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Abstrakt

Vyuziti novych biomarkeru pro zefektivnéni diagnostiky a optimalizaci 1é¢by nadori

traviciho traktu

Uvod:

Nédorové markery patii ke standardnim diagnostickym prostfedkiim. Uplatiuji se
predevsim v monitorovani pribéhu onemocnéni a ke kontrole uspésnosti 1éCby. Dillezité je
sledovani dynamiky zmén. Zména hladiny biomarkeru mtize predchézet klinické manifestaci
a tim vést k casné diagnostice relapsu, a to ve svém dusledku znamena zlepSeni kvality Zivota
vcetné prodlouzeni pteziti. Posledni dobou se setkavame s fadou diagnostickych algoritm,
kdy se za pomoci statistickych metod navrhuji algoritmy vypocti odhadu rizika pfitomnosti

nadoru, ¢i rizika progrese nadorového onemocnéni.

Cile prace:

Cilem prace je ovéfit nové biomarkery pro diagnostiku rakoviny zaludku a vypracovat
optimalni algoritmus jejich pouziti. Dale posoudit vyznam stanoveni cytokeratinovych
markerti - Tkanovy polypeptidicky antigen (TPA) a Tkanovy polypeptidicky specificky
antigen (TPS) pro diagnostiku metastatického kolorektalniho karcinomu v jatrech a provedeni
pilotni studie hladin FGF23 u osob s kolorektalnim karcinomem a dal$imi nadory traviciho

ustroji.

Metody a soubory nemocnych:

Pro analyzu pacientskych vzorkt byly pouzity metody na principu imunoradiometric-
kého, chemiluminiscen¢niho, enzymoimunoanalytick¢ho a fluorescenéniho stanoveni. Pro
kazdy feseny problém byl vybran specificky soubor pacientii. Byly hodnoceny skupiny
pacientii se zhoubnymi nadory zaludku (105 osob), kolorektdlnim karcinomem v rtiznych
stadiich (60 osob) a skupina pacientll s naddory kolorekta s metastatickym postiZzenim jater

(111 osob). Jako kontrolni byly hodnoceny skupiny zdravych osob.

Vysledky a diskuze:

Tato kapitola je ¢lenéna podle feSenych problematik.



Karcinom zZaludku.

Vysledkem naseho vyzkumu je matematicky model pro vypocet rizika karcinomu
zaludku, ktery jsme nazvali Gastric Cancer Index — GCI. Pti pouziti GCI jsme doséahli nejlepsi
ROC kiivky a nejvyssi AUC. V nasledné studii se zaméfime na ovéteni piinosu jednotlivych
parametril naSeho matematického modelu a celkové vylepSeni algoritmu pro vypocet indexu
GCI. Z vysledkli mizeme konstatovat, Ze naddorové markery CEA a CA 72-4 zlstavaji
nejlepSimi jednotlivymi markery pro diagnostiku karcinomu Zzaludku. Ujistili jsme se, Ze
MMP-1, MMP-7, OPN a PIVKA II jsou slibnymi kandidaty na nové biomarkery pro detekci
karcinomu Zzaludku. Potvrdili jsme niz$i hladiny pepsinogenu-I, vyssi hladiny gastrinu a
pfitomnost Helicobacter pylori jako rizikové faktory vzniku karcinomu zaludku. Vytvofili
jsme matematicky algoritmus pro posouzeni rizika karcinomu zaludku v lidské populaci. Je
nutné provést dalsi studie a ovefit nase zjisténi na vétSim souboru pacienttl.

Metastazy kolorektalniho karcinomu do jater.

Pfi vyhodnoceni druhého souboru pacientl jsme se zaméfili na zmény v hladinach
nadorovych markert v jednotlivych stadiich a na interpretaci vysledkl pacientli bez metastaz
a s metastazami. Z uvedenych dat vyplynulo, Zze kazdy z pouzitych markert byl statisticky
vyznamné vyssi u stadia IV v porovnani se stadii [ + II + III. CEA je nejbéznéji pouzivanym
nadorového markerem v séru a tfada studii uvadi jeho vyznamné zvysSeni u pacientd
s jaternimi metastazami. Pokud vychazime z ROC kiivek a z AUC, které jsou vysledkem nasi
studie, je ziejmé, ze CEA (AUC=0.6903) nedosahuje takové uspésnosti pti detekci metastaz
jako oba cytokeratiny — TPS (AUC=0.9912) a TPA (AUC=0.9116). NaSe zjisténi jsou
v souladu se zjiSténimi dalSich autord, ktefi se zabyvali stejnou tématikou.

Vyuziti fibroblastického ristového faktoru (FGF23) v diagnostice kolorektalniho
karcinomu.

Hodnoty FGF23 u pacienti s kolorektalnim karcinomem jsou statisticky vyznamné
vy$$i, nez hodnoty namétené u zdravé populace. Podle minimo-maximalnich hodnot je vSak
patrné, ze FGF23 nebude pouzitelné jako biomarker zachytu v casnych stadiich. Naopak,
pokud jsme hodnotili pouze nemocné ve stadiu IV, kde byly namétené hodnoty nejvyssi, bylo
srovnani se stadii I, IT a IIT velmi optimistické. Hodnoty FGF23 téchto skupin se vibec
nepiekryvaly. Je vSak nutné poznamenat, Ze se jednalo o velmi maly soubor. Klinickou

vyuzitelnost této informace je nutné ovértit na vét§im souboru pacienta.



Zavéry:
Skupina pacientii s karcinomem Zaludku:

- Multivaria¢ni regresni analyzou byl navrzen algoritmus pro vypocet rizika
karcinomu Zaludku ve tvaru: GCI = CEA * 0,6315 + 0,9344 * CA72-4 —
Pepsinogen-1I * 0.00217 + Helicobacter pylori * 0,0362 + MMP-7 * 0.00180.

- CA 72-4 stale ziistava nejlepSim jednotlivym naddorovym markerem pro
diagnostiku karcinomu Zaludku.

- SniZena hladina pepsinogenu-I, vyssi hladina gastrinu a pfitomnost Helicobacteru

pylori jsou rizikové faktory vzniku karcinomu zaludku.

Skupina pacientii s metastizami kolorektalniho karcinomu:

- Cytokeratinové nadorové markery TPA a TPS je mozné doporucit pro pouziti
v diagnostice jaternich metastaz kolorektalniho karcinomu.

- Kombinovany test CEA + cytokeratin ma lepsi senzitivitu nez pouziti samotného
CEA.

- Nejvyssi senzitivity pti detekei jaternich metastaz, témer 100%, je dosazeno pfii
pouziti kombinace CEA a TPS. Pokud zvolime cut-off, ktery byl vypocten pro
jednotlivé testy samostatné, je nutné pocitat se specificitou na urovni 80%.

.....

od vicecetnych metastaz v riznych lokacich.

Skupina pacientii s vyuZzitim FGF23 v diagnostice kolorektalniho karcinomu:
- Hodnoty FGF23 u kolorektalniho karcinomu se statisticky vyznamné li$i od
zdravé populace.
- Vyrazné zvySené hodnoty je mozné nalézt u metastatickych forem onemocnéni.
- Vyuzitelnost FGF23 k ¢asnému zachytu metastaz bude nutné ovétit na veétsi

skupin¢ pacientd.

Kli¢ova slova:
Néadorové markery, solubilni cytokeratinové fragmenty, FGF23, imunoradiometrické
stanoveni, chemiluminiscen¢ni stanoveni, kolorektalni karcinom, karcinom zaludku,

metastatické jaterni postizeni, CGI.



