti nulové hypotézy o shbfk sp@ten tzv. ‘Wilcoxon test’ a “Log-rank test”. Oba z vySe uvedenych téstestuji
nulovou hypotézu: rozdil vipziti (DFI) mezi zkoumanymi skupinami (fa@NM=I vs. Il vs. Il vs. V) neexistuje oproti
alternativni hypotéze (rozdily mezi vySe uvedengiupinami existuji)Hazard Ratio nabyva hodnot od 0 do nek@éne,
kde pra¢ HR=1 je tou mezni hodnotou, je-li rizkdediti ve zkoumané skupirvyssi nez v zékladni skuginHazard Ratio
piepokladd, Ze riziko je dase konstantni, neroste s dobou sledovani. Tepimet/je proveden uzitim tz¥2oxova modelu
a opt je testovana nulova hypotéza: riziko smti (pregjgie u obou skupin shodné oproti alternativnidtgpe - riziko je
mezi zkoumanymi skupinamizné.

5.4.2 Hledani idealni hranice vyznamnosti (cut off)

Za ,optimalni“ mizeme povazovat takovou cut off, kterd ma nejvySazard Ratio (tedy nejlépe ra#die zkoumanou
skupinu na d¥), nebo nizeme za ,optimalni“ prohlasit takovou cut off, kige prvni statisticky vyznamna. V prvnim kroku
analyzy kazdého markeru sefudecily hodnot daného markeru. Pro dané cut efdy skupina pod cut of vs. nad cut off
(toto pro vSechny decily) g&ame univariani Coxiv regresni model (vzdy skupina marker < dané cuvaf marker >=

dané cut off). V dalSim kroku testujeme gedtypotézu - zda Izebec prokazat faky vztah mezi hodnotou spojité
proménné (zkoumany marker) a endpointem (progrese, siatp hypotéza je testovana uzitim Coxova regresmibdelu.

Vysledky disertaéni prace jsou prezentovany v samostatnych oddileqisouborech), kdy
ke kazdému je specifikovana metodika provaghych vySefteni a velikost souboru. Prvni
oddily jsou vénovany zkoumani sérovych markei (klasickych, rozS§¥eného spektra a se
zaméirenim na cytokeratinové markery). Posledni oddily gu vénovany vySefenim
tkanovych expresi. Kazdy z oddil ma vysledky a diskuzi uvedeny samosta#é Shrnujici
diskuze a zav¥ry je prezentovana navic soubord, s uvedenim novych poznatk této

prace.

6. Hodnoceni klasickych markeii (CYFRA 21-1, CEA, TK, TPS,
NSE) imunoanalyticky

V uvodu nasi viceleté studie problematiky onkomarke pooperanim obdobi pacieft
s NSCLC jsme z prvnich vysletlkprovedli hodnoceni n&jsgji uzivanych, klasickych,

onkomarket.
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6.1 Metodika

Cilem této faze bylo hodnotit nddorové markery (BAF21-1, CEA, TK, TPS, NSE)ip
pooperanim sledovani nadoru zaalem ¢asné detekce recidivy nadorového onenintma
na zaklad tohoto sledovani se pokusit nalézt optimalni kerabi nadorovych markérpro
predikci recidivy. Pacienti byli operovangtem roku 2005 a nasletid8 mesiai klinicky
sledovani ve spolupréaci s klinikou TRN v PlznieBah klinického sledovani @lgoku oproti
laboratornimu byl zasmny. Vychazeli jsme z naSich i literarnich studkdy pri follow up
nadofi prsu nebo kolorekta vzestup nadorovych madrkgifedchazel o 3 az 6 dwial
klinickou manifestaci progrese [101,102,103]. Jéalisa o prospektivhkoncipovanou studii.
Pacienty jsme rozitili do skupiny remise a skupinu s jakoukoli znarakgrogrese (recidiva
do pahylu bronchu, ponechar@sti plic, vzdalena metastaza, resp. umrti na NSCLC
Stadium karcinomu bylo stanovendegoperan¢ klinicky a upgesréno dle patologického
zawru. Operovali jsme pacienty od stadia la do Illlo Btanoveni nadorovych markgsme
odebirali vendzni srazlivou krev v nasledujicicteimalech: v den operace (tfgoloperang),
jeden tyden, @l a jeden rok po operaci. Ve studii jsme sledovasledujici nadorové
markery: onkofetalni karcinoembryonalni antigen ALEsolubilni cytokeratinové fragmenty-
fragment cytokeratinu 19 (CYFRA 21-1) aiik&y polypeptidovy specificky antigen (TPS),
proliferatni marker tymidinkinazu (TK) a neuronspecifickou okzu (NSE). Rehled
pouzitych metod, jednotky a hr&ni hodnoty (cut off) pro jednotlivé markery jsoueaeny

v tabulce 4. Byla provedena zakladni deskriptivtatistika sérovych hodnot uvedenych
markefi v zavislosti na dabodkéru a klinickém stavu nemocnych i histologickém syt
NSCLC. Byly hodnoceny rozdily hodnot markew danych obdobich mezi skupinami
progrese versus remise dle absolutnich @tanych) hodnot a dl&etnosti pekroieni cut off

a tak stanoveno relativni riziko progrese (hazataby pro hodnoty nadorovych markemad

cut off.

Statisticka analyza byla provedena s uzitim saritWCRAN Release 2.4.0. Vyznamnost razdil
byla hodnocena pomoci neparametrického Wilcoxortegtu, podrobnosti viz viSe - kapitola
5.4.
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Tabulka 4 : Prehled pouzitych metod, hranii hodnoty (cut off) a jednotky pro jednotlivé
markery.

Nadorovy marker | Metodika Vyrobce Cut off (jednotky)
TK REA Immunotech 6,0 (1U/l)

CEA TRACE, LIA Brahms, Beckman 3,5 (ng/ml)
CYFRA 21-1 TRACE, IRMA Brahms, Shering 2,5 (ng/ml)
TPS IRMA IDL 90 (kIU/I)

NSE TRACE,IRMA Brahms,Immunotech 12,5 (ng/ml)
6.2 Vysledky

Soubor nemocnych tvito 34 osob, 26 muZa 8 Zen, ve &ku 52-75 let (mediandku 62,9
let). V 10 gipadech (29,4 %) se histologicky jednalo o adermkam a v 24 (70,6 %) o
epidermoidni karcinom. Patologické stadium la by pfipadech (14,7%), stadium Ib ve 13
(38,2%), st. lla ve 3 (8,8%), st. lIb v 6 (17,6%).llla v 4 (11,7%) a lllb ve 3ifpadech
(8,8%). 30 denni poopema mortalitacinila 5,5%, na chirurgickéasné komplikace zefmli
dva nemocni, které jsme do hodnoceni nezahrnuBouboru jsme provedli celkem 24
(70,6%) lobektomii, 8 (23,6%) pneumonektomii a B¥) bilobektomie. 22 nemocnych v
remisi NSCLC a 12 nemocnych s klinicky prokazanecidivou, generalizadii amrtim na
zakladni onemoemi do 18 m¥sial od operace. V tabulce 5 je uvedena zakladni deskri
statistika sérovych nadorovych markey zavislosti na dab odkéru a Klinickém stavu
nemocnych. V tabulce 6 jsou uvedeny hodnoty stekistvyznamnosti: p-value (Wilcoxon
Two-Sample Test), rozdilhodnot daného markeru v daném obdobi mezi skupipeogrese
versus remise. V tabulce 7 je uvedeno relativrikaiprogrese (hazard ratio) pro hodnoty
nadorovych markérnad hranini hodnoty (cut off). Sloupcové diagramy hodnonjeitivych
markefi ukazuji obrazky 11-15.

Tabulka 5 : Hodnoty p-value (Wilcoxon Two-Sample Test), rivédhodnot daného markeru
v daném obdobi mezi skupinami remise vs. progfBgsé vyznaené statisticky vyznamné
hodnoty (p<0,05).

po operaci
Nadorovy marker red operaci
vy = P ! tyden fl roku rok
TK 0,9095 0,6654 0,5955 0,0176
TPS 0,0994 0,5460 0,6170 0,0378
CEA 0,3497 0,1654 0,1761 0,3247
NSE 0,4230 0,7674 0,4898 0,2148
CYFRA 21-1 0,0166 0,0125 0,4369 0,0179
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Tabulka 6 : Hazard ratio pro hodnoty nadorovych matkead cut off. HR* hazard ratio,

CI** confidenc¢ni interval, ND*** nehodnoceno (nedostatek dat).

HR* (CI**)
p-value
Nadorovy marker
pied operaci tyden od operacge ul pku po operaci rok po operaci
TK 0,2 (0-2,6) ND*** ND ND
p<0,2520
TPS 2,1(0,4-9,3) 0,6 (0,1-3,6) 0,8 (0-10,5) 6,0 (0,5-77,7)
p<0,4539 p<0,0,6647 p<0,4669 p<0,2615
CEA 1,8 (0,4-7,6) 2,5 (0,5-13,4) 2,5 (0,4-16,0) 4,5 (0,5-37,4)
p<0,4775 p<0,3904 p<0,3673 p<0,2800
NSE 0,4 (0-4,1) ND ND ND
p<0,6347
CYFRA 21-1 8,1 (1,4-47,0) 18,0 (1,6-191,5) 4,3 (0,6-31,9) ND
p<0,02 p<0,0105 p<0,2901

Tabulka 7 : Deskriptivni statistika sérovych nadorovych neaiikv zavislosti na dab

odkgru a klinickém stavu nemocnych.

Sérové hladiny nddorovych markeh
Skupina median
pacienti Obdobi min. — max.
TK TPS CEA NSE CYFRA 21-1
Pred operaci 6,8 45,0 3,10 5,6 1,2
2,2-24,8 10,0-172,0 0,8-16,4 1,1-27,3 0,4-195,1
Bez progrese|  tyden po 20,0 151,0 1,6 5,6 1,2
n=22 operaci 11,8-47,1 17,0-468,0 0,5-7,0 3,3-10,7 0,4-3,1
Y roku po 6,3 35,0 15 5,6 0,8
operaci 2,7-22,0 10,0-180,0 0,7-5,7 0,1-9,8 0,2-7,9
rok po 6,0 35,0 1,3 55 0,6
operaci 2,8-21,1 10,0-156,0 0,5-7,1 1,1-10,5 0,4-1,9
Pied operaci 7,5 133,0 4,1 6,3 5,5
2,0-25,1 18,0-277,0 0,9-264,0 4,4-22,6 1,6-64,6
S progresi | tyden po 27,7 144,5 2,8 5,7 2,9
n=12 operaci 6,8-38,2 21,0-218,0 0,6-144,0 3,6-11,1 0,9-20,4
Y roku po 8,9 44,0 2,3 6,5 1,2
operaci 3,2-15,0 10,0-135,0 0,8-9,9 2,5-29,7 0,3-7,0
rok po 8,9 86,0 3,1 13,2 2,0
operaci 8,0-34,4 33,0-1718,0 0,6-15,2 4,9-56,3 0,6-404,0
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obrazek 11: sloupcovy diagram (min., 25%, median, 75% a lagdnot pedoperanich
(PRED), tyden po operaci (PO) , &sfai (6 M) a rok po operaci (12 M), ve skupiremise
vS. progrese pr@EA (< 3,0 pg/l)
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obrazek 12: sloupcovy diagram (min., 25%, median, 75% a Mlagdnot pedoperanich
(PRED), tyden po operaci (PO) , @&sini (6 M) a rok po operaci (12 M), ve skupiremise
vs. progrese pr€YFRA 21-1 (< 2,5 ug/l)
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obrazek 13: sloupcovy diagram (min., 25%, median, 75% a jnlasdnot pedoperanich
(PRED), tyden po operaci (PO) , @sii (6 M) a rok po operaci (12 M), ve skupiremise

vs. progrese proK (< 8,0 1U/l)
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obrazek 14: sloupcovy diagram (min., 25%, median, 75% a jnlasdnot pedoperanich
(PRED), tyden po operaci (PO) , @sii (6 M) a rok po operaci (12 M), ve skupiremise

vS. progrese proPS (< 90 1U/l)
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obrazek 15: sloupcovy diagram (min., 25%, median, 75% a jnlasdnot pedoperanich
(PRED), tyden po operaci (PO) , @sii (6 M) a rok po operaci (12 M), ve skupiremise
vS. progrese prdlSE (< 12,5 pg/l)
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6.3 Diskuze

Na tomto souboru prezentujeme vyznam stanoveddroaych markear pro monitoraci
pooperaniho follow up za telemc¢asné detekce recidivy nddorového onendntr{58,104].
Predoper&n¢ jsme zjistili signifikantni rozdil mezi @ma skupinami (remise vs. progrese)
pouze u markeru CYFRA 21-1 (viz tabulka 5).

V obou skupinach bylipdoperané nad normu zvySen median CEA a ve skagsmprogresi
byly navic je& nad normu zvySeny mediany TK , TPS. Tyto rozdBgk/ nebyly statisticky
signifikantni. Tyden po operaci doSlo v obou skégimnemocnych k poklesu CEA a navic ve
skupire nemocnych s progresi i k poklesu CYFRA 21-1, ikdyedian astaval mirg zvysen
nad normu. Obdobné zmy dynamiky nadorovych marke(CEA) jsme dive pozorovali u
kolorektalniho karcinomu a prokazali jsme, Ze jatkazatelem usgnosti chirurgického
zakroku [105]. Kromi toho bezprosedre (tyden) po operaci dosSlo v obou skupinach
nemocnych k vyraznému zvySeni TK a TPS do oblagblpgickych hodnot. Tento vzestup,
jak jsme také dokumentovali v naSickegdchozich studiich, se vyskytuje jak u operaci pro

maligni nddorova onemoémi, tak u jakychkoliv rozsahlych opeérdch zakrok, nag. pro



a7

benigni onemoaini GIT [105,106]. Souvisi tedy s rozsahem opeitao vykonu a poopetai
regeneraci tkan nikoliv s etiologii onemoami. Z toho tak i vyplyva, Ze v rutinni praxi tyto
markery nema smysl bezpriedre po operaci hodnotit.

Pri srovnani hladin nami sledovanych nadorovych mdrkepribéhu follow up jsme po
roce mezi obma skupinami signifikantni rozdily neprokazali. Katp tomu v obdobi jeden
rok po operaci se signifikantiSily absolutni hodnoty TK, TPS a CYFRA 21-1 (tabulka
5). Vtabulce 6 je hodnoceno relativni rizikdepiti (hazard ratio) na zakladvztahu
absolutnich hladin markeru k dolpieziti. Z tabulky vyplyva, Zze pro prognézu ma vyznam
pouze CYFRA 21-1. Prognosticky vyznam CEA a CYFRA12byl opakovaé v literature
popséan [107,108,109]. Na zakéatto studie zatim nelze stanovit optimalni htahhodnotu
(cut off), kterd by rozélila nemocné na skupinu sgipnivou a nefiznivou prognozou. Ze
studie takeé vyplyva, Ze se nelze spolehnout nanjedelorovy marker, ale jéeba stanovovat
nadorové markery v kombinaci. Potvrdilo se takégxstuje vztah mezi nadorovymi markery
CEA a CYFRA 21-1 a histologickym typem nadoru. Zsyé hodnoty CYFRA 21-1 v obdobi
rok od operace predikuji riziko recidivy (p=0,0202)epidermoidni formy bronchogenniho
karcinomu a zvySené hodnoty CEA rok po operaci (@3®7) gedstavuji riziko vzniku
recidivy pro adenokarcinom. Tyto zéty jsou v souladu s vysledky jinych studii [110,111
NSE neni pro NSCLC vhodny maker, k elevaci docla@ai dols jiz klinicky jasné recidivy,
pop. u forem karcinomu s neuroedokrinni diferenciadi]

Souhrit 1ze ke skupia klasickych onkomarkérfici, Ze vztah mezi nadorovymi markery a
prognézou nemocnych po radikalni resekci pro NS®kprokazan pedevsim v obdobi rok
po operaci. MZzeme tak dopotiit sledovat ped operaci markery TK, TPS, CEA a CYFRA
21-1, kratce po operaci (dd@lpoku) pouze CEA a CYFRA 21-1. V dalSimip&hu follow up
se pak jevi jako optimalni sledovat stejako pged operaci TK, TPS, CEA a CYFRA 21-1
[112].

7. Stanoveni markefi angiogeneze v séru Luminék xMAP®

technologii

LumineX’ xMAP® technologie — je na jiz kombinaci stavajicich imanalytickych
technologii (viz kapitola 5.3.1), ktera pelbuje minimalni mnoZstvi stanovovaného markeru,
je rychlejsi a pedevsim stanovi vice parantesowasre.

Pilotni soubor hodnoceni Sirokého spektra mdrlargiogeneze byl realizovan viapghu

roku 2006. Smyslem bylo i Uvodem projektu vybrabghé markery a nepokiavat ve
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vySetovani ostatnich. Hodnoceny byly markeiMP-1, TIMP-2, MMP-1, MMP-9,
MonoTotal, ICAM, VCAM, VEGF, IFNy, IGF-1, IL-4, IL-6, IL-8, MCP-1, PAI-1. Celkem
bylo takto vySaeno 27 nemocnych. V remisni skupibylo 13 mua a 2 Zeny, v progresni
skupirg 8 mu#i a 4 Zeny, signifikantni rozdil sloZeni skupin nepkazan § test, p-value
0.2142). V souboru bylo 13 paciénve stadiu | (4 progrese, 9 remise), 7 ve stadi(BlI
progrese, 4 remise) a 7 ve stadiu lll (5 progre8eremise). Statisticky signifikantni rozdil v
rozloZeni &chto soubal nebyl prokazamf test, p-value 0.2170). 15 (55,56%) padiemylo
zarazeno do skupiny remise a 12 (44,44%) patiemasledném 18 &sicnim sledovani bylo
zarazeno do skupiny progresendy k z&azeni do progresni skupiny uvadi nasledujici
tabulka 8.

tabulka 8: pricina z&azeni do progresni skupiny.

PROGRESE piet procenta (%)
pacienti
exitus 4 33.33
generalizace 3 25.00
meta 1 8.33
bronchu
meta 1 8.33
mandibuly
meta mozku 1 8.33
meta plic 1 8.33
meta uzlin 1 8.33
mediastina

Uvedeni pacienti byli sledovani viiehu 18 ngsioi klinicky a byli jim v pilro¢nich
intervalech odebirany séroveé vzorky, ke stanovednbt uvedenych markemultiplexovou
analyzou.

Zakladni otazkou bylo, zda se liSi hodnoty padienprogresi oproti hodnotdm paciént
v remisi. Dale zda Ize prokazat statistickou vyznast v rozdilech hodnoted , po operaci a
dalSim poopekmim obdobi. Dale zda jsou iggmé rozdily v hodnotach paciént
v podskupinach epidermoidni vs. adenokarcinom asedisi vysledky v zavislosti na stadiu

onemocgni.

7.1 Vysledky

Ziskané vysledky prezentuji wehledu tabulky 9-11.
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tabulka 9 : stanovené hodnoty ve skupiRROGRESE, srovnanftgroperanich a
poslednich nagtenych hodnot (fp posledni kontrole, po které byla prokdzana reediesp.
generalizacesi nasledovalo umrti)

marker PROGRESE, median, PROGRESE, median, | jednotky| Student's t test,
predoperané posledni hodnoty p-value
TIMP-1 143,00 124,00 ng/ml 0,7266
TIMP-2 61,00 66,00 ng/ml 0,0703
MMP-1 620,62 716,08 pg/ml 0,7266
MMP-9 148,03 716,08 ng/ml 0,7266
MonoTotal 229,40 103,60 U/l 0,0703
ICAM 188,03 273,64 ng/ml 1,0000
VCAM 948,93 1068,71 ng/ml 0,2891
VEGF 357,78 362,82 pg/ml 0,7266
IFN-y 3,20 3,20 pg/ml 1,0000
IGF-1 358,70 301,50 ng/ml 0,1250
IL-4 3,20 3,20 pg/ml 0,2500
IL-6 23,74 19,79 pg/ml 1,0000
IL-8 58,29 21,71 pg/ml 0,2891
MCP1 216,16 230,32 pg/ml 0,7266
PAI-1 33473,89 32464,89 pg/m 0,7266

tabulka 10 : Srovnani poslednich hodnot paciemé skupit REMISE a hodnot pacieinte
skupirt PROGRESE. Tén¢ zvyrazréna statisticka vyznamnost.

marker REMISE poslednii PROGRESE, median, jednotky|  Wilcoxon two-
hodnoty, median posledni hodnoty sample test, p-value
TIMP-1 120,00 124,00 ng/ml 0,1924
TIMP-2 26,65 66,00 ng/ml 0,5373
MMP-1 272,12 716,08 pg/ml 0,1493
MMP-9 153,66 716,08 ng/ml 0,5967
MonoTotal 26,65 103,60 U/l 0,0077
ICAM 184,08 273,64 ng/ml 0,4461
VCAM 1342,28 1068,71 ng/ml 0,5184
VEGF 189,04 362,82 pg/ml 0,0774
IFN-y 3,20 3,20 pg/ml 0,6987
IGF-1 307,30 301,50 ng/ml 0,8233
IL-4 3,20 3,20 pg/mi 0,5885
IL-6 69,97 19,79 pg/ml 0,5082
IL-8 22,91 21,71 pg/ml 0,2688
MCP1 193,37 230,32 pg/ml 0,3500
PAI-1 29290,45 32464,89 pg/m 0,8365
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tabulka 11 : Srovnani hodnot p-value roziliy ziskanych hodnotach paciérskupiny
REMISE vs. PROGRESE vzhledem ke stagingu, respolbagi. Tuené statisticky vyznamnée

vysledky.
marker Kruskal-Wallis test, | Wilcoxon two-sample test, p-valug,
p-value, vztah ke stagingu vztah k histologické podskugin
TIMP-1 0,0329 0,0109
TIMP-2 0,5693 0,8938
MMP-1 0,2113 0,1364
MMP-9 0,7368 0,7491
MonoTotal 0,4681 0,0500
ICAM 0,8225 0,0709
VCAM 0,9318 0,9150
VEGF 0,1187 0,4900
IFNG 0,0047 0,3106
IGF-1 0,6173 0,4265
IL-4 0,6124 0,2956
IL-6 0,5310 0,2176
IL-8 0,7649 1,000
MCP1 0,5290 0,9574
PAI-1 0,2267 0,1184
7.2 Diskuze

Median hodnot expresi TIMP-1 v podskupiadenokarcinom 121,00 vs. pro epidermoidni
karcinom 150,00 ng/ml vykazuji staticky vyznamnyzd® (p-value<0,05). Marker
MonoTotal pro adenokarcinom 98,80 vs. pro epidedmiokarcinom 174,40 U/l také (p-
value<0,05). Statisticky vyznamny rozdil (p-valug®) byl déle nalezen v hodnotach
markefi v zavislosti na stadiu onemaan pouze v fipact parametru TIMP-1, kdy median
pro st. | : 151,00, st. Il : 150,00 a st. Il : 108 ng/ml.

Vysledky sérovych hodnot markerangiogeneze multiplexovou analyzou ukazuji, ze
inhibitory metaloproteindz (v naSem souboru to patje vysledek TIMP-1) jsou
exprimovany ve vysokych hodnotackedevsim v péatetnich fazich iistu nadoru. Tehdy je
predpoklad velké tendence tlumit produkci vlastniaktatoproteinaz, které provadi destrukci
zdravé buacné matrix, resp.iffmo bazalnich membran btkn Po dosazeni dité velikosti
resp. progrese nadoru se tato schopnost eliminujaibitory metaloproteinaz (TIMP-1) se
chovaji nezavisle, bez moznosti vlivu nespbnost vlastnich metaloproteinaz. &&vziskané
z uvedené Siroké skupiny sérovych hodnot markgme hodnotili z hlediska jejich
senzitivity, vztahu k histologické podskupibNSCLC a stadiu onemoéni. AZ na ojedialé
vyjimky (MonoTotal, TIMP-1) jsme neprokézali staiikou vyznamnost a proto se v dalSi

praci €mito parametry nezabyvali a dale pktovali jiné, fredevsim tkAové parametry.
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8. Srovnani imunoanalyticky stanovenych sérovych Himot

cytokeratinu se zanéfenim na MonoTotal

8.1 Metodika

Dosavadni recenze nbprowiovaného markeru MonoTotal byly kladnéi@npsné [78,113].
Proto jsme v ramci naSi prace provedli ve spolupsddinikou tuberkulozy a respitaich
(TRN) nemoci v Plzni prospektivni studii se zgtemim na cytokeratiny, speciélpraw na
novy cytokeratinovy marker MonoTotal. Hodnoceny sancital 125 nemocnych ¢é&nych
pro NSCLC, v celém spektru (stadium I-IV). Jednale® o 87 fipadi epidermoidniho
karcinomu a 38 adenokarcinomu. Tento soubor byl ganmovan se souborem 54 pacient
lé¢enych téz na plicni klinice pro nemaligni onemadn(nefasgji exacerbovana chronicka
obstrukni plicni nemoc a pneumonie). Uvedenym padienbyla po pijeti do nemocnice ze
séroveho vzorku imunoanalyticky (metody IRMA re3lRACE) stanovena {pdl&ebna)
hladina cytokeratinovych markerTPS, TPA, CYFRA 21-1 a MonoTotal. Byla naslédn
provedena standardni statistickd deskripce, seowtaim pfiméru, medianu, minima,

maxima, kvartili — viz obrazek 16.