Abstract

Utilisation of New Biomarkers for the Optimalization of Diagnostics and Therapy of

Tumors of the Gastrointestinal Tract

Introduction:

Tumor markers are standard diagnostic tools. They are mainly used to monitor the course of
the disease and to check the efficacy of the treatment. It is important to observe dynamics.
Changing the level of the biomarker can prevent clinical manifestation and lead to early
diagnosis of relapse, which in turn means improving the quality of life, including prolonging
survival. Recently, we have encountered a number of diagnostic algorithms that suggest
algorithms for estimating the risk of tumor presence or the risk of progression of cancer, using

statistical methods.

Objectives:

The aim of this work is to verify new biomarkers for the diagnosis of gastric cancer and to
develop an optimal algorithm for their use. Further, to evaluate the importance of cytokeratin
markers - Tissue Polypeptide Antigen (TPA) and Tissue Polypeptide Specific Antigen (TPS)
for the diagnosis of metastatic colorectal carcinoma in the liver. To carry out a pilot study of

FGF23 levels in people with colorectal carcinoma and other gastrointestinal tumors.

Methods and patients:

Patient samples were analyzed wusing immunoradiometric, chemiluminescence and
fluorescence assays. For each solved problem, a specific patient set was selected. Groups of
patients with malignant tumors of the stomach (105 persons), colorectal carcinoma at various
stages (60 persons) and a group of patients with colorectal cancer with metastatic liver disease

(111 persons) were evaluated. Control groups of healthy individuals were evaluated.

Results and Discussion:

This chapter of the thesis is structured according to the solved problems.



Stomach cancer.

The result of our research is a mathematical model for calculating the risk of stomach cancer,
which we called the Gastric Cancer Index - GCI. When using GCI, we achieved the best ROC
curve and the highest AUC. In the follow-up study, we will focus on verifying the benefits of
the individual parameters of our mathematical model and the overall improvement of the
algorithm for calculating the GCI index. From the results, we can state that tumor markers
CEA and CA 72-4 remain the best individual markers for the diagnosis of gastric cancer. We
have assured that MMP-1, MMP-7, OPN and PIVKA II are promising candidates for new
biomarkers for the detection of gastric cancer. We have confirmed lower levels of
pepsinogen-1, higher levels of gastrin and the presence of Helicobacter pylori as risk factors
for gastric cancer. We have created a mathematical algorithm for assessing the risk of gastric
cancer in the human population. Further studies need to be carried out to verify our findings in
a larger patient population.

Metastases of colorectal carcinoma to the liver.

In evaluating the second set of patients, we focused on changes in tumor marker levels at
individual stages and on interpretation of patient results without metastasis and with
metastasis. From the above data, each of the markers used was statistically significantly
higher in Stage IV compared to Stage I + II + III. CEA is the most commonly used tumor
marker in serum and a number of studies show its significant increase in patients with hepatic
metastases. Based on the ROC curves and the AUC resulting from our study, it is clear that
CEA (AUC = 0.6903) does not achieve such metastatic detection success rates as both
cytokeratin - TPS (AUC = 0.9912) and TPA (AUC = 0.9116). Our findings are in line with
the findings of other authors who have dealt with the same topic.

Use of fibroblast growth factor (FGF23) in the diagnosis of colorectal carcinoma.

FGF23 values in patients with colorectal cancer are statistically significantly higher than those
measured in the healthy population. However, according to the minimal-maximal values, it is
evident that FGF23 will not be useful as a marker of capture at early stages. Conversely, when
we evaluated only the patients in stage IV, where the measured values were the highest, the
comparison with stages I, Il and IIl was very optimistic. The FGF23 values of these groups
did not overlap at all. However, it should be noted that this was a very small set. The clinical

relevance of this information should be verified in a larger patient population.



Conclusions:

Group of patients with gastric cancer:

- A multivariate regression analysis was designed to calculate the risk of stomach cancer risk
in the following form: GCI = CEA * 0.6315 + 0.9344 * CA72-4 - Pepsinogen-1 * 0.00217 +
Helicobacter pylori * 0.0362 + MMP-7 * 0.00180.

- The CA 72-4 remains the best single tumor marker for the diagnosis of gastric cancer.
- Reduced levels of pepsinogen-I, higher levels of gastrin and the presence of Helicobacter

pylori are risk factors for gastric cancer.

A group of patients with colorectal carcinoma metastases:

- Cytokeratin tumor markers TPA and TPS can be recommended for use in the diagnosis of

colorectal carcinoma liver metastases

- The combined CEA + cytokeratin test has better sensitivity than CEA alone.

- The highest sensitivity to nearly 100% liver metastasis is achieved with the combination of
CEA and TPS. If we choose a cut-off that has been calculated for each test individually, it is

necessary to calculate the specificity at 80%.

- Cytokeratin markers, like CEA, cannot distinguish pure liver metastases from multiple

metastases at different locations.

A group of patients using FGF23 in the diagnosis of colorectal cancer:

- FGF23 values in colorectal cancer are statistically significantly different from the healthy
population.

- Significantly elevated values can be found in metastatic forms of the disease.
- The usefulness of FGF23 to early diagnosis of the metastasis will need to be verified in a

larger group of patients.

Keywords:
Tumor markers, soluble -cytokeratin fragments, FGF23, immunoradiometric assay,

chemiluminescence assay, colorectal carcinoma, gastric cancer, metastatic liver disease, CGI.
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1 Uvod

Béhem poslednich 10 let doslo k vyraznému pokroku v diagnostice a zejména lé¢ebnych
moznostech nadorovych onemocnéni. PfestoZze incidence nadorovych onemocnéni stoupa
mezirocné v praméri o 4%, u nekterych lokalizaci se Gspésnost 1écby promita do setrvalého
poklesu umrtnosti.

Nadorové markery dnes patii ke standardnim diagnostickym prostiedkiim. Uplatiiuji se
pfedevsim v monitorovani pritbéhu onemocnéni a ke kontrole uspésnosti 1écby. Posledni
dobou se za pomoci statistickych metod navrhuji algoritmy odhadu pfitomnosti nadoru v
organismu, ¢i rizika progrese nddorového onemocnéni. Prace je ¢lenéna na nasledujici ¢asti:

Piehled sou€asnych znalosti o dané problematice

Cile prace

Metodicka ¢ast

Vysledky a diskuze

Zavery pro praxi

Perspektivy

2 Prehled soucasnych znalosti o dané problematice

Incidence nadorovych onemocnéni celosvétové vzrlsta, a to zvlasté ve vyspélych
zemich. V Ceské republice je situace podobnd, u nékterych typt nadorovych onemocnéni jsou
statistickd Cisla alarmujici. Nadorova onemocnéni zazivaciho traktu (GIT) tvoti celou Ctvrtinu

vSech nadori v Ceské republice.

2.1 Epidemiologie nadori Zaludku a kolorekta

Karcinom zaludku je celosvétové onemocnénim s mirné klesajici incidenci, je vSak
patym nejcastéjSim nadorovym onemocnénim. Jsou rozliSovany dvé lokalizace; kardialni a
nekardialni, které se od sebe lisi nejen lokalizaci, ale pfedev§im epidemiologicky, rizikovymi
faktory a klinickym obrazem. U evropské populace se vyskytuje nejcastéji forma kardialni
[Ferlay, 2015] s pifevahou vyskytu u muzd. V centralni Asii rovnéz pievazuje nador kardie
[Kamangar, 2006], ale v jihovychodni Asii dominuje nekardidlni lokalizace karcinomu
zaludku [Ang, 2014]. V nékterych zemich, naptiklad v Australii, USA a Velké Britanii,
nachazime srovnatelnou incidenci obou typti nadori [Colquhoun, 2012]. V Ceské republice se

nejcasteji, obdobné jako ve vétsiné Evropy, vyskytuje karcinom zaludku v kardidlni lokali-
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zaci. Incidence karcinomu zaludku byla v roce 2014 16,27 muzti/11,45 zen na 100 000 oby-
vatel. To je v absolutnich &islech 1454 nové diagnostikovanych nadort [UZIS CR, 2016].

vvvvvv

v Tabulce 1.

Tabulka 1. Ptehled rizikovych faktort pro karcinom zaludku [Kamiri, 2014]

Kardialni lokalizace Nekardialni lokalizace

Veék Veék

Muzské pohlavi Muzské pohlavi

Koureni Koureni

Rasa Rasa

Rodinna zatéz Rodinna zatéz

Nedostatek fyzické aktivity Nedostatek fyzické aktivity

Malé mnozstvi vlakniny ve stravé Malé mnozstvi vlakniny ve stravé

Ozarovani vanamnéze Ozarovani vanamnéze
Alkohol

Obezita H.Pylori

Gastroesofagealni reflux Nizky socioekonomicky status
Vysoky pfijem slaného a uzeného jidla
Nizky pFijem ovoce a zeleniny

Zatimco vétSina nadortt Zaludku vznika sporadicky, odhaduje se, ze 5 az 10% muize mit
familidarni komponentu a 3 az 5% nadord vznika na zakladé vrozenych predispozi¢nich
syndromt [Lindor, 2008].

Kolorektalni karcinom (KRK) je tfeti nejCastéj$i nador mezi muzi a druhy mezi
zenami, coz prestavuje 10% vSech nadord po celém svéte [Siegel, 2011]. KRK je jednou z
nejcastéjSich onkologickych diagnéz a ve vSech vyspélych statech jeho incidence setrvale
nariistd. Ceska republika navic obsazuje pfedni mista v mezinirodnim srovnani. Podle
nejnovejSich dat GLOBOCAN z roku 2012 [Ferlay, 2013] stoji ¢eskd populace muzi v
evropském piehledu na 3. misté za Slovenskem a Mad’arskem, u zen potom obsazujeme 10.
nejvyssi pozici v Evropé. Incidence je vyssi 1,4x u muzi nez u Zen. V roce 2014 byla
incidence KRK v CR 79,09/100 000 obyvatel a mortalita 38,15/ 100 000 obyvatel.

V absolutnich ¢islech bylo v roce 2014 diagnostikovano 8160 novych nemocnych. Ackoliv

12



incidence mirné stoupa, mortalita pozvolna klesa [UZIS CR, 2016]. Riziko vzniku rakoviny

tlustého stieva zavisi na rGznych faktorech, které lze rozdélit na vlivy Zivotniho stylu

vvvvvv

faktort je uvedeno v Tabulce 2.

Tabulka 2. Relativni riziko nejbéznéjSich rizikovych faktort [Johnson, 2013]

Rizikové faktory Hodnocené parametry RR (95% ClI)

BMI 30 vs 22 kg/m2 1.10(1.08-1.12)

Fyzicka aktivita (FA) Zvyseni FA o 2 stupné dle 0.88 (0.86-0.91)

stupnice
Koureni 5 vs. 0 krabicek/rok 1.06 (1.03-1.08)
30 vs. 0 krabicek/rok 1.26 (1.17-1.36)
Alkohol 5 vs. 0 ndpoju tydné 1.06 (0.91-1.23)

20 vs. 0 napojli tydné

1.26 (0.68-2.32)

KRK v rodinné anamnéze Ano vs. Ne 1.80 (1.61-2.02)
Zanétlivé strevni nemoci Ano vs. Ne 2.93 (1.79-4.81)
HRT soucasnad 5vs.0let 0.65 (0.26-1.68)

10vs. O let 0.61 (0.10-3.96)
HRT v minulosti 5vs.0let 0.96 (0.91-1.02)

10 vs.0 let 0.84 (0.70-1.02)
Aspirin/NSAR 5vs.0let 0.76 (0.50-1.15)

Uzené/zpracované maso 5 vs. 0 porci tydné 1.09 (0.93-1.25)

Cervené maso 5 vs. 0 porci tydné 1.13 (1.09-1.16)

Ovoce 3 vs. 0 porci tydné 0.84 (0.75-0.96)

Zelenina 5 vs.0 porci tydné 0.86 (0.78-0.94)

Na zékladé mezindrodnich doporuceni byla (podle pfitomnosti zminénych rizikovych
faktortl) definovana skupina osob se zvySenym rizikem vzniku KRK a tyto osoby byli pak
zatazeny do pravidelného skrininkového programu. Patfi sem skupiny nemocnych, u kterych
jsou popsany: adenomové polypy v osobni anamnéze, kolorektilni karcinom v osobni

anamnéze, zanétlivé onemocnéni stfev, rodinnd anamnéza KRK nebo polypt a dédi¢né
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syndromy [Balmafia, 2013]. Asi 10% ptipadi KRK jsou hereditarné¢ podminéné. Piehled je

uveden v Tabulce 3.

Tabulka 3. Souhrn familiarnich typt nadorii zazivaciho traktu

Nadorova
Nazev Geneticka mutace manifestace v | Nadorova manifestace mino
GIT GIT
Hereditarni
diftzni CDH1 Zaludek Prs
karcinom
Zaludku
Lynchav MLH1,MLH2,MSH6,PMS2 | Tlusté stievo, Déloha, vaje¢niky, mocovy
syndrom zaludek, tenké trakt, mozek
stfevo, jatra
Juvenilni Smad4, BMPR1A Zaludek, tenké
polypdza stfevo, rektum -
Familidrni Tlusté strevo, Papildrni nador stitné Zlazy,
adenomova APC zaludek, tenké adrenalni nadory,
polypdza stfevo, jatra, meduloblastom
(FAP) pankreas
GardnerQv APC Tlusté strevo, Osteomy, Stitna Zlaza,
syndrom jatra ledvina
Turcotlv MLH1,PMS2,APC Tlusté stfevo Glioblastom,
syndrom meduloblastom
Peutz- Zaludek, jicen,
Jegherslv STK11/LKB1 tlusté i tenké Prs, vaje¢niky, déloha,
syndrom stfevo, varlata, $titna Zlaza, plice
pankreas
Li-Fraumeni Zaludek, tlusté Sarkomy mékkych tkani,
TP53 stfevo, jicen, adrenalni nadory, prs,
pankreas leukémie, plice
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Hereditarni Zaludek,
nadory prsu a BRCA1/2 pankreas Prs, vajecniky, prostata

vajecniku

2.2  Histologicka charakteristika karcinomu Zaludku

Histologicky vykazuje karcinom Zaludku vyraznou heterogenitu jak v architektonické
urovni, tak i cytologické Grovni, Casto s koexistenci nékolika histologickych prvkl. V prubéhu
uplynulého ptlstoleti byla histologickd klasifikace karcinomu zaludku zalozena na
Laurenovych Kkritériich, ve kterych byly stfevni (intestindlni) typ a difuzni typ
adenokarcinomu povazovany za dva hlavni histologické podtypy, plus neobvyklé varianty
(neurcity typ) [Hwang, 2010]. Relativni frekvence jsou ptiblizné 54% pro stievni typ, 32% v
ptipad¢ difuzniho typu a 15% pro neurcity typ [Polkowski, 1999]. Existuji naznaky, ze
karcinom zaludku difuzniho typu je Cast&ji vidét u Zen a mladych jedinct [Lauren, 1965;
Caldas, 1999], zatimco stfevni typ adenokarcinomu je vice spojovan se stfevni metaplazii a
infekci Helicobacter pylori [Kaneko, 2001; Parsonnet, 1991]. V roce 2010 WHO klasifikace
stanovila ¢tyfi hlavni histologické typy karcinomi Zaludku: tubularni, papilarni, mucin6zni a
difuzni karcinom (vcetné karcinomu bun€k pecetniho prstenu), plus neobvyklé histologické
varianty [Lauwers, 2010]. Tato klasifikace je zalozena na ptevladajicim histologickém typu

karcinomu, ktery casto koexistuje s méné dominantnimi rysy jinych histologickych typti.