8.2 Vysledky

tabulka 12 : mediany hodnot, ve skugtkontrolni (C), epidermoidni formy NSCLC (Sq) a
adenokarcinomove (A). Statisticka vyznamnost *&@001,** p< 0.01,* p< 0.05

Median (min — max)
skupina
MT TPS TPA CYFRA21-1
kontrolni (C) (266_525) (0-41546) (0 .31900) (0.11-2.4)
NSCLC (Sq) (215_71288) (118.22?7) (i%?;;*O) (05.;15)
NSCLC (A) (1%)?329) (104}41146) (11{&74) (0.4%7.5)
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obrazek 16 :kvartilovy diagram (min., 25%, median, 75% a maodmot) hodnot TPA, TPS
a MonoTotal, ve skupihkontrolni (C), epidermoidni fordtNSCLC (Sq) a
adenokarcinomové (A).
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tabulka 13 : Stanoveni senzitivityip95% specifici¥é a ploch pod ROCikwkou (AUC ROC
curve) pro jednotlivé markery v podskupiaepidermoidni karcinom (NSCLC Sq) a
adenokarcinom (NSCLC A).

NSCLC Sq NSCLC A
;l;rpk%rr senzgis\gi/t)a pri AUC senzitivita (i AUC

specificit) ROC curve |95% specificié)| ROC curve

MT 79 0,9193 52 0,6874

TPS 29 0,6764 22 0,4351

TPA 71 0,8137 44 0,6018

CYFRA 21-1 76 0,8860 22 0,6111

8.3 Diskuze

Pro vSechny uvedené cytokeratinové markeryggnmey rozdil oproti kontrolni skupépodle
oc¢ekavani pedevSim v podskupénepidermoidni formy NSCLC. Potvrzuje to ob&depsi

senzitivitu cytokeratinovych markierpro epidermoidni formy karcinaim Stroma &chto
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karcinomi obsahuje vice cytoskeletalni slozky nez adenokancy. V této histologicke
podskupig jsou vSechny uvedené markery na statistické vymnostn p-value 0.01.
Senzitivita MonoTotal je dokonce mé&rnvyssi nez pro CYFRA 21-1 (MonoTotal 79%,
CYFRA 21-1 76%) pro epidermoidni formu a i pro askarcinom dosahujeres 50% (52%).
Pro MonoTotal je navic i ve skugiradenokarcinomu statisticky rozdil<{®.05) median
hodnot oproti kontrolni skupépacient s nemalignim onemoénim.

Takto prezentované vysledky jsou velmi povzbudieéz nich &ejma perspektiva parametru
MonoTotal, s moznostmi vyuZititpdispenzarizaci pacielifpneumoonkologem. Je nutno, ale
pfipomenout, Ze jde o soubor paciene vSechityrech stadiich NSCLC, nikoli jen paciént
operovanych (tedy v nizSich stadiich I a Il).

9. Exprese mMRNA MMP-7 a mRNA TIMP-1 ve tkani NSCLC,

uvodni studie

9.1 Uvod

Metaloproteindzy obeeénhraji dilezitou roli v procesu degradace extracelularnirmxa
bazalni membrany ve vztahu k nadorové invazivitonkréte MMP-7 Sepi kolagen 1V,
elastin, intaktin, fibronektin, Zelatinu, laminintanascin. Transkrimi up-regulace exprese
MMP-7 je kontrolovana geny, které jsoulelité vcasnych stadiich karcinogeneze. TIMP-1
reguluje aktivitu MMP-7, ma mitogentinek a funguje jako inhibitor apoptézy.

Dosavadni prace hodnoceni metaloproteinaz a jajisibitord v oblasti nemalobustného
plicniho karcinomu se MMP-7 nezabyvaégisto, to bylo jednim zidrodi naSeho vyéru.
Castji hodnocenymi jsou MMP-2 a MMP-9 [114,115,116].

V prvni fazi naseho sledovani a vysetini genovych expresiiimo ve tkanich jsme
zpracovali soubor 20 paciénbperovanych pro nemolob&iny plicni karcinom. Jednalo se
histologicky v 5 (25%) fipadech o adenokarcinom a 15 (75%ipadech o epidermoidni
karcinom. Odpbr histologického materialu byl proveden za vySederg/ch podminekgsns
po provedeni plicni resekce. Odebirana hydat tkaw vlastniho nadoru &ast nadorem
nepostizené plicni tk&n Nasleds byly oke ¢asti zamrazeny a pogdzpracovany uvedenou

RT-PCR metodikou. Z vysledkpak byla stanovena standardni statistick& deskripc
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Nasledujici tabulka 14 a obrazky (sloupcové graffsl9 ukazujici ziskané vysledky.

tabulka 14 : Median hodnot genové exprese MMP-7/GAPDH a TIMBAPDH

MRNA nenadorova tka(n=20) | nadorova tka (n=20)
MMP-7/GAPDH 0,0001 0,0040
TIMP-1/GAPDH 0,0127 0,0018

obrazek 17 Exprese mRNA MMP-7 a TIMP-1 u histologickych pkdgin NSCLC

(epidermoidni vs. adenokarcinom).
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obrazek 18: normalizovana (posmova k GAPDH) exprese MMP-7 v zavislosti na stgghu

[11A) epidermoidni formy NSCLC.
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Box Plot
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obrazek 19: normalizovana (posnova k GAPDH) exprese TIMP-1 v zavislosti na st&ghu
[11A) epidermoidni formy NSCLC.
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V tomto souboru jsme prokazali vysSi exprese mMRNMRA7 pimo ve tkani nadoru -
NSCLC, nezZ ve zdravé, nadorem nepostizené okoioipikani stejnych paciefnit Naopak
vySSi exprese mRNA TIMP-1 ve zdravé tkani, néimp ve tkani postiZzeni karcinomem -
NSCLC. Exprese mRNA MMP-7 ani TIMP-1 nebyly statky rozdilné pokud jsme
hodnotili samostath podskupinu adenokarcinom vs. epidermoidni karcindhmodnoceni
zavislosti exprese na stadiu onemadnje patrny velky rozptyl ziskanych hodnot v poami
stadiichonemocgni, mediany hodnot byly vSak pro vSechna obdobmz, fozdilu mezi

adenokarcinomem a epidermoidnim karcinomem.

9.3 Diskuze

NaSe vysledky jsou souhlasné s pracemi auBarsaki, Leinonen a Kawano, Kteovnéz
prezentovali vysSi exprese MMP-7 ve tkani nadorez rv nenadorové tkani, ovsem
imunohistochemickym stanovenim [117,118,119]. &suy stav poznatk v dané oblasti
uznava roli, kterou v problematicéstu a progrese nadorového onenmérhraji tkdové
metaloproteindzy (MMPS) a jejich inhibitory (TIMPghecri [90]. V poslednim obdobi jsou
prace prezentujici tuto roli rovh u bronchogenniho karcinomu [120,121,122,123].
NasSe vysledky fedevsSim potvrzuji vyvazenéugobeni proteolytickych enzyima jejich
inhibitord, v naSem fipadc MMP-7 a TIMP-1. Tedy, Ze proteolyticky efekt metatoteinaz
na bazalni membrany zdravych Bkni intersticialni mezibu&nou hmotu je inhibovan do
jisté miry a doby TIMPs. Zajimavou otazkou k daldimkoumani je, zda hladina inhibitor
(TIMPs) je v nadorové tkani téz vysSi, nez v okolrenadorové tkani. Tyto vysledky
v menSim souboru paciénbaznaily, Zze by tomu tak byt mohlo [124]. Tyto vysledkgiZzuje
fakt, Ze se jednalo o prvni studii, statistickyizemou moznou ,,chybou malye¢fsel”.
V nasledném zpracovanétéiho souboru (viz kapitola 10) inverzni chovantataproteinaz a
jejich inhibitori (MMP-7 a TIMP-1) prokazano nebylo. Vy&leni se nabizi v teorii
enzymatického ,switch”. Tedyipdpokladu inhikini funkce TIMPs v péateinich stadiich
rustu karcinomu a néstu exprese i okolni tkani, ktery po dosazeitérvelikosti a diference
karcinomu je pepnut a dochazi jiz ke ztéavyznamu, resp. inhibhich schopnosti TIMPs.
Inhibitory pak jiz nevykazuji rozdilnou expresi &doru resp. mimo nador. Tyto, tavé,
vysledky byly narozdil od sérovych slibné, protangs v jejich odbru a hodnoceni

pokratovali i v dalSim obdobi a hodnotili v&téim souboru (viz kapitola 10).
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10. Exprese metaloproteindz (MMP-7) a jejich inhildor a (TIMP-
1) vitkadni NSCLC vs. plicni tkani pacienfi s benignim

onemocrénim

10.1 Cil studie

Posouzeni vztahu exprese mMRNA MMP-7 a TIMP-1 \J&ndvych vzorcich
nemalobuicného karcinomu plic (NSCLC) pomoci RT real-time PICRistologickému typu
nadoru a stadiu onemasri. Srovnani exprese ve vzorku karcinomu a okokmadorove
plicni tkani u stejného pacienta. Dale srovnafthto expresi s expresi jinych pacient

s benignim plicnim onemognim.

10.2 Metodika

K izolaci celkové RNA je dostajici odkEr a uskladani v zamrazeni (na -40°C) asi 100 mg
tkans. Ke stanoveni celkové RNA pak &itdiz cca 3 g izolované celkové RNA (Superscript
Il Reverse Transcriptase, Life Technologies, UAgo d(T)21). Kvantifikace exprese
mMRNA MMP-7 a TIMP-1 a housekeeping genu glyceraydeB-fosfat dehydrogenazy
(GAPDH) byla provedena metodou RT real-time RT PERagmenty ziskané PCR jsme
vlozili do vektoru pGEM (Promega Corporation, US&)ziskali standardy definovaném
mnozstvi kopii. Interpretace vysladk Absolutni hodnoty - kvantifikace byla provedena
absolut’ tj. pacet kopii DNA, za pouziti klonovanych fragméniako standanil 0 zname
koncentraci (peet kopii molekul / 3 pg RNANormalizované hodnoty tytéz vysledky jsou
uvedeny jako pokr exprese sledovaného genu a exprese tzv. housegeggnu GAPDH
(pt. MMP-7/GAPDH). Riklad stanoveni RT PCR exprese kopii (cDNA) genHAil

okazuje obrazek 20 a 21.
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obrazek 20 :Zdznamy PCR v redlnédase, stanoveni cDNA genu TIMP-1

Marm. Fluora.

Threshold

0 o lag lag lan 's0  cCycle

obrazek 21: Teplotni Kivka tani stanoveni cDNA genu TIMP-1

dFAdT
0§

Threshold

'e5 70 75 'an 'ag =T 'g5 deqg.

10.3 Vysledky

Soubor pacieiit ¢inil 91 pacienh s nemalobutnym karcinomem plic (NSCLC)
operovanych nasledrpo sol v letech 2006-2008, mediaku 62 let, (rozpti 43-78 let). V
zastoupeni 66 muza 25 Zen. Histologicky se jednalo ve 49 (54%padech o epidermoidni

karcinom, 36 (39%) o adenokarcinom a 6 (7%) ostaastoupeni pacieitv souboru dle
stadii ukazuje tabulka 15.
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Tabulka 15 : Zastoupeni pacieinty souboru dle stadii

stadium NSCLC n (%)
1A 17 (19%)
1B 34 (39%)
A 4 (5%)
IIB 13 (15%)
A 13 (15%)
1B 6 (7%)

Kontrolni skupinu tviilo 12 pacieni operovanych pro benigni oneméon (bulozni
emfyzém)i chirurgicky bioptovanych pro intersticialni plicproces nebo TBC.
Ziskané vysledky prezentuji nasledujici skupinaletb 16 (celkem 16) a obrazky-grafy 22-
25.

skupina tabulek 16 : nomarlizované a absolutni exggse MMP-7 a TIMP-1.

MRNA tkait NSCLC nenadorova tka Wilcoxon Two-
(absolutni hodnoty) (median), n=91 (median), n=91 | Sample Test, p-value
MMP-7 15543 4465 0,0003
TIMP-1 817982 201229 0,0018
MRNA tkait NSCLC nenadorova tka Wilcoxon Two-
(norm. hodnoty) (median), n=91 (median), n=91 Sample Test, p-value
MMP-7 0,6787 0,1678 0,0002
TIMP-1 15,5793 4,7346 0,0099
MRNA tkéit NSCLC - nenadorova tka Wilcoxon Two-
(absolutni hodnoty) epidermoidni (median), n=49 | Sample Test, p-valug
(median), n=49
MMP-7 15543 4883 0,0198
TIMP-1 817982 178449 0,0366
MRNA tkéit NSCLC - nenadorova tka Wilcoxon Two-
(norm. hodnoty) epiermoidni (median), n=49 | Sample Test, p-value
(median), n=49
MMP-7 0,1165 0,5694 0,0182
TIMP-1 7,5468 1,6799 0,2238
MRNA tkdit NSCLC - nenadorova tka Wilcoxon Two-

(absolutni hodnoty)

adenokarcinom
(median), n=36

(median), n=36

Sample Test, p-valu

112

MMP-7

68815

3501

0,0046

TIMP-1

1482930

209354

0,0140
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MRNA
(norm. hodnoty)

tkénn NSCLC -
adenokarcinom
(median), n=36

nenadorova tka
(median), n=36

Wilcoxon Two-
Sample Test, p-valu

112

MMP-7 0,0535 1,9618 0,0023
TIMP-1 4,0803 35,9028 0,0120
MRNA tkdt NSCLC — st. IA tkéih NSCLC — Wilcoxon Two-

(absolutni hodnoty)

(median), n=17

ostatni stadia
(median), n=74

Sample Test, p-valu

D

MMP-7 5780 21726 0,4765
TIMP-1 966901 783252 0,6498
MRNA tkdit NSCLC — st. IA tkdit NSCLC - Wilcoxon Two-

(norm. hodnoty)

(medién), n=17

ostatni stadia
(median), n=74

Sample Test, p-valu

112

1%

1%

1%

112

112

MMP-7 0,2288 0,6841 0,6034
TIMP-1 5,6409 16,2943 0,9957
MRNA NSCLC (median), | benigni onemoami Wilcoxon Two-
(absolutni hodnoty) n=91 (median), n=12 | Sample Test, p-valu
MMP-7 15543,00 2379,50 0,0086
TIMP-1 817981,75 276736,75 0,3440
MRNA NSCLC (mediéan), | benigni onemocmi Wilcoxon Two-
(norm. hodnoty) n=91 (median), n=12 | Sample Test, p-valu
MMP-7 0,6787165 0,0510184 0,0147
TIMP-1 15,5793620 12,4466469 0,8818
MRNA NSCLC epiderm | benigni onemoami Wilcoxon Two-
(absolutni hodnoty) (median), n=49 (median), n=12 | Sample Test, p-valu
MMP-7 15543,00 2379,50 0,0171
TIMP-1 817981,75 276736,75 0,3920
MRNA NSCLC epiderm | benigni onemoaii Wilcoxon Two-
(norm. hodnoty) (median), n=49 (median), n=12 | Sample Test, p-valu
MMP-7 0,5693968 0,0510184 0,0411
TIMP-1 11,4482146 12,4466469 1,0000
MRNA NSCLC adeno benigni onemocmi Wilcoxon Two-
(absolutni hodnoty) (median) n=36 (median), n=12 | Sample Test, p-valu
MMP-7 68814,50 2379,50 0,0135
TIMP-1 1482930,25 276736,75 0,3163
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MRNA NSCLC adeno benigni onemocmi Wilcoxon Two-
(norm. hodnoty) (median) n=36 (median), n=12 | Sample Test, p-value
MMP-7 1,9617845 0,0510184 0,0112
TIMP-1 35,9028221 12,4466469 0,5781
MRNA NSCLC kontrolni | benigni onemocmi Wilcoxon Two-
(absolutni hodnoty)| tkan (median) n=90 (median), n=12 | Sample Test, p-value
MMP-7 4464,50 2379,50 0,2164
TIMP-1 201228,75 276736,75 0,4150
MRNA NSCLC kontrolni | benigni onemoami Wilcoxon Two-
(norm. hodnoty) tkan (median) n=90 (median), n=12 | Sample Test, p-value
MMP-7 0,1177772 0,0510184 0,5722
TIMP-1 4,7345693 12,4466469 0,2576

obrazek 22 :srovnani exprese normalizovanych hodnot MMP-7 \on&E tkani
(NSCLC patients)a tkani jinych paciérg benignim onemoénim plic (benign),
Wilcoxon Two-Sample Test, p-value=0,0147.
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obrazek 23 :srovnani exprese normalizovanych hodnot MMP-7 \vaderové plicni
tkani pacieni s NSCLC (NSCLC controls) a jinych paciérst benignim onemoéni plic
(benign), Wilcoxon Two-Sample Test, p-value=0,2164.
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obrazek 24:srovnani exprese normalizovanych hodnot TIMP-1naderoveé tkani
pacientt s NSCLC (NSCLC controls) a jinych paci&mst benignim plicnim onemoénim
(benign), Wilcoxon Two-Sample Test, p-value=0,5722
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obrazek 25 :srovnani exprese normalizovanych hodnot TIMRA{tnp v nadorové tkani
(NSCLC patients) a jinych paciéns benignim plicnim onemoénim (benign), Wilcoxon
Two-Sample Test, p-value=0,8818.
Boxplot by Group
Variable: TIMP1 / GAPDH
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10.4 Zawkry

Prokazali jsme statisticky signifikarirvyssi expresi MMP-7 a TIMP-1 v nadorové tkani
NSCLC celko¢ i jednotliw v histologickych podskupinach  (epidermoidni Ca. vs
adenokarcinom) oproti kontrolni nenadoroveé pli&aini u stejnych pacieint
Neprokéazali jsme vztah mezi stadiem onengaciha vs. ostatni pokidejsi stadia (Ib-IlIb).
Prokézali jsme signifikantnvyssi expresi MMP-7 v nddorové tkani NSCLC opnaicni
tk&dni nemocnych s benignim plicnim onem&dm. Naopak rozdil v expresi TIMP-1 ve tkani
nadoru a benigni plicni tkani nebyl prokazan.
Tyto vysledky dokazuji vyznamnou roli MMP-7igpbicich pedevSim v nadorové tkani,
potvrzujici jejich buscné destrukni funkci ve tkdni NCSLC. Naopak inhibitory
metaloproteindz (TIMP-1) Ize vysledovat se srovimaie expresi jak ve tkani karcinomu, tak
tkani benigni. To potrvzuje jejich inhitmi funkci v benigni tkani, ktera postupfs mirou
progrese tumoru) vymizi pokud je plicni tk@ostizena karcinomem. Pak dochazi téz ke
zvySeni exprese TIMP-1 (viz srovnani exprese v itkd@doru a okolni tkani u stejnych

pacient).
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11. Hodnoceni celkového a be¥fznakového preziti dle tkanové

exprese metaloproteinaz a jejich inhibitoki

11.1 Uvod a metodika

Zawrecnym hodnocenim navrzeného tématu prace bylo zpémiowelkového a
bezgiznakového eZziti v zavislosti na tkéové expresi metaloproteinaz a jejich inhibitor
To bylo provedeno v jednotlivych histologickych p&dpinach NSCLC. Z celkového
souboru odebranych tkani byly odstian vzorky pacient s benignimi diagnézami a&dh,
kteri zenteli na jinou gicinu nez progresi NSCLC. Zpracovavali jsme pouzerkyakan:
s karcinomem, nikoli kontrolni nenadorové tkarxi stanoveni celkovéhaor@ziti OS (overall
survival) jsme jako hodnocenou udalost zaznamenawat z divodi NSCLC. Smrt z jinych
pricin, ¢i stavajici pezivani & s generalizaci nebylo hodnoceno jako pozitivnilagta Ri
stanoveni bezfznakoveho fezivani, DFI (disease free interval), jsme jakoifpod udalost
zaznamenavali jakékoli iziti pacienta bez znamek projevu NSCLC, jeho nregid
generalizacegi umrti z divodu NSCLC. Do této analyzy vstoupili pouze padiekieti byl
operovani v obdobi let 2005-2007, tedy alesponesiail od uza¥ru databaze talqaby byl
soubor statisticky hodnotitelny.

11.2 Vysledky

Celkem v souboru bylo takto vygeno 76 paciefit 44 (57.89%) s epidermoidnim
karcinomem, 28 (36.84%) s adenokarcinomem a 4 ¥b)26statni formy NSCLC (2x
velkoburécny typ, 1x adenosquamozni a 1x nediferencovanad™®CLC)

Median sledovani vSech pacigéntelkow cinil 1,72 roku. Pro epidermoidni formu NSCLC
median sledovanéinil 1,74 roku, pro adenokarcinom median sledovénil 1,65 roku.
Median geziti nebylo mozné stanovit, potoze v daném sledé@vaobdobi nezeiffalo vice
jak 50 % nemocnych. Celkovégziti ve skupitt 76 pacieni, za obdobi sledovani 3,5 roku
bylo 69.74 %. Zerfelo tedy 23 pacieit V histologické podskupihadenokarcinomu z 28
pacienti zentelo 7, fgeziti je tedy 75,00 % . V podskugis epidermoidnim karcinomem z 44
zentelo 14, peziti takcini 68,18 %.
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11.2.1 Celkové peziti (OS), grafy

obréazek 26 :graf celkového feziti (OS) vSech pacieritve skupig NSCLC.

Overall Surviving

Cumulative proportion Surviving (Kaplan-Meier)
surgery till 31.12.2007
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obrazek 27: graf celkového feziti pacieni podle histologického typu

Overall Surviving

Cumulative propartion Surviving (Kaplan-Meier)
surgery till 31.12.2007
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Testy shody celkovéha@Ziti pacieni podle histologického typu :
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2

Test X DF x%, p-value
Log-Rank 0,7065 2 0,7024
Wilcoxon 0,5280 2 0,7680

nebylo prokazano, Ze by se preziti liSilo mezi wéedenymi skupinami

obradzek 29 :graf celkového feziti v zavislosti na pohlavi — cela skupina NSCLC.

Overall Surviving

Cumulative propartion Surviving (Kaplan-Meier)
surgery till 31.12.2007

Survival Bistribution Functian
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Testy shody celkovéha@ziti v zavislosti na pohlavi - celkév
2
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1.

o
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years_survival

000 censored pohlavi=mu=z

z.0

pohlavi=zen:

a

Z.

5

3.0

OO0 censored pohlavi=ze

3.5

na

Test X DF x%, p-value
Log-Rank 0,0247 1 0,8750
Wilcoxon 0,1540 1 0,6948

nebylo prokazano, Ze by seepiti liSilo mezi vySe uvedenymi skupinami
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obréazek 30: graf celkového fgZiti v zavislosti na pohlavi — ve skupiepidermoidni forma
NSCLC

Overall Surviving

Cumulative proportion Surviving (Kaplan-Meier)
surgery till 31 122007, group = EPIDERM

Survival Distribution Functian
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testy shody celkovéhagziti v zavislosti na pohlavi — ve skupi@pidermoidni forma
NSCLC.

Test X2 DF 2, p-value
Log-Rank 0,0654 1 0,7982
Wilcoxon 0,3461 1 0,5563

nebylo prokazano, Ze by seepitiliSilo mezi vySe uvedenymi skupinami




obrazek 31 :celkové peziti v zavislosti na pohlavi ve skupiadenokarcinom

Overall Surviving

Cumulative proportion Surviving (Kaplan-Meier)
surgery till 31 122007, group = ADENO
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Testy shody celkovéha@ziti v zavislosti na pohlavi ve skupiadenokarcinom

2

Test X DF x%, p-value
Log-Rank 0,0014 1 0,9703
Wilcoxon 0,0000 1 1,0000

nebylo prokazano, Ze by seepiti liSilo mezi vySe uvedenymi skupinami




11.2.2 Bezpiznakové preziti (DFI), grafy

V celé skupitt NSCLC. Z celku 76 pacieind1 (53,95 %).

obrazek 32: graf DFI v celé skupthNSCLC.
DFI

Curmulative propartion Surviving (Kaplan-Meier)
surgery till 31.12.2007
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obrazek 33 graf DFI podle histologického typu NSCLC.
Cumulative proportion Surviving (Kaplan-Meier)
surgery till 31.12.2007
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Bezpiznakow preziva ve skupiqepidermoidniho karcinomu 24 (54,55 %) padient4, ve
skupirg adenokarcinomu 16 (57,14 %) z 28 a ve skéipstatnich forem NSCLC 1 (25,00 %)

ze 4.