23 Histologicka charakteristika kolorektalniho karcinomu

Zakladni morfologickou zménou pii vzniku karcinomu je dysplastickd 1éze epitelu
tlustého stifeva (aberantni kryptovy fokus, plochy, polyp6zni adenom, neadenomové polypy
jakékoli etiologie). Histologicky vice nez 90% kolorektalnich karcinoml jsou adeno-
karcinomy pochazejici z epitelovych bunék sliznice tlustého stfeva [Hamilton, 2010]. Jiné
vzacné druhy kolorektdlnich karcinomi zahrnuji neuroendokrinni, z dlazdicovych bunék,
adenoskvamozni, vietenobunéfny a nediferencovany. Konvencni adenokarcinom se
vyznacuje piitomnosti zlazovych struktur, které jsou zakladem pro stanoveni nadorového
gradingu [Fleming, 2012]. U dobfe diferencovaného adenokarcinomu ma vice nez 95%
nadoru pfitomnou zldzovou strukturu. Stfedné diferencovany adenokarcinom vykazuje 50-

95% zlazové struktury. Spatn¢ diferencovany adenokarcinom obsahuje vétSinou méné nez
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50% zlazové struktury. V praxi je pfiblizn€ 70% kolorektalnich adenokarcinomli diagnosti-
kovano jako stfedné diferencovanych. Dobfe a Spatné diferencované karcinomy tvoti 10% a
20%, respektive. Je zfejmé, Ze stanoveni gradingu nadoru je subjektivni zdlezitosti. Mnohé
studie prokazaly, ze 2-stupiiovy tfidici systém, ktery v sobé spojuje dobie a stiedné
diferencovany adenokarcinom do nizkého stupné (50% zlazy) a definuje Spatné diferencovany
adenokarcinom jako vysokého stupné (méné nez 50% zlazy), sniZzuje observacni variaci a
zlepSuje prognosticky vyznam [Compton, 2000]. Ackoliv je grading nadoru obecné
povazovan za stadium nezavislou prognostickou proménnou, nadory s vysokym gradingem a
Spatn¢ diferencované histologie jsou spojeny se Spatnym prezitim pacientli [Blenkinsopp,

1981; Jass, 1986; Comptom, 1999].

2.3.1 Imunohistochemicka fenotypizace

Nejrozsitengjsi imunohistochemické markery pro kolorektdlni adenokarcinom jsou
cytokeratiny (CK) 20, CK7 a CDX2. Nejbeéznéjsi imunofenotyp kolorektalniho
adenokarcinomu je pozitivita CK20 a negativita CK7, coz je relativné specificky vysledek
barveni kolorektalniho ptivodu [Chu, 2002]. AvSak az 20% nadorii miize vykazovat CK7-
pozitivni / negativni CK20 nebo CK7-negativni / CK20-negativni vysledek barveni.

2.3.2 Patogeneticka a molekularni charakteristika

Kolorektalni karcinom je heterogenni skupina onemocnéni s vyraznym genetickym a
epigenetickym pozadim [Ogino, 2008]. Jiz v roce 1980 bylo zjisténo, Ze nadory vznikajici v
proximalnim tra¢niku a distalni ¢asti tlustého stfeva mohou vznikat riznymi genetickymi
mechanismy [Bufill, 1990; Beart, 1983]. Diky rychlému pokroku v chéapani vzniku
kolorektalnich nadort a jejich farmakogenetiky, je vyzadovano stale vice molekularnich a
genetickych testli slouzicich k optimdlnimu navrhnuti individualni terapie pro jednotlivé

pacienty a tim i 1épe pfedpovidat prognézu pacienta. Piehled je uveden v Tabulce 4.

Tabulka 4. Molekularni charakteristika KRK

Biomarker Vyuziti Metoda stanoveni Vyskyt v populaci
MSI (mikrosatelitni prognostické IHC, PCR* MSI-H <10%
nestabilita) prediktivni
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KRAS (Kirsten rat prediktivni PCR Mutace v 30-50%

sarkom virového onkogenu

prognostické
NRAS (Neuroblastoma | prediktivni PCR Mutace v 3-5%
RAS viral)
BRAF (v-raf murine | prediktivni PCR Mutace v 10%

sarcoma viral oncogene | prognosticky
homolog B1)

* PCR- polymerazova fetézova reakce

2.4  Diagnostika nadori Zaludku a kolorektalniho karcinomu

2.4.1 Endoskopické a zobrazovaci metody

Endoskopie je zdkladni diagnostickou metodou s nejvys$i mirou spolehlivosti.
Umoziiuje pfimé zobrazeni patologického nalezu, jeho lokalizaci, stanoveni velikosti,
ohraniceni a dal§i parametry (exulceraci, nekrotizaci nebo krvaceni povrchu, obstrukci
prasvitu). Poskytuje moznost biopsie tkdné¢ k histologickému vysetfeni. Patfi sem
esofagogastroduodenektomie pro vySetfeni horni ¢asti traktu a kolonoskopie pro dolni ¢ésti
GIT. Ze zobrazovacich metod pouzivame jako zékladni stagingovou metodu pocitacovou
tomografii (CT). Dalsi specidlni metody jsou magneticka rezonance a pozitronova emisni

tomografie.

2.4.2 Laboratorni diagnostika

Biomarkery

Nédorové markery jsou definovany jako molekuly pfevazné proteinového charakteru,
které jsou pfitomny v organizmu v disledku vzniku a vyvoje maligniho procesu. Jejich vyskyt
ve tkani zhoubného nddoru a v télnich tekutindch souvisi s ristem nadoru. Jsou produkovany
bud’ samotnym nadorem nebo jinymi tkanémi jako odpovéd’ na maligni proces v organizmu
[Nekulova, 1994].

Stanoveni nadorovych markerti neni metodou vedouci k diagnéze ani skrininkovou metodou,

protoze neni znam dostatecné specificky a senzitivni marker pro karcinom Zzaludku. Je vSak

vvvvvv
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Zvysené predoperacni hladiny CEA jsou negativnim prognostickym parametrem [Fong,

1997].

2.5 Lécéba nadoru Zaludku a kolorektalniho karcinomu

2.5.1 Lécba operabilnich stadii

Zakladem spravného stanoveni 1é¢ebného postupu je multidisciplinarni pristup. U
karcinomu Zaludku stejn¢ jako u KRK je radikalni chirurgickd l1écba stale jedinym kurativnim
feSenim. Adjuvatni - pooperacni 1écba se podava s cilem snizit riziko relapsu a prodlouzit
preziti. U nadorti zaludku zavisi volba na celkovém stavu pacienta. Za standard se povazuje
kombinace chemoterapie s radioterapii [Smalley, 2012]. Cilova skupina jsou nemocni
s rizikovymi faktory, ktefi nebyli léceni ptfedoperacné. Mezi rizikové faktory patii:
lymfovaskularni invaze, Spatné¢ diferencovany typ nadoru (G3), postizeni spadovych uzlin,
perineuralni invaze, méné nez D2 lymfadenektomie, vék pod 50 let [Haller, 2005]. U
kolorektalniho karcinomu jsou identicky indikovani vysoce rizikovi nemocni ve stadiu II a
vSichni nemocni s postizenymi lymfatickymi uzlinami ve stadiu III, opét v zavislosti na
celkovém stavu. Rizikovymi faktory jsou: T4 nador, Spatné diferencovany typ nadoru,
lymfangioinvaze a/nebo perineuralni invaze, iledzni stav a/nebo perforace jako privodni jev
nemoci, nejisté nebo pozitivni resekéni okraje, vySetfeni méné nez 12 spadovych lymfa-

tickych uzlin.

2.5.2 Lécba pokrodilych a metastatickych stadii

Lécba pokrocilych a metastatickych stadii nevede k vyléceni nemocnych, muze
zpomalit prib¢h nemoci, prodlouzit pteziti a zlepSit kvalitu Zivota. Mezi tyto paliativni
pfistupy patii: chemoterapie, radioterapie, chirurgickd lécba a specidlni metody jako
radiofrekvencni ablace a chemoembolizace. Zékladem je paliativni chemoterapie samotna,

nebo s biologickou 1é¢bou.

2.5.3 Resekabilni a potencialné resekabilni jaterni postiZeni

S rozvojem diagnostiky, onkologickych postupli a jaterni chirurgie se vyhlidky

nemocnych vyrazné zlepsily a nékteti nemocni jsou dokonce trvale vyléceni. Predpokladem
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pro stanoveni optimalniho lé¢ebného postupu je komplexni zhodnoceni stavu pacienta,
stanoveni cile 1écby, zda je, ¢i neni kandiddtem intenzivni lécby, a to vcetné 1éCby
chirurgické. Rozhodovaci proces je casto velmi slozity a musi zohlednit nejen primarni
nadorové onemocnéni, ale i pfidruzené choroby a v neposledni fadé i rizika spojené
s navrhovanou léebnou modalitou. Je kladen diraz na komunikaci mezi zkuSenymi lékati
v dané problematice a na jiz zminénou ulohu multioborového tymu. Chirurgickd 1écba
charakteru radikalni resekce je jedinou kurativni lécebnou modalitou. Jaterni metastazy
mohou byt synchronni, nebo metachronni. Z hlediska operability jsou nemocni rozdéleni na 2
skupiny.

Resekabilni onemocnéni je primarné indikovéano k chirurgickému vykonu. I zde je nutno
zvazovat n€kolik moznosti, pfedevS§im operabilitu primarniho nédoru. Pokud jsou obé¢
lokalizace operovatelné a nehrozi progrese jaterniho postizeni, pak nejcastéji volime operaci
primarniho nddoru a v druhé dobé resekci jaternich metastdz. Je mozno postupovat i
inverznim pfistupem tzv. liver first (pokud je primdrni nador rektum, tak je nutno zvazit
predchozi RT ¢i RT/CHT na oblast panve). Posledni moznosti je soucasna resekce primarniho
nadoru a metastdz. Pokud spliuji technickd kritéria pro resekci a nemaji negativni
prognostické znaky, pak neni perioperacni chemoterapie soucasti 1é¢ebného protokolu.
Potencialné resekabilni onemocnéni. Nékteti pacienti s onemocnénim ve stadiu IV (zejména
pacienti s jaternimi metastdzami) mohou byt 1é¢eni s vyhledem k radikdlnimu chirurgickému
vykonu a tim vylécitelni. Dokonce urcitd skupina pacientli s pivodné neresekovatelnymi
jaternimi metastdzami miZze dojit k resekci, pokud dojde k dostatecné reakci na chemoterapii.
Tento pfistup byl nazvan ,.konverzni terapii" [Petrelli, 2007], aby se odlisil od "neoadjuvantni
terapie", kterd se pouziva jako termin pro pfedoperacni terapii poddvanou pacientiim, kteti
jsou primarné resekabilni. Klicovym parametrem pro vybér konkrétniho rezimu v tomto
scénafi neni preziti, nebo zlepSeni kvality Zivota (QoL), ale mira odpovédi (RR) (tj. schopnost
dan¢ho rezimu zmenSit metastazy) [Folprecht, 2005]. U pacientli s nemutovanym KRAS
onemocnénim se zda, ze chemoterapie spolu s protildtkou proti epidermdlnimu rstovému
faktoru (EGFR) dosahuje nejlepSich vysledkii pravé u metastatické jaterni nemoci.
Analogicky mize byt zvazovana i kombinace chemoterapie a protilatky proti vaskularnimu
endotelidlnimu rastovému faktoru (VEGF), ktery vykazuje mens$i frekvenci nezadoucich
ucinkd [Venook, 2014]. Néktera pracovisté preferuji trojkombinaci FOLFOXIRI s anti-
VEGEFR, ktery vykazuje vysoké procento RR, je vSak zatizen vys$§im vyskytem zavaznych
nezadoucich ucinkil a Casto je primarné redukovan [Cremolini, 2014]. Na posledni konferenci

ASCO 2017 bylo konstatovano, Ze zadna s nasledujicich studii s trojkombinaci FOLFOXIRI
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nedosdhla tak dobrych vysledk jako origindlni Falconeho studie. Evropské i americké

doporuceni povazuji za spravné i pouziti chemoterapie bez cilené terapie.

3 Cile prace

1) Ovéfit nové biomarkery pro diagnostiku rakoviny zaludku a vypracovat optimalni

algoritmus jejich pouziti.

2) Posoudit vyznam stanoveni cytokeratinovych markert - Tkanovy polypeptidicky

antigen (TPA) a Tkanovy polypeptidicky specificky antigen (TPS) pro diagnostiku

metastatického procesu v jatrech (primarni nador kolorektdlni) a porovnat

s vysledky CEA, ktery dlouhodob¢é patii mezi zadkladni a nejpouzivané;jsi

nadorového markery.

3) Provést pilotni studii hladin FGF23 u osob s kolorektalnim karcinomem a event.

dal$imi nadory traviciho Ustroji a korelovat hladiny tohoto markeru s agresivitou

onemocnéni.

4 Metodika

4.1 Odbéry vzorki

Vzorky zilni krve byly odebirdny z kubitdlni Zily nabérovym syst¢émem VACUETTE

firmy Greiner Bio-one (Rakousko). Krev byla centrifugovana pti 1700 xg po dobu 10 min.

Ziskané sérové nebo plazmové vzorky byly bez odkladu zamraZeny a uchovavany pii -80°C.

Vzorky byly rozmrazeny pouze jednou, a to pied vlastni analyzou.

4.2. Pfehled pouzitych imunoanalytickych metod

Pro analyzu pacientskych vzorkt byly pouzity metody na principu imunoradiometric-

kého, chemiluminiscen¢niho, enzymoimunoanalytického a fluorescen¢niho stanoveni.

4.3 Sledované biomarkery a jejich charakteristika

Tabulka 5. Zakladni charakteristika

Skupina

Popséan

m.h.(kDA)

Charakteristika

Onkofetalni

CEA

1965

150 -300

Glykoprotein
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CA 72-4 1986 200-400 Mucin sialo- glykolipid
CA 19-9 1979 200-1000 Mucin — glykoprotein
Cytokeratiny | TPA 1957 22-45 Protein
TPS 1958 12 Polypeptid
Ristové FGF 23 2000 25 Protein
faktory
Hormony Gastrin 1905 2,05 Protein
Enzymy Pepsinogen I | 1969 42-44 Protein
Enzymy Pepsinogen | 1969 39-42 Protein
11
Ostatni PIVKA 1984 170 Protein
MMP MMP 1 1962 54 Protein
MMP 2 1970 72 Protein
MMP 7 1988 29,6 Protein
MMP 8 1990 53,4 Protein
MMP 9 1992 78,5 Protein
OPN 1986 44 Glykoprotein
OPG 1997 55-60 Protein