Testovani shody DFI skupiny NSCLC celkadle histologického typu

Test X DF ¥2, p-value
Log-Rank 0,70685 2 0,7024
Wilcoxon 0,5280 2 0,7680

nebylo prokazano, Ze by seepiti liSilo mezi vySe uvedenymi skupinami

obrazek 34 :graf DFI ve skupitt NSCLC celko¥ v zavislosti na pohlavi.

DFI

Cumulative proportion Surviving (Kaplan-Meier)
surgery il 31.12 2007

Survival Distributiaon Funetian
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STRATA: — pohlavi=nuz 000 censored pu:vhlav:l=:::rs_]:)L pohlavi=zena OO0 censored pohlavi==zena
Testovani shody DFI skupiny NSCLC celkodle pohlavi
Test X DF «2, p-value
Log-Rank 0,4392 1 0,5075
Wilcoxon 0,74138 1 0,3892

nebylo prokazano, Ze by seepiti liSilo mezi vySe uvedenymi skupinami
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obrazek 35 :graf DFI v podskupi& epidermodni karcinom NSCLC, v zavislosti na pohlav

DFI

Cumulative propartion Surviving (Kaplan-Meier)
surgery till 31122007, group = EPIDERM
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Testovani shody v podskugiepidermodni karcinom NSCLC, dle pohlavi.

Test X DF ¥2, p-value
Log-Rank 0,0654 1 0,7982
Wilcoxon 0,3461 1 0,5563

nebylo prokazano, Ze by seepiti liSilo mezi vySe uvedenymi skupinami
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obrazek 36 :DFI v podskupi# adenokarcinom NSCLC, v zavislosti na pohlavi.

DFI

Cumulative propartion Surviving (Kaplan-Meier)

surgery till 31.12.2007, group = ADEMO

Survival Bistribution Functian
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Testovani shody v podskugiadenokarcinom NSCLC, dle pohlavi.
2

Test X DF x%, p-value
Log-Rank 0,0014 1 0,9703
Wilcoxon 0,0000 1 1,0000

nebylo prokazano, Ze by seepiti liSilo mezi vySe uvedenymi skupinami

11.2.3 Vysledky OS a DFI

tabulka 17 : vysledky hodnot p&iu expresi uvedenych markeabsolutg a normalizovaé
(norm) ve vztahu k expresi genu GAPDH ve skapisCLC celko¥.

marker n chykgjici minimum maximum prmer median
celkow

MMP-7 76 0 0 18274758,00963533,95 | 11271,75
normMMP-7 | 76 0 0 159,64670228,2278295 | 05424238
TIMP-1 75 1 0 59798789,005240812,84 | 78325250
normTIMP-1| 76 0 0 1446,25 78,823712816,2943387
MMP-9 76 0 0 115186698 | 4341507,0120769,75
normMMP-9 | 76 0 0 1980,43 46,18783520,4920193
TIMP-2 76 0 0 10874,50 | 644,2236842 135,7500000
normTIMP-2| 76 0 0 0,0684263 0,0079924 0,0022591
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tabulka 18 : vysledky hodnot p&iu expresi uvedenych markeabsolutg a normalizovaé
(norm) ve vztahu k expresi genu GAPDH v podsk#égpidermoidni karcinom.

marker n chykeni minimum maximum pmer median
epiderm

MMP-7 44 0 0 11179112,50841581,14 | 10264,75
normMMP-7 | 44 0 0 74,0961769 4,4324287 | 04529056
TIMP-1 43 1 0 45675105,505377418,40 | 71200800
normTIMP-1| 44 0 0 527,787310661,6128222 | 45945113
MMP-9 44 0 0 115186698 | 6560546,45 | 115186698
normMMP-9 | 44 0 0 1980,43 61,27196630,4281388
TIMP-2 44 0 0 10874,50 738,500000065,0000000
normTIMP-2 | 44 0 0 0,0684263 0,0075764 0,0017357

tabulka 19 : vysledky hodnot p&iu expresi uvedenych markeabsolut® a normalizovaé
(norm) ve vztahu k expresi genu GAPDH v podsképidenokarcinom.

marker n chykeni minimum maximum pmer median
adeno

MMP-7 28 0 0 18274758,00123267300 | 68814,50
normMMP-7 | 28 0 0 159,6467022150485710 | 19617845
TIMP-1 28 0 0 59798789,005700132,48 | 237074100
normTIMP-1| 28 0 0 1446,25 132,20754284,2682620
MMP-9 28 0 0 15750370,00119536741 | 63073,00
normMMP-9 | 28 0 0 227,042076@R7,6757538 | 15573079
TIMP-2 28 0 0 4239,00 451,357142942,5000000
normTIMP-2 | 28 0 0 0,0549877 0,0091076 0,0057189

11.2.4 Vysledky stanoveni idealni cut off

Hledani vhodného markeru pro hodnoceni sledovasébboru pomoci ideélni cut off. Tou
je nejmensi mozna (nalezena) hodnota daného mavkbiadem ke zkoumanému vysledku
(celkové/bezfiznakove peziti), @i které je jiz statisticky signifikantni rozdil miegkupinami
pod/nad hodnotou cut off daného markeru (parametiysledky jsou prezentovany
v nasledujicich tabulkach 20-2Bpoctem p-value pro jednotlivé decily celkového rétip
hodnot expresi pro jednotlivé markery (v¢poviz kapitola 5.4.2). Nasledmpak hodnoceno

jesg p-value — univarignim Coxovym regresnim modelem.
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tabulka 20 : hodnoty p-value (univartai Coxav regresni model) deéilabsolutnich a

normalizovanych (norm) hodnot expresi uvedenychkemampii hledani optimalni cut off
celkového peziti (OS) ve skupiré NSCLC celkow. Twené pripadré vyznaeny hodnoty
statisticky vyznamné (<0,05)

hodnoceny p-value pro jednotlivé decily p-value -
marker I Il I v Vv Vi Vil VI IX univariani
Coxav
regresni
model
MMP-7 n n 0,9604| 0,7203| 0,6013| 0,3402| 0,7731| 0,7523| 0,6478| 0,5057
norm.MMP-| n n 0,8420| 0,2163| 0,9435| 0,9744| 0,6324| 0,9949| 0,8063| 0,4314
7
MMP-9 n n 0,9281| 0,8213| 0,8384| 0,9387| 0,3783| 0,5521| 0,7605| 0,7819
norm.MMP-| n n 0,8850| 0,4786| 0,2003| 0,3571| 0,7428| 0,9675| 0,4024| 0,1008
9
TIMP-1 n| 0,1311| 0,5430| 0,5659| 0,9695| 0,4988| 0,5510| 0,2923| 0,4123| 0,6443
norm.TIMP-| n| 0,2178| 0,4674| 0,7049| 0,9621| 0,9125| 0,8244| 0,8316| 0,6160| 0,6026
1
TIMP-2 n n n 0,8381 0,6824| 0,3242| 0,9388| 0,5039| 0,1582| 0,1458
norm.TIMP- | n n n 0,7416 0,8499| 0,6236| 0,8558| 0,8059| 0,8755| 0,6895
2

tabulka 21 : hodnoty p-value (univaréai Coxav regresni model) dedilabsolutnich a
normalizovanych (norm) hodnot expresi uvedenyctkerampii hledani optimalni cut off
beziznakového peziti (DFI) ve skupiné NSCLC celkow. Tuetné pripadre vyznaeny
hodnoty statisticky vyznamné (<0,05)

hodnoceny p-value pro jednotlivé decily p-value -

marker I Il 1] v \Y, Vi Vi VI IX univariani
Coxav

regresni
model

MMP-7 n n 0,9242| 0,7271| 0,8517| 0,7719| 0,8274| 0,6948| 0,8364| 0,4906
norm.MMP-7 | n| n 0,7154| 0,4842| 0,3353| 0,4515| 0,4702| 0,8131| 0,7214| 0,5126
MMP-9 n n 0,9535| 0,7314| 0,6180| 0,5425| 0,8487| 0,8450| 0,9778| 0,7767
norm.MMP-9 | n| n 0,9076| 0,4432| 0,2665| 0,0967| 0,5892| 0,8299| 0,7332| 0,5773
TIMP-1 n| 0,7145| 0,6270| 0,4629| 0,6627| 0,9420| 0,1796| 0,0806| 0,3955| 0,7636
norm.TIMP-1 | n| 0,6819| 0,6456| 0,7712| 0,7290| 0,6095| 0,5716| 0,6609| 0,6920| 0,5472
TIMP-2 n n n 0,3015 0,1878| 0,9181| 0,9252| 0,6364| 0,1983| 0,0433
norm.TIMP-2 | n| n n 0,3231 0,3863| 0,5741| 0,6934| 0,7100| 0,7103| 0,4770




tabulka 22 : hodnoty p-value (univartai Coxiv regresni model) deéilabsolutnich a
normalizovanych (norm) hodnot expresi uvedenychkemampii hledani optimalni cut off
celkového peziti (OS) v podskupirg epidermoidni karcinom. Twné piipadré vyznaeny
hodnoty statisticky vyznamné (<0,05).
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hodnoceny -value pro jednotlivé decily p-value +
marker Il i v \% VI Vi VIl IX univariani
Coxiv
regresni
model
MMP-7 n n 0,2443 0,5333 0,2735 0,4119 0,2822 0,4005550 0,8425
norm.MMP-7 n n 0,2443 0,061 0,8684 0,8049 0,84684501 | 0,0719 0,7793
MMP-9 n n 0,1059 0,116%5 0,7149 0,5806 0,2%26 0,38656725| 0,8133
norm.MMP-9 n n 0,1059 0,1668 0,7595 0,4388 0,588653Z2| 0,6527 0,1001
TIMP-1 0,6143 | 0,620 0,565 0,17%8 0,2156 0,18021588| 0,4313 0,1610 0,0766
norm.TIMP-1 0,5596| 0,6628 0,5551 0,6384 0,4777 &1250,0381| 0,4280| 0,2913 0,4830
TIMP-2 n n n 0,224 0,2941 0,6516 0,2145 0,1860 6281 0,1189
norm.TIMP-2 n n n 0,2297 0,6410 0,260 0,5060 O4619D,1147 0,1431
tabulka 23: hodnoty p-value (univaréami Coxiv regresni model) dedilabsolutnich a
normalizovanych (norm) hodnot expresi uvedenychkemampii hledani optimalni cut off
bezgiznakového feziti OFI) v podskupiné epidermoidni karcinom. Tuené pripadré
vyznaeny hodnoty statisticky vyznamné (<0,05).
hodnoceny p-value pro jednotlivé decily p-value +
marker I Il 1] v \Y, Vi Vi VIl IX univariani
Coxiv
regresni
model
MMP-7 n| 0,1273| 0,3291] 0,6881 0,8561 0,4897 0,4706 0,683291G, 0,0680
norm.MMP-7 | n| 0,1273| 0,3291 0,9729 0,5252 0,84/5 0,9156 0,9448280Q, 0,2847
MMP-9 n| 0,1273| 0,0670 0,2340 0,2017 0,22b7 0,8257 0,8276800, 0,2728
norm.MMP-9| n| 0,1798| 0,4065 0,4309 0,3636 0,3003 0,8989 0,618@28Q, 0,9616
TIMP-1 n n 0,2874| 0,184 0,334p 0,7024 0,6341 0,7431 0,6888,4105
norm. TIMP-1| n n 0,9290| 0,6627 0,5051 0,4568 0,3432 0,2Y50 0,444%,9978
TIMP-2 n n 0,8509| 0,131Q 0,418¢ 0,3310 0,4063 0,1y87 0,68070,4876
norm.TIMP-2| n n 0,9988| 0,2674 0,4483 0,6708 0,3193 0,2047 0,444%9,2526
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tabulka 24 : hodnoty p-value (univartai Coxiv regresni model) deéilabsolutnich a
normalizovanych (norm) hodnot expresi uvedenychkamampii hledani optimalni cut off
celkového peziti (OS) v podskupiré adenokarcinom Tuené piipadreé vyznateny hodnoty
statisticky vyznamné (<0,05).

hodnoceny p-value pro jednotlivé decily p-value —
marker [ |1l i v V VI VI VIl IX univariani
Coxav
regresni
model
MMP-7 n| 0,0397| 0,3331| 0,7994| 0,5586| 0,1598| 0,9961| 0,9948| 0,9965| 0,3235
norm.MMP-7 | n| 0,0397| 0,3331| 0,6816| 0,7605| 0,3749| 0,2547| 0,9925| 0,9951| 0,3122

MMP-9 0,0335| 0,0374| 0,2670| 0,1406| 0,3624| 0,7409| 0,6083| 0,9961| 0,4587

=}

norm.MMP-9 0,0515 0,0989| 0,1449| 0,7319| 0,4034| 0,8711| 0,9396| 0,9963| 0,5283

TIMP-1 nin 0,1924| 0,0382| 0,0554| 0,2204| 0,0381| 0,5781| 0,8361| 0,4752
norm.TIMP-1 | n| n 0,3153| 0,0963| 0,0772] 0,2204| 0,3282| 0,7215| 0,9054| 0,6901
TIMP-2 nin 0,2585| 0,2039| 0,2652| 0,1406| 0,9962| 0,9950| 0,9965| 0,1392
norm.TIMP-2 | n| n 0,9803| 0,1011| 0,1512| 0,1978| 0,3110| 0,9954| 0,9962| 0,1959

tabulka 25 : hodnoty p-value (univaréai Coxav regresni model) dedilabsolutnich a
normalizovanych (norm) hodnot expresi uvedenyctkerampii hledani optimalni cut off
beziznakového peziti (DFI) v podskupiné adenokarcinom Tuené pripadré vyznaeny
hodnoty statisticky vyznamné (<0,05).

hodnoceny p-value pro jednotlivé decily p-value -
marker I Il 1] v \Y, Vi Vi VI IX univariani
Coxav
regresni
model
MMP-7 n n 0,4773 0,9827 0,6282 0,6392 0,9586 0,7604549 0,5473
norm.MMP-7 n n 0,4773 0,4626 0,3467 0,3487 0,229398T®| 0,2203 0,7595
MMP-9 n n 0,5228 0,3551 10,9987 0,9951 0,7311 0,970(¥476 0,8480
norm.MMP-9 n n 0,5228 0,4994 0,9681 0,132 0,36202236| 0,3277 0,5887
TIMP-1 0,3908| 0,3124 10,8120 0,1545 0,2683 0,1007,1750| 0,2608 0,2195 0,1469
norm.TIMP-1| 0,7160] 0,571% 0,9690 0,918 0,5806 =420,1429| 0,5570 0,135 0,1070
TIMP-2 n n n 0,0398| 0,0807| 0,4793 0,1620 0,4246 0,3092 0,0161
norm.TIMP-2 n n n 0,0500| 0,2524| 0,0519 0,0519 0,1159 0,3742 0,0438

11.3 Souhrn celkovych vysledk NSCLC p¥i hodnoceni predikce OS a DFI
v ramci celé skupiny NSCLC (epidermoidni forma eadkarcinom) pacieatnebyl prokazan

statisticky vyznamny vliv zkoumaného markeru nad@d8DFI .

11.4 Souhrn vysledk skupiny epidermoidni forma NSCLC pii hodnoceni predikce OS a
DFI

Vysledky nejsou v rdmci podskupiny NSCLC — epidednd karcinom jednozriamé. Na

strar¢ jedné byla nalezena pouze jedna statisticky vyn@acut off a na str&ndruhé se
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zamita nulova hypotéza o skaad Coxova regresniho modelu, kde byl marker TIMéh@pan
jako spojita veliina. Statistik se nicmérpriklani k existenci cut off hodnoty - 4. decil = 105
(hodnota TIMP-2). Tento vztah byl navic prokadzdnyjabsolutnich hodnotach, tak ve vztahu
k GAPDH. Tedy, Ize jej brat za skdte& nalezené cut off hodnoty. Ve skupinelkového
preziti zadnym ze spojitych Cox modehebyl vztah zkoumaného markeru prokadzan a

statistik povaZzuje vysledek normTIMP-1 u analyzykoeého eziti spiSe za faledn

pozitivni.
statisticky vyznamné cut off podskupiny epidermaitmma NSCLCjsou :
celkové preziti (OS) cut off HR p- value
normTIMP-1 7. decll 3,070 0,0381
bezpriznakové preziti (DFI)
TIMP-2 4. decil 3,164 0,0398
normTIMP-2 4. decil 2,999 0,0500

obrazek 37 :vztah statisticky vyznamné cut off exprese normTiR[,006) a TIMP-2
(105). Znazoreni rozdilu v bezfiznakovém geziti pacieni nad a pod touto hranici.

DFI

Cumulative propartion Surviving (Kaplan-Meier)
surgery till 31122007, group = EPIDERM
hledani cut off: NOBMTIMPZ

@
g
u]

Survival Bistribution Functian

T T T T T T T T
oo o.& 1.0 1.& z.0 Z.5 2.0 2.5

years_DFI

STRATA: NORMTINFZ 40x=< 0.0006 00 Q censored NOPMTINPZ d0x=< 0.0006

NOEMTIMPZ 40x=r= 00008 D00 Censored NOIMTINPZ 40x=>= 0.0006
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Cumulative propartion Surviving (Kaplan-Meier)

surgery till 31 122007, group = EPIDERM
hledani cut off: TIMPZ

1.007

0.25 7

Survival Bistributian Functiaon

.00

STRATA: TIMPZ_40x== 10%
TIMPZ 40x=== 10F

vears DFI

2 QQ censored TINPZ_40x=< 105
200 Cansored TIMPZ 40x=s= 10E

11.5 Souhrn vysledk skupiny adenokarcinom NSCLC i hodnoceni predikce OS a

DFlI

Vybrané statisticky vyznamné cut off nasledujidiésoa :

NSCLC adeno

celkove preziti cut off HR p-value
MMP7 2. decil 0,203 0,0397
normMMP7 2. decil 0,203 0,0397
TIMP1 4. decil 0,165 0,0382
MMP9 2.decil 0,193 0,0335
3.decil 0,200 0,0374

Vzhledem k tomu, Ze Zadnym ze spojitych Cox médedbyl vztah zkoumaného markeru

prokdzan, povazuje statistik tyto vysledky za fiatg3ozitivni. Také je &ejmé, Ze dle Hazard

e

Ratio (nizSi nez 1) by znamenalo, Ze vySSi hodmotakeru (nad cut off) je inverznim

faktorem vzhledem k danému vysledku (tedy legsiipi u €ch, ktgi maji marker nad cut

off). Ve vztahu k DFI nebyla dokonce Z&dnéa statisti vyznamna cut off nalezena. |

vzhledem k velkému @tu provedenych testize aiekavat gkteré faleSa pozitivni vysledky

(Cisté ze statistického hlediska) a toto byly prgwddobr ony.
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11.6 Diskuze

Celkové peziti ve skupin 76 pacient, za obdobi sledovani 3,5 roku bylo 69.74 %. #dm
tedy 23 pacierit V histologické podskupthadenokarcinomu z celkem 28 pacieaentelo
7, preziti je tedy 75,00 % . V podskugis epidermoidnim karcinomem z celkem 44 #Em
14, peziti tak ¢ini 68,18 %. Statistickymi testy nebyla prokazamadilnost v peziti
jednotlivych podskupin.

Z celkem 76 pacieait 41 (53.95 %) pezivalo ve sledovaném 3,5 ¢rom obdobi
beziznakow. Z toho ve skupi® epidermoidniho karcinomu 24 (54,55 %) padienti4, ve
skupire adenokarcinomu 16 (57,14 %) z 28 a ve sk&ipistatnich forem NSCLC 1 pacient
(25,00 %) ze 4. Qfh nebyl shledan statisticky vyznamny rozdil mednjetlivymi skupinami.

S vyjimkou TIMP-2 v podskupén epidermoidni karcinom NSCLC v bammakovém
preziti, zadny z ostatnich sledovanych maitkeetaloproteinaz resp. jejich inhibito(MMP-
7, MMP-9, TIMP-1) nevykazuje statistickou vyznamnheshodnoceni feziti. Potvrzuje to
hypotézu o Sirokém uplaini téchto markek v proteolytickych bu&nych procesech, s
Sirokou misobnosti nejen pouze v oblasti nemalattného plicniho karcinomu. Role
metaloproteindz a jejich inhibtiorse uplatuje jis€ i pti zargtlivych ¢i jinych benignich
plicnich onemoceni a je to jednim zid/oda, prat nelze tyto parametry pouZzit nezavisle pro
uréeni DFI resp. OS. Celkové a beéizmakové pezZiti navic ovliviuje faktor radikality
oper&niho vykonu a efektu adjuvantni pneumoonkologickéby. Tyto vlivy pisobi
nezavisle naigdoperanim odlEru hodnocenych paraméttMMPs a TIMPS)

[90,115,116].
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12. Shrnuti disertaéni prace

12.1 Diskuse

Stavajici klinické zkuSenosti a literarni poznatkey nefastji uzivané, klasické, nadorove
markery v problematice NSCLC povazuiedevsim CYFRA 21-1, CEA, TK, TPA a TPS
[125]. Hodnotime-li naSe vysledkydhto markei, tak jak ve skupi®nemocnych s progresi i
bez progrese karcinomu po plicni resekci, lrgldoperane nadhraniné zvySen median CEA.
Ve skupirg s progresi byly navic jeSzvySeny mediany TK a TPS. Zde rozdily vSak nebyly
statisticky signifikantni (remise vs. progrese).hga(tyden) po operaci doslo v obou
skupinach nemocnych k poklesu medianu CEA a naeiskupig nemocnych s progresi i
k poklesu CYFRA 21-1. Krotntoho ve stejném intervalu (tyden) po operaci dastbou
skupinach nemocnych k vyraznému zvySeni TK a TPSollasti patologickych hodnot.
Tento vzestup, jak bylo jiz dokumentovanoreqchozich studiich,éetn naSeho pracovist
se vyskytuje jak u operaci pro maligni nadorovanooaeni, tak u jakychkoliv rozsahlych
oper&nich zakrok, nag. pro benigni onemoéni GIT [106,126]. Souvisi tedy obetn
s pooperéni regeneraci tkd&n nikoli jen s etiologii onemoeni. Z toho tak i vyplyva, Ze
v rutinni praxi tyto markery nema smysl bezptedtt po operaci (dny, tydny) hodnotit, nebo
L2doplnovat” nakér pokud byl opomenutipdoperang.

F¥i srovnani hladin uvedenych nadorovych maikerdalSim poopetaim intervalu (l
roku) jsme mezi obma skupinami signifikantni rozdily neprokazali. Katp tomu v obdobi
jeden rok po operaci se signifikaatisily absolutni hodnoty TK, TPS a CYFRA 21-1.