4.4  Statistické hodnoceni vysledkii

Pro statistické vypocty byl pouzit software SAS 9.4 (Statistical Analysis Software
release 9.4; SAS Institute Inc., Carry, NC, USA). Byly spocitany deskriptivni statistiky pro
vSechny hodnocené skupiny pacientd. Déle jsou ve vysledcich spocitany nasledujici
parametry: aritmeticky primér, medidn, minimum a maximum, déale pak byly spocitany pro
vyhodnoceni uzite¢nosti jednotlivych markerd ROC kiivky a plochy pod kiivkou (AUC).
Porovnéani zmén hladin nadorovych markerti ve sledovanych skupinach osob bylo provedeno
vzhledem k negaussovskému rozdé€leni hodnot neparametrickym Wilcoxonovym testem.
Vsechny provedené testy byly oboustranné a p-value mensi nez 0.05 indikovala statistickou
vyznamnost. K vypoctu gastric cancer indexu (GCI) byla pouzita mnohorozmérnad postupna
logistickd regrese (stepwise regression). V této proceduie jsou do statistického modelu
postupné piidavany prediktory, dokud jsou po piidani do modelu statisticky vyznamné a

vylucovany ty diive pfidané prediktory, které se pfidanim dalSich staly statisticky
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nevyznamnymi. Timto zpiisobem je zaruceno, Ze vSechny prediktory ponechané v logistické
regresi jsou statisticky vyznamné. Mozné prediktory byly nasledujici: CEA, CA19-9, CA72-
4, pepsinogen-I, pepsinogen-II, gastrin, Helicobacter pylori IgG, MMP-1 MMP-2, MMP-7,
MM-8, MMP-9, OPG, OPN, PIVKA-II, pomér pepsinogen I / pepsinogen II.

Procedura mnohorozmérné postupné logistické regrese pak vybrala tyto prediktory:
CEA, CA72-4, pepsinogen-I, Helicobacter pylori IgG a MMP-7, a k nim urcila optimalni

hodnoty nasobicich koeficientt.

4.5  Soubory nemocnych a pouzité analytické metody

V disertacni praci jsme feSili tfi problematiky. Pro kazdé feSené téma byl vybran
specificky soubor pacientii. Byly hodnoceny nasledujici skupiny pacientii:

1) karcinom zaludku

2) metastazy kolorektalniho karcinomu do jater

3) rGzna stadia kolorektalniho karcinomu jako pilotni studie vyuziti FGF23 pii

diagnostice kolorektalniho karcinomu

4.5.1 Karcinom Zaludku

Tabulka 6. VEkova charakteristika hodnocenych skupin — studie karcinom zaludku

pocet vz (i) p-Value
Stav
(N) Mean | Mediian | Minimum | Maximum | Yilcoxon test
Zdravi jedinci | 69 63.6 64.0 42.0 79.0
0.5030
Ca zaludku 36 65.2 65.0 49.0 84.0

Skupina pacientl s karcinomem se sklddala z pacienti ve stadiu 1 (20%), stadiu II
(10%), stadiu III (20%) a stadiu IV (50%). Kontrolni skupina zdravych osob se sestavala z
lidi, ktefi podstoupili pravidelné preventivni prohlidky ve FN Plzen. Zadny ze zdravych
jedincti nemél v anamnéze karcinom zaludku nebo jiné nadorové onemocnéni, viedovou
chorobu zaludku, nebo jiné zalude¢ni onemocnéni. VSechny diagnézy karcinomu zaludku

byly histologicky ovéfené.
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U kazdého pacienta byly stanoveny ve vzorcich séra a plazmy nésledujici biomarkery:
CEA, CA 19-9, CA 72-4, MMP-1, MMP-2, MMP-7, MM-§, MMP-9, OPG, OPN, PIVKA II,
pepsinogen I, pepsinogen II, gastrin a Helicobacter pylori IgG. Vypocitan byl dale pomér
pepsinogen I / pepsinogen II pro kazdy vzorek.

4.5.2 Metastazy kolorektalniho karcinomu do jater

Hodnocena skupina citala vtomto pfipadé 111 pacientd. VSichni pacienti méli
histologicky potvrzenou diagnézu kolorektalniho karcinomu. Hodnocena skupina byla
rozdé€lena na ¢ty podskupiny (1 - 4) podle stadia onemocnéni (I - IV). U vSech pacientt byly
stanoveny nddorové markery TPS, TPA a CEA. Charakteristiku souborti pacient uvadi
Tabulka 7. Ani jeden ze sledovanych markeri neni zavisly na véku ani pohlavi. Pro Uplnost

vSak uvadim pocty muzl a Zen v jednotlivych stadiich v¢etné vékového rozlozeni.

Tabulka 7. Zakladni charakteristika skupin pro markery TPS, TPA a CEA

Rozdéleni osob a skupin 1 2 3 4
Zeny N/% 78/74 7/70 4/57 14/29
Muzi N/% 28/26 3/30 3/43 26/71
Celkem N 54 10 7 40

Median

58 77.5 68 65
Vék (roky)
. (27-79) | (58-88) | (58—-185) (37-178)
(min — max)

Skupina pacientii s jaternimi metastdzami (skupina 4) byla tvofena pacienty, ktefi meéli
metastazy pouze v jatrech (31) a pacienty, u kterych byla nalezena metastdza soucasné i v jiné

lokaci, nezli pouze v jatrech (9). Detailni piehled uvadi Tabulka 8.
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Tabulka 8. Rozd¢leni pacientl ve stadiu IV

Pocet
Lokalizace metastaz pacienti Celkem
™)
Meta pouze jatra 31 31
Meta jatra + plice 5
Meta jatra + skelet 3 9
Meta jatra + ledviny 1

CEA v séru bylo stanoveno za pouziti chemiluminiscen¢niho kitu ACCESS CEA a
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Hladiny TPS a TPA byly stanoveny soupravami
radioimunometrickymi. Sérové hladiny TPS byly stanoveny za pouziti kitu IRMA TPS (IDL
Biotech, Bromma, Sweden). Sérové hladiny TPA byly stanoveny za pouziti kitu IRMA TPA-
M (DiaSorin, Saluggia, Italie).

4.5.3 Riizna stadia kolorektilniho karcinomu jako pilotni studie vyuziti FGF23 pri

diagnostice kolorektalniho karcinomu

Tabulka 9. VE&kova charakteristika hodnocenych skupin — studie FGF23

o pocet vz (i) p-Value
av
(N) Mean | Medi4n | Minimum | Maximum | Yilcoxon test
Zdravi jedinci | 30 62.2 60 39 87
Kolorektalni 0.3505
30 65.6 64 41 90
karcinom

U vsech osob byl stanoven FGF23 pomoci chemiluminiscenéniho kitu LIAISON
FGF23 (DiaSorin, Saluggia, Italie).
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5 Vysledky a diskuze

5.1  Vysledky a hodnoceni souboru karcinomu Zaludku

Tabulka 10 ukazuje srovnani hladin CEA, CA 19-9, CA 72-4, MMP, OPG, OPN a

PIVKA II mezi skupinami zdravych osob a pacientil s karcinomem Zaludku.