Z nasSich vysledkdale vyplyva, Ze pro prognézu ma vyznam pouze CAXRPR-1 aCEA viz
tabulka 5. Vyznam CEA a CYFRA 21-1 v prognoze onem&unbyl vicekrat literaré
potvrzen [107,108,119]. Po zhodnoceni intervald®&ni nasi studie zatim nelze stanovit
optimalni hranini hodnotu (cut off), ktera by ro&ila nemocné na skupinu $ipnivou a
negiznivou progndézou a proto se drzime laboratastanovenych limit. Ze zaéra dale
plyne, Ze se nelze spolehnout na jeden nadorovkenaale je teba stanovovat nadorove
markery v kombinaci. Potvrdilo se také, Ze existugeah mezi nadorovymi markery CEA a
CYFRA 21-1 ve vztahu k histologickému typu nadorvysené hodnoty CYFRA 21-1
v obdobi rok od operace predikuji riziko recidivp<Q,05) u epidermoidni formy
bronchogenniho karcinomu a zvySené hodnoty CEA pokoperaci (p<0,05) ipdstavuji

riziko vzniku recidivy pro adenokarcinom [127,1239]
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| pri tradicnim uziti klasickych markérje treba postupovat se znalosti biodynamisghto
parametil. PredevSim proliferéni markery (TK, TPS) nelze vyuZitéasném poopetaim
obdobi, tedy tive nez po fil roce, resp. az po roce. R@&mnelze jich uzit pokud je pacient
hospitalizovan pro ndp respir&ni infekt, nebo z&livé onemocsni, kdy jsou nizce
specifické. NSE neni pro NSCLC vhodnym parametreikroa¢ paciend s jiz i klinicky
jasnou recidivou, pdpu forem karcinomu s neuroendokrinni diferencreaiochazi k elevaci
téchto markei [21]. Zastdva otdzkou, zda séi progresi NSCLC zvyrazni neuroendokrinni
slozka &chto karcinoni, nebo neuroendokrinni slozku v karcinomu ma kdadaa NSCLC
a celkovym dstem nadorové hmoty dochazi i k progresi jeji ex@relo pedpokladaji a
konstatuji autd jinych studii [8,9]. Prognosticky vyznam markeje dilezity predevsim
v pocatenim stadiu (st. 1), kdy @ekavame dle stavajiciho patologického hodnocérnpy
prabéh, petileté preziti 60-70%. Mylny staging IA, bez adjuvantni cloderapie znamena pro
nemocného vyraznhorSi geziti a elevace onkomarKelje jednim z faktal, které toto
signalizuji [129] .
Nelze pozadovat, aby vysledky markdoyly piimym voditkem pro podandi nepodani
adjuvantni chemoterapiejgsto pedevsim v poopetai dispenzarizaci je elevace mairker
nad hranici normy, nebo nadegoperani hodnoty nutné brat v potaz jako negativni jev a
indikaci dalSiho dovyssgni (CT resp. PET CT) [130].
Velmi dobré laboratorni vybaveni nasSeho pracévisb sérové i tkdové stanoveni hladin
markefi nejen klasickymi imunoanalytickymi postupy, aleT- PCR nam umoznily preiit
vztah téndt libovolného spektra analytk NSCLC. K vySeteni sérovych hodnot jsme tak
volili nejen vySe komentované klasické onkomark@yFRA 21-1, CEA, TK, TPS, NSE),
tak i zatim kratce pouzivané (MMPs a TIMP&),nowv testované parametry (MonoTotal,
IFN-y, IGF-1, IL-4, IL-6, IL-8, MCP1, PAI-1). V této ptsdni zkoumané skupinprozatim
neprokazujeme vztah k poopé&na prognoze pacietits NSCLC. Zavry uvedené Siroké
skupiny sérovych hodnot markejsme vybrali v Gvodni fazi nasi pracecasré hodnotili
jejich senzitivitu a vztah k histologii resp. stadinemoc#ni. AZ na MonoTotal a TIMP-1
jsme neprokazali statistickou vyznamnost a prote dalSi pracidmi parametry nezabyvali a
prowtovali jiné, gedevsim tkAové parametry. Souhrtiize konstatovat, Zze jsme prokéazali
vztah mezi nddorovymi markery a prognézou nemocrpehadikalni resekci pro NSCLC
piredevsim v obdobi rok po operaci a déle. Optithahizeme tak dopoxiit sledovat ped
operaci markery TK, TPS, CEA a CYFRA 21-1, kratoeoperaci (do fil roku) pouze CEA a
CYFRA 21-1. V dalSim gibéhu sledovani se pak jevi jako vhodné hodnotit 8tgko ped
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operaci celé spektrum, tedy TK, TPS, CEA a CYFRAL2Nadji do budoucna se jevi név
testovany cytokeratinovy marker MonoTotal [78,113].

Plicni intersticium fedstavuje mechanickou kostru plicni tkAmatimco bazalni membrana
vyztuzuje alveolarni epitelialni Bly. Zakladni stavebni plicni vliakna jsou kolagepuyl,
ktery zajifuje tahové nafti a elastin, ktery umdilije roztazitelnost, resp. poddajnost.
Elastinova vldkna jsou nejstabijdi a nejdéle i odolavajitfpadné destrukci. Alveolarniésta
je vystavena z kolagenu typu lll, zatimco bazalemhrana je vystlanai@devsim kolagenem
typu IV. Velka kolagenni a elastinova vlakna js@ajena tiznymi malymi fibrily, mensimi
vlakny. Popsana mezivlaknovat shepodléha destrukci jen jednim enzymem, ale vice
raznymi druhy, které kaskadou reakce rozvolni stnukiddaken. Pravépodobr ta nejmensi
vlakna nejsnaze a néjde podléhaji degradaci. Prav tomto procesu degradace popsanych
typu vlaken se vyznaminpodileji jednotlivé typy metaloproteinaz [81,90411116].

MMPs sice jsobi vyraznou destrukci infiltrované tkanale sami pedevsim v péatcich
procesu podléhajiipsné regulaci. Regulovana je jiz sama jejich gekétexprese, dale je
regulovana jejich aktivace z proenzyra tetim typem regulace jsou specifické inhibitory —
tkadnové inhibitory metaloproteindz (TIMPS). Z toho vyyh, Ze porr TIMPS/MMPs ma
vliv na rozsah ECM degradace [115]. Tento fakt jegen z hlavnich isoda, prod jsme
v nasi praci hodnotili vzdy vztah hladin MMPs/TIMRs tk&ni nadoru a v okolni nadorem
nepostizené tkani. &Sina MMPs, neni produkovana normalni, zdravou itkate naopak
tkani ktera odolava zétu, nadoru, nebo jiz v ni probihaji rep&ara pochody. Produkci
MMPs tak ovliviuji nejen TIMPs, ale i obecné cytokiny — jako iféeon gama (INFy) |,
interleukiny (IL-s), tumor necrosis factor (TNF).NUWPs tak hraji dlezitou roli v plicni
imunité, nejen nadorovych onemagn [89]. Uplaténi v burgééné imunit spaiva v
ovlivnéni migrace a fisobeni makrofaga mezibuacéné komunikace.

Plicni povrch je exponovan exogennim uhv a pokud je poskozen, je nuthd ECM
remodelace a naprava. Podle dosavadnich experimiehtgpraci na mySim modelu ma
nepochybny vyznam MMP-9 [131]. Jeji deficii plicnim poSkozeni bleomycinem znamené
abnormalni bronchiolizaci. Déle bylo riégdad prokazano, Zze inhibice metaloproteinaz
pusobi jako prevence extravazace lymfdécgio venul endotelia, na experimentu peéran
mysi plicni tkag MMP-3 redukuje vyplaveni neutraiil[132]. Da se tak wthto gipadech
oznait pasobeni MMPs jako negativni ovligni burééné imunity.

Velice slozity a komplexni je proces mezibtmé komunikace, probihajici interakté/n
MMPs podléhaji ovliviini cytokiny a chemokiny a naopak jejich aktivitgami ovliviiuji.

Napriklad rekteré MMPs se ovlifuji navzajem s tumor necrosis factofTNF-o).
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Je jisté, Ze tyto popsané&je se uplatuji nejen v tumorogenezi, ale i jinych plicnich
patologiich, pedevsim zastlivych (v¢. TBC) — viz obrdzek 38 [89]. Tedy nididad pi
chronické obstrudni plicni nemoci, astmatu, sarkoidoze, tuberkulgaggumonii. S timto

ovlivnénim vysledk je nutné pak patat.
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Obrazek 38 :schéma fisobeniMycobacterium tuberculos"(-:i;/ITb) na makrofagy/monocyty
vede k jejich rozpadu, tak uvami primo proenzym metaloproteinaz (MMP-1, MMP-9),
tumor necrosis faktoru (TNF). Tak poSkozeni memiggitelidlnich (alveolarnich) bk,
dalSi aktivacmetaloproteinadzinaktivaci jejich inhibitoéi (TIMP-1) a disledkem je destrukce
vlaken plicniho intersticia [89].

Penetrace bazalni membrany a degradace extr@celohatrix tak jsou zakladni procesy p
progresi nadorovych bghk do vzdalenych orgdin Matrixové metaloproteinazy MMPs, jsou
jedny z enzym, které to umoiuji. Jednim z markér ktery zkouma nase prace, je MMP-9
(92kDa, Typ IV kolagenazyi gelatindza B), kteréa je schopna degradovat gektkolagen
typu 1V, které jsou pravzakladnimi komponentami bazalnich membran. Prvacev této
oblasti vSak neprokazaly klinicky vyznam a byly aklanim [133]. Jednalo se vSak o
porovnani vSech stadii (I-IV) NSCLC, resp. ob&dmrcinomi. Tam Zistavd mezinarodni
hodnoceni nizSich stadii NSCLC, tedy préavch resekabilnich stadii | a He jevi nap
MMP-9 jako mozny samostatny prognosticky faktomleepraw pTMN. Tato studie se svym
zaneienim podobala studii naSgitala 147 po sab nasledujicich pacieit kde byla
provedena RO resekce, tedy bezikazu vzdalenych metastaz (Mg&) N3 lymfatického
postizeni. MMP-9 byly stanovovany imunohistochergjcirovedeno standardni statistické
zpracovani, a umrti na zakladni onemwinbylo podkladem pro konstrukce Kaplan-Meier
diagrantt preziti. Prace byla navic exaktni v tom, Ze odebramérky tkare byly
diferencovany na ty, kde bylo < 5% nadorovychdikrkde > 95% nadorovych bék, jako
homogenni nadorovou, resp. nenadorovoti k@statni jako tkhnenadorovou. V této praci
jako vyznamny negativni prognosticky faktor vychélevace MMP-9 fedevsim ve skup#y
kde je homogenni zastoupeiiépahy nadorovych bwhk [134].

Fakt, Ze byl ve zmimé praci prezentovan p@mvlastnich nddorovych bgk v odebrané

tkani je dilezity. Je nepochybné, Ze v makroskopicky odebraddorove tkani nejsou
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piitomy jen nadorové hiky, ale i buiky nemaligni a intersticialni tki& Tento fakt nize
zkreslovat absolutni vysledky expresife$to pro klinickou aplikacéthto zaéri povazujeme
odk@r nadorové tkantimto zpisobem za dostatey. I1zolace samostatnych nadorovych &un
aplikace, uziti v praxi.

NaSe vysledky potrzuji, Ze MMPs i TIMPs owliyji proces tumorogeneze a nasledného
metastazovani. Nelze je vSak vyuZit jako nezavpmlédikni faktory celkového resp.
beziznakového peziti. Je rejmeé, Ze inhibitory metaloproteinaz (v naSem soubtw
potvrzuje vysledek TIMP-1) jsou exprimovany ve wWsgch hodnotach iedevsim
v pacateenich fazich nadoru. Tehdy je velka tendence tlprodukci metaloproteinaz, které
provadi destrukci zdravé b&imé matrix, resp.ifmo bazalnich membran btk Po dosazeni
urcité velikosti resp. progrese nadoru se tato schetpeloninuje a inhibitory metaloproteinaz
(TIMP-1) se chovaji nezavisle, resp. bez mozndstuwna pisobnost metaloproteinaz.
Mechanismus proteolytickéhaotiaku MMPs a inhibiniho &inku TIMPs je nepochybny.
Dokladuji to dobe i naSe vysledky ipdevSim vySéenim gFimo tk&iové exprese. Sérové
vysledky nejsou dostate¢ senzitivni a dynamika jejich zm neni az na vyjimky vyrazna. Za
piinos naSi prace povazujeme komparaci exprese MMRAMRBS v nenadorové tkani resp.
plicni tkani jedind bez maligniho onemoéni, kterd je z pochopitelnychidodi obtizre
ziskatelna. Minimalni mnoZzstvi tk&ri100 mg) paiebné k RT-PCR zpracovani a uskl&ain
bylo odebrano z malych tké@vych vzorki pacienti, ktefi byli operovani pro diagnozu
intersticialniho plicniho procesu nebo pro bulognifyzém a byla jim tedy resekovadast
plicni tkaré. Se souhlasem paciéngsme tak vytvéili soubor, ktery je velice cenny nejen
hodnocenim, které jsme provedli my, ale i jejichhaéanim v zamraZzeném stavu do
budoucna. Tak se skyta dale moznost jejich zpradavéalSiho hodnoceni.

Nevyhodou tkaovych vzorki zistane fakt, Ze jsou odebratelné pouze wdmgterace. Tim
se dala do jisté mirytrpdpokladat i jejich minimalni prediki schopnost, ktera je navic
ovlivnéna jednak radikalitou operace a palegevsSim poopetai adjuvantni l8bou. Tedy
faktory, na kterych je odip tkare v pribéhu operace nezavislyi€sto pedevsim vysledky
hodnoceni TIMP-2 jsou velice slibné i zghto podminek. Domnivame se na zakladsich
vysledlka, Ze hlavé mira schopnosti inhibice metaloproteindz je vyzmam faktorem
ovliviiujicim rychlost progrese a metastazovani vlasthi@@inomu. Po fekraeni ugité
limitni hranice doché&zi, pak k dalSimu jiz na TIMiRszavislémuistu nadorové masy.dse
neprokazala predéki schopnost ostatnich ve tkani odebranych markea velice cenné

povazujeme alespigrowieni mechanismu jejich¢inku pii bunécné nadorové progresi. Tyto
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zawry a vysledky maji vSak prozatim vyznam pouze potast klinického vyzkumu, nez
klinické praxe. Revoditelnosti do praxe brani hlavrcelkovd cena vySgni a stim
souvisejici zpozghé zpracovani vzotkod operace (jednintinidlem wtSiho pd@tu vzorki
najednou). Optimalni situace — adlikan® na histologické zpracovanfipperaci a sotasré
malého vzorku k brzkému RT PCR stanoveni hladimdkgch paramer a tak vysloveni
prognostického indexu — tak zatim nedosahujeme.

Ze sérovych markérpotvrzujeme vyuZzitelnostipdevsim CYFRA 21-1 pro epidermoidni
karcinom a CEA pro adenokarcinom, v kombinaci s@8KPS. Bnosnym se navukazuje
byt i cytokeratinovy marker MonoTotal. Nadale viaati, Ze pro NSCLCistava jako lepsi
prognosticky faktor nez markery stddium onentoén uzlinovy staging, metastatické
postiZzeni. AZ pak je asi moznéiadit onkomarkery. Tyto sice prakticky nemaji vyzngin
screeningu NSCLC, ale vhogmolenymi kombinacemi,ipznalosti fedoperanich hodnot je
lze UsgsSre vyuZivat i pooperéni dispenzarizaci. Elevace onkomarkeeni v sotiasném
pohledu pneumonkoldg indikaci k podani neoadjuvantni chemoterapie. Taistava
patologické stadium IB a vysSi, s ohledem na celketav nemocného. V dispenzatiném
obdobi vSak plati, Ze elevace onkomaitkpotvrzena suspekci na progresi, resp. recidivu
nadoru na CT, resp. PET CT obraze indikaci k novépadani chemoterapie, resp.

radioterapie jednoziag je.

12.2 Zawr s uvedenim novych poznatk

Z celého spektra nami vygenych marker pro klinické vyuziti pro NSCLC - odhad
rozsahu malignity a prognoézy - v s@snosti ma stale klinicky nejtsi vyznam vySébvani
klasickych onkomarkér Tedy hlave CYFRA 21-1 (vice senzitivni pro epidermoidni
karcinom) a CEA (pro adenokarcinomjedoperané i kratce poopermé. Dale TK a TPS,
které projevuji rychlé, dynamické zmy, odrazejici obe@nburé¢nou proliferaci. Takova
proliferace niZze byt vSak podnicena jak nadorovou progresi, taspecificky zatlivym
onemocgnim, ¢i procesy hojeni ¥asném poopetaim obdobi (az do asiup roku od
oper&niho vykonu). NSE neni k monitoringu NSCLC vhodm&ba k nafistu markeru
dochazi az vterminalni fazi onemeéon navic v zavislosti na #f@ neuroendokrinni
diferenciace nemalobténeho karcinomu plic. Nav piinosnym se jevi cytokeratinovy
onkomarker MonoTotal, senzitivnifgdevSim pro epidermoidni formu nemalotngho
karcinomu plic.

Vyhodnocenim tk#ovych vzorki prokazujeme vyznam tkévych metaloproteinaz (MMP-
7 a MMP-9) a hlava jejich inhibitora (TIMP-1 a TIMP-2) v f@istu a progresi NSCLC.



86

Novym zjiS€nim je zejména laboratorni potvrzeni damky role TIMPs jako nezavislych
enzymi. V prvni fazi Gstu karcinomu TIMPs inhibuji produkci proteolytiaty enzyni,
piedevSim metaloproteinaz. Lze dokonce detekovat enots expresi TIMPs v okolni,
nadorem nepostizené tkani. Po dosazetiféuvelikosti nadoru dochazi ke ziaegulaniho
vlivu na rist karcinomu a dale k nezavislé produkci TIMPs.ditla exprese TIMPs klesa a je
srovnatelna dokonce s expresi v plicni tkani pagieepostizenych NSCLC, resp. benignim
plicnim onemocénim. Tak je tomu festo, Ze metaloproteinazy a jejich inhibitory(MM&s
TIMPS) nejsou jen enzymy resp. inhibitory karcinogee, ale i angiogeneze aj. Uplgt se i
v regulaci piibéhu jinych nenadorovych postizeni plicni tkaRresto u malého souboru nami
vySetenych pacierit s benignim plicnim onemoénim (bulozni emfyzém, intersticialni
plicni onemocwni) nedochazi k takové elevaci TIMPs, jako v nadérbokolni nenadorove
plicni tkani véasném stadiu NSCLC. Z etickyclivabdi, nebylo a neni v naSich mozZnostech
ziskat ke komparaci plicni tk&ijicich zdravych jedinc

NaSe vysledky potvrzujifpdpoklad, Zze MMPs a TIMPs nejsou vzhledem k meschani
svého dinku idealni pro pedpo¥d celkového a bezfznakového feziti. Jde o enzymy
s Sirokym spektrem dinku. Navic jsou tyto parametry stanovené ¥atku &by (v dok
operace) naslednovlivnény fadou faktoli. Predevsim rozsahem, resp. radikalitou operace,
dale rozsahem adjuvatni chemoradioterapie a aglimrganismu na ni. V naSem souboru 78
pacienfi prokazujeme predikci pouze vipads TIMP-2 ve vztahu k bezfznakovému feziti
u epidermoidni formy karcinomu. Ojedig statistické vyznamnosti jinych markenebyly
potvrzeny dalSimi statistickymi testy. Péarychly rist exprese TIMPs {pdevSim TIMP-2)
v ¢asném stadiu karcinomu, ktera je vySSi nez u béstigplicnich onemoaimi a dokonce
prediktivni vyznam pro be#fznakové peZiti ¢ini hlavre z inhibitori metaloproteoinaz
(TIMPs) nadjné markery pro dalSi vyzkum thkdvych expresi v nemalob&mém karcinomu

plic.
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Non-small-cell Lungr@ar, nemalobusgny plicni karcinom
Neuron specifiekilaza
Overal survivatetkové peziti
Plasminogen Aetior Inhibitor-1
Plasminogen adtvanhibitor 1
Positronova emismiegrafie v kombinaci s CT
Prostase-speeifiigen
Protein RAS (p21)
Receiving operativeves (kivka statistického grafu)
Reverzni transkrippejena s PCR
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16. Souhrn

VYUZITi NADOROVYCH MARKER UV POOPERACNI PROGNOZE
NEMALOBUN ECNEHO KARCINOMU PLIC.

Uvod :

V Klinické praxi NSCLC jsou stale ngstji uzivanymi prognostickymi parametry stadium
onemocgni, postizeni lymfatickych uzlin hilai mediastina Tyto faktory nejsou dostaié a
proto se hledaji nové prognostické parametry — oréd@ery. Zatim uplatmi onkomarkei
pro NSCLC je hlavé k monitoraci efektu &y pogipad detekci relapsu karcinomu. Prace
je zangiena na zhodnoceni vyznamu matkpro NSCLC.

Metodika :

Celkovy soubor zahrnuje 125 pacignktei byli operovani pro NSCLC v létech 2004-2007.
Postupg byly hodnoceny déii skupiny pacierit Sérové markery CYFRA 21-1, CEA, TK,
TPS, NSE imunoanalyticky u 34 paciénSérové parametry angiogeneze LumfheMAP®
technologii u 27 pacietn Imunoanalyticky stanovené sérové hodnoty cytdkerau 125
pacienti. Exprese metaloproteinaz (MMP-7, MMP-9) a jejinhibitora (TIMP-1, TIMP-2)
vtkani NSCLC u 91 pacieintvs. plicni tkani pacieiit s benignim onemoénim (12
pacienfi). Na za¥r hodnoceni OS a DFI dle tkdvé exprese metaloproteinaz a jejich
inhibitord v souboru 76 pacieint Srovnani bylo provasho v klinické skupig progrese a
remise.

Vysledky :

Hodnoty p-value, rozdil sérovych hodnot daného markeru mezi skupinami senvs.
progrese, rok a déle od operatiri pro TK=0,0176; TPS=0,0378; CYFRA 21-1=0,0179.
Vyznamny je rozdil sérovych hodnot paciente skupig remise vs. progrese pro
cytokeratinovy marker MonoTotal (p= 0,0077). V pkuaisiné adenokarcinom je vyznamny
rozdil (p< 0.05) mediah hodnot oproti skupipacient s benignim onemoénim.

Vyznamné jsou rozdily v absolutnich i normalizovetmyhodnotach tkéovych expresi
MMP-7 i TIMP-1 (p=0,003, resp 0,0018) mezi tkani®LE a benigni plicni tkani.

Hodnota exprese TIMP-2 v opérg odebrané tkani epidermoidni formy NSCLC je
statisticky vyznamny (p=0,0398, resp. 0,0500) fakbezgiznakoveho feziti, ostatni
hodnocené parametry nikoli.

Zaveér :

Z vySetenych marker ma stale Kklinicky nejtsi vyznam vySééeni klasickych
onkomarkei, predevSim CYFRA 21-1, n&v MonoTotal (senzitivni pro epidermoidni
karcinom) a CEA (pro adenokarcinom). Dale TK a TR®ré projevuji rychlé, dynamické
zmeny dle klinického stavu. Prace potvrzuje vyznam atugtroteinaz (MMP7, MMP-9 a
TIMP-1 a TIMP-2) v fistu a progresi NSCLC. Rychlyst exprese TIMPs {pdevsim TIMP-
2), z nich¢ini nadéjné markery pro budouci vyzkum.
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17. Summary

USE OF TUMOR MARKERS IN POSTOPERATIVE PROGNOSIS OF NON-SMALL-
CELL LUNG CANCER

Introduction:

The most frequently used prognostic parameterdimical practice of NSCLC are disease
stadium and affection of hilar or mediastinal lympddes. These phactors are not sufficient
and therefore new prognostic parameters - tumokenar- are being searched for. Tumor
markers regarding NSCLC have mainly been used sdofanonitore effects of medical
treatment or detection of carcinoma recurrencye $tudy concentrates on assessment of
tumor markers significance for NSCLC.

Methods:

The total group includes 125 patients operatedooMNSCLC in the years 2004-2007. Single
groups of patients were assessed successivelynSaarkers CYFRA 21-1, CEA, TK, TPS,
and NSE were assessed in an immunoanalytical wa4 ipatients: Serum parameters of
angiogenesis through LumingxMAP®_technology were assessed in 27 patients. Serum
values of cytokeratins were assessed in an immahgaral way with 125 patients.
Expressions of metalloproteinases (MMP-7, MMP-Q) #meir inhibitors (TIMP-1, TIMP-2)
were assessed in NSCLC tissue with 91 patientsiraddng tissue with 12 patients with
benign pulmonary disease. Finally, OS and DFI wassessed in accordance with tissue
expression of metalloproteinases and their inhibit@ith a group of 76 patients. Comparison
was executed in clinical groups of progression rameission.

Results:

A year or longer time after a surgery, p-valuedes of differences of serum values of given
markers between remission and progression groupsfalowing: for TK=0,0176 for
TPS=0,0378 and for CYFRA 21-1=0,0179. A signfficdifference was detected in serum
values of the remission group patients comparethégrogression group of patients for the
cytokeratin marker MonoTotal (p= 0,0077). In theemadcarcinoma group there was a
significant difference of median values<(p,05) detected compared to the group of benign
pulmonary disease patients. Significant are diffees of both absolute and normalized
values of the tissue expressions of MMP-7 and TIMfp=0,003; 0,0018 resp.) between
NSCLC tissue and benign lung tissue. The expresatre of TIMP-2 of squamous form of
NSCLC tissue taken during a surgery is a statiyicagnificant (p=0,0398; 0,0500 resp.)
factor of disease free interval, whereas otherssgskeparameters are not.

Conclusion:

Regarding all the tested markers, the most clilyicgignificant are classical tumor markers,
predominantly CYFRA 21-1, recently MonoTotal (sénsi for squamous carcinoma), and
CEA (for adenocarcinoma). Other significant markars TK and TPS which show fast and
dynamic changes according to clinical state. THigdys confirms the significance of
metalloproteinases (MMP7, MMP-9, and TIMP-1 and PHd) from the point of view of
growth and progression of NSCLC. Rapid growth oMPE (mainly TIMP-2) expression
makes these markers promising for future research.