Tabulka 10. Srovnani hladin CEA, CA 19-9, CA 72-4, MMP, OPG, OPN a PIVKA II mezi

skupinami zdravych osob a pacientl s karcinomem zaludku

p-Value

Analyt Pram Dolni Horni Minimum
) Stav Median Wilcoxon

(jednotky) ér kvartil | kvartil | Maximum

test
CEA zdravi | 1.49 1.20 0.80 2.00 0.40 — 6.40

0.0008
(ng/l) nemoc | 5.96 2.50 1.50 4.80 0.20-78.0
CA 199 |zdravi |7.93 5.40 2.60 9.60 1.00 -39.1 0.0112
(kIUMm) nemoc |26.49 | 10.40 4.60 25.10 1.10 — 228 ‘
CA 72-4 | zdravi |2.00 1.40 0.98 2.30 0.60—-7.10

<0.0001
(kIUMm) nemoc |20.48 | 7.50 5.60 9.90 3.00-361
MMP-1 zdravi | 2039 | 614 656 3392 614 — 12284 0.0219
(pg/ml) nemoc | 4232 1963 814 5160 614 — 18968 ‘
MMP-2 zdravi | 4567 | 2548 1424 7198 1127 — 16555 07299
(pg/ml) nemoc | 4685 1127 1537 8068 1127 - 17675 '
MMP-7 zdravi | 1748 1730 1443 2120 50-3140 0.0012
(pg/ml) nemoc | 2337 | 2214 2007 2508 931 - 4566 ‘
MMP-8 zdravi | 5319 | 3532 2441 6299 310-25076 0.9949
(pg/ml) nemoc | 4888 | 3799 2117 6416 310 — 14458 '
MMP-9 zdravi | 32494 | 23439 15345 41095 100 - 111269 0.0445
(pg/ml) nemoc | 42170 | 38197 25203 60314 7025 - 77959 ‘
OPG zdravi | 577 535 476 726 213 - 885 0.0551
(pg/ml) nemoc | 675 643 548 800 401 — 1048 '
OPN zdravi | 12956 | 10483 30232 18925 216 - 78056 0.0053

005

(pg/ml) nemoc | 20787 | 16708 12979 27528 4841 — 63950
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PIVKA II | zdravi

29.96

28.14

22.11

34.76

17.50 — 68.57

(mAU/ml) | nemoc | 858

32.14

26.67

58.55

15.29 — 20167

0.0209

Pozorovali jsme statisticky vyznamné zvySeni u skupiny pacientll s karcinomem

zaludku a to v nasledujicich biomarkerech: CEA (median 2.50 pg/l, p<0.0091 oproti 1.40 pg/l
ve skupin¢ zdravych osob), CA 72-4 (median 10.00 kIU/I, p=0.0004 oproti 1.40 kIU/),
MMP-1 (median 1963 pg/ml, p<0.0254 oproti 1127 pg/ml), MMP-7 (median 2214 pg/ml, p
<0.0034 oproti 1745 pg/ml), OPN (median 16708 pg/ml, p<0.0053 oproti 10483 pg/ml) a
PIVKA II (median 32,14 mAU/ml, p<0.0209 oproti 28.14 mAU/ml). Nebyly zjistény zaddné

statisticky vyznamné zmény v koncentracich MMP-2, MMP-8 a OPG. Tabulka 11. ukazuje

vyhodnoceni biomarkerti ukazujicich na mozna rizika vzniku rakoviny zaludku.

Tabulka 11. Vyhodnoceni biomarkert rizika vzniku rakoviny Zaludku

p-Value
Analyt Prumé | Media | Dolni Horni | Minimum
Stav Wilcoxon
(unit) r n kvartil | kvartil | Maximum
test
Pepsinogen 1 zdravi 1342 1277 836 1931 462 — 2098
0.0463
(ng/) nemoc. | 1000 | 850 315 1560 193 — 2098
Pepsinogen 11 zdravi 71.41 59.40 29.31 102 19.30 — 227
0.6014
(ng/h) nemoc. |75.72 | 4544 |25.30 122 19.30 — 255
Ratio zdravi 2439 |23.76 15.74 30.65 9.23 -57.10
Pepsinogen 1 0.0045
, nemoc. | 1730 | 1162 14003 | 2081 |4.79-48.09
Pepsinogen 11
Gastrin zdravi 15.73 6.50 7.50 11.01 6.50 — 83.50
0.0338
(pmol/l) nemoc. |30.64 |12.22 |9.60 64.50 6.50 — 80.00
Helicobacter zdravi 2850 |13.40 |7.30 37.90 2.00 - 148
IgG 0.0002
nemoc. | /288 6570 13500 |9230 |6.70-171
(U/ml)
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Pozorovali jsme statisticky vyznamny pokles koncentrace pepsinogenu-I ve skupiné
pacientii s nddorem zaludku ve srovnani se skupinou zdravych osob (medidn 898 g/l,
p<0.0204 oproti 1353 pg/l). Pozorovali jsme statisticky vyznamné zvySeni nasledujicich
biomarkerti ve skupiné pacientii s nddorem zaludku ve srovnani se skupinou zdravych osob:
gastrin (median 12.22 pmol/l, p <0.4051 oproti 8.56 pmol/l) a Helicobacter pylori IgG
(median 45.44 U/ml, p<0.0223 oproti 17.20 u/ml). Nezaznamenali jsme zadné statisticky
vyznamné zmény v hladinach pepsinogenu-II.

Multivariani regresni analyza pak vybrala nasledujici biomarkery jako nejlepsi
prediktory rizika karcinomu zaludku: CEA, CA72-4, pepsinogen-I, Helicobacter pylori,
MMP-7. Navrh algoritmu pro vypocet rizika karcinomu zaludku je nasledujici:

GCI = CEA * 0.6315 + 0.9344 * CA72-4 — Pepsinogen-I * 0.00217 + Helicobacter
pylori * 0.0362 + MMP-7 * 0.00180.

Dale byly spocitany tvary ROC kiivek a vypocitany AUC pro jednotlivé parametry.
Nejlepsi ROC kiivku a nejvyssi AUC (0.9553) mél jednoznacné vypocitany parametr GCI.
(Tabulka 12, Graf 1)

Tabulka 12. Hodnoty AUC CEA, CA 72-4, pepsinogen I, Helicobacter pylori, MMP-7 a GCI

CEA CA 72-4  |Pepsinogen I | Helicobacter pylori| MMP-7 |GCI
Analyt
(ng/) (KIU/D)  |(ug/) (U/ml) (pg/ml)  |(---)
(unit)
AUC 0.6789 0.7758 0.6484 0.7851 0.7285 0.9553
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Graf 1. ROC krivky CEA, CA 72-4, pepsinogen-I, Helicobacter pylori, MMP-7 a GCI
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Navzdory mirné¢ klesajicimu poctu piipadd je karcinom zaludku stale zavazné
onemocnéni se Spatnou prognozou [Ferlay, 2015]. Pouze vc€asnd diagnoéza dava Sanci na
uspéSnou lécbu. Predpokladem pro uspéSnou 1écbu je provedeni radikalni operace.
Dlouhodobé pozorovani ukazuji, Ze pouze 25% pacientii s diagn6zou karcinomu Zzaludku je
indikovano k radikalni operaci. Nizky pocet pacientl, ktefi podstupuji radikalni operaci, je
vysledkem zachytu v pokroc¢ilém stadiu onemocnéni [Smid, 2015].

Nédorové markery CEA, CA19-9 a CA72-4 jsou po dlouhou dobu vyuzivany v rutinni
praxi pro diagnostiku karcinomu zaludku [Kim, 2014]. Nicméné, jejich schopnost véasného
zachytu tohoto naddorového onemocnéni je omezena vzhledem k jejich nedostatecné citlivosti
[Yang, 2014]. V této pilotni studii jsme se rozhodli otestovat moznosti vyuziti novych
biomarkerti v detekci karcinomu zaludku, nebo jejich schopnosti zlepSit senzitivitu vyse
uvedenych nadorovych markert, pokud by se s nimi pouzivaly v kombinaci.

Matrix metaloproteinazy (MMP) jsou zinek-dependentni endopeptidazy, které

degraduji extraceluldrni matrix a slozky bunééné membrany. Jejich aktivita hraje klicCovou
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roli v riistu nadoru, jeho invazivité a metastazovani [Gialeli, 2011]. Testovali jsme cely panel
MMP, kterda je vsoucasné dobé k dispozici jako komercni panel Bio-Plex. Z hodnoceni
panelu metaloproteindz vyplynulo, Ze zmény MMP-1, MMP-7 a MMP-9 byly statisticky
vyznamné. AUC MMP-7 byla jednim z nejvysSich AUC v panelu vybranych biomarkert a
MMP-7 byl vybran jako jeden znejlepSich prediktorti karcinomu zaludku podle naseho
matematického modelu.

Osteoprotegerin (OPG) a Osteopontin (OPN) jsou zndmé diky jejich roli v kostnim
metabolizmu [Albu, 2013]. OPG souvisi pfedevs§im s projevem kostnich metastdz urcitych
druhti zhoubnych nédort véetné karcinomu zaludku [D*Amico, 2013]. Nékteré studie uvadeji
zvySené hladiny OPN jako negativni prognosticky faktor karcinomu zaludku [Chen, 2014].
V nasi skupiné¢ pacientt byl OPN statisticky vyznamné vys§i ve skupiné pacientl
s karcinomem zaludku ve srovndni se skupinou zdravych jedinci. To je v souladu se
zjiSténimi ostatnich autort.

PIVKA-II je biomarker, ktery byl poprvé popsan jako biomarker hepatoceluldrniho
karcinomu [Fujiyama, 1988]. Odborna literatura zminuje téz produkci PIVKA-II karcinomem
zaludku [Takahashi, 2010]. Produkci PIVKA-II karcinomem zaludku potvrzuji téZ pozitivni
nalezy v nasi skupiné pacientl.

Jako dalsi skupinu jsme sledovali biomarkery, které jsou popsany jako rizikové
faktory viedové choroby Zaludku a potazmo téz karcinomu zaludku [Charvat, 2015]. Potvrdili
jsme vyznamnou ulohu pepsinogenu-I, gastrinu a Helicobacteru pylori, jako rizikovych
faktort vzniku karcinomu zaludku. Pepsinogen-I a Helicobacter pylori IgG byly také vybrany
jako prediktory karcinomu zaludku naSim matematickym modelem.

V soucasné dobé miizeme fici, Ze snaha o nalezeni novych biomarkerti pro v€asnou
diagnostiku karcinomu zaludku neni tak uspés$nd, jak by bylo Zadouci. Nase pilotni studie tuto
skutecnost potvrzuje. NejlepSich vysledkli (podle p-value, ROC a AUC) bylo dosazeno u
tradi¢nich nadorovych markert CA72-4 a CEA. Pro nékteré onkologické diagnézy jsou
v soucasné dob¢€ navrhovany matematické modely hodnoceni vysledkli biomarkert, ve snaze
zvysit efektivitu diagnostick¢ho procesu. Tento zplsob se ukazal jako velmi U€inny pfi
diagnéze karcinomu prostaty v podob¢ indexu zdravé prostaty (Prostate Health Index — PHI)
[Tosoian, 2012]. Podobné zajimavy se pro praxi jevi algoritmus pro vypocet rizika
ovaridlnich malignit (Risk of Ovarian Malignancy Algorithm — ROMA) [Moore, 2011].
Rozhodli jsme se proto pouzit novy piistup k hledani nastroje, ktery by mohl byt pouzit pro
véasnou diagnézu karcinomu Zzaludku. S pouzitim multivariacni analyzy jsme vybrali pét

biomarkert, jejichz vysledky se zdaji byt pro diagnostiku karcinomu Zaludku nejefektivné;si.
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Vysledkem naSeho pfistupu je matematicky model pro vypocet rizika karcinomu zaludku,
ktery jsme nazvali Gastric Cancer Index — GCI. Pfi pouziti GCI jsme doséahli nejlepsi ROC
kiivky a nejvyssi AUC. V nasledné studii se zam¢fime na ovéfeni piinosu jednotlivych
parametril naSeho matematického modelu a celkové vylepSeni algoritmu pro vypocet indexu
GCL

Zaveérem tedy miZeme konstatovat, ze naddorové markery CEA a CA 72-4 zistavaji
nejlepSimi jednotlivymi markery pro diagnostiku karcinomu Zzaludku. Ujistili jsme se, Ze
MMP-1, MMP-7, OPN a PIVKA II jsou slibnymi kandidaty na nové biomarkery pro detekci
karcinomu Zzaludku. Potvrdili jsme niz$i hladiny pepsinogenu-I, vyssi hladiny gastrinu a
pfitomnost Helicobacteru pylori jako rizikové faktory vzniku karcinomu zaludku. Vytvofili
jsme matematicky algoritmus pro posouzeni rizika karcinomu zaludku v lidské populaci. Je

nutné provést dalsi studie a ovefit nase zjisténi na vétSim souboru pacienttl.

5.2 Vysledky a hodnoceni metastaz kolorektalniho karcinomu do jater

Pti vyhodnoceni druhého souboru pacientll jsme se zaméfili na zmény v hladinach
nadorovych markert v jednotlivych stadiich a na interpretaci vysledkl pacientli bez metastaz
a s metastazami. Vysledky ziskané vyhodnocenim celé skupiny 111 pacientd podle

jednotlivych stadii jsou uvedeny v Tabulce 13.

Tabulka 13. Hladiny nddorovych markert TPS, TPA a CEA v jednotlivych stadiich

Nadorovy Dolni Horni
Stadium | N Primér | Median Min — Max
marker kvartil | kvartil
TPS 96.7 81.5 47.0 117.0 10.0-293.0
I 54 | TPA 51.7 42.0 22.0 73.0 10.0-186.0
CEA 4.6 2.3 1.5 4.7 0.4-51.8
TPS 129.8 97.0 59.0 225.0 41.0-242.0
I 10 | TPA 101.3 46.5 35.0 186.0 10.0-259.0
CEA 3.5 3.6 2.2 4.3 0.5-6.9
TPS 178.6 196.0 147.0 230.0 62.0 - 255.0
]| 7 TPA 216.6 183.0 132.0 257.0 116.0-393.0
CEA 5.0 1.8 0.7 9.0 0.6-14.1
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TPS 914.2 750.5 532.0 1167 181.0 - 2400

v 40 | TPA 456.2 387.5 123.5 698.5 48 — 1838

CEA 84.5 6.2 2.0 55.0 0.4-951.0

Pro leps$i ptedstavu o rozlozeni hodnot jsou vysledky nadorovych markert

v jednotlivych stadiich zobrazeny v nésledujicich grafech.

Graf 2. RozloZeni hodnot TPS v jednotlivych stadiich
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Graf 3. RozloZeni hodnot TPA v jednotlivych stadiich

Distribution of TPA
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Graf 4. RozloZeni hodnot CEA v jednotlivych stadiich
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Z uvedenych udaju vyplyva, ze se zvySujicim se stddiem onemocnéni se vétSinou

zvySovaly 1 hladiny sledovanych nadorovych markert. Toto zjiSténi je sice v souladu s dnes

Jiz pomérné vzitou predstavou o pozitivni korelaci hladin nddorovych markert se zdvaznosti

klinického stavu, ale v rozhodovani o zptisobu 1écby se da pouzit jen velice té¢zko. Zasadnim

zvratem a divodem k rychlému

terapeutickému  zasahu je zjiSténi

metastaz. Je

zdokumentovano, Ze kolorektalni karcinom metastazuje v 80% piipadii do jater [Dominello,

2014; Ogiso, 2015]. Rozhodli jsme se proto zaméfit na schopnost markerii odlisit stddium

s prokazanymi metastazami od zbyvajicich tii stadii. Vysledky tohoto srovnani jsou uvedeny

v nasledujici Tabulce 14.

Tabulka 14. Sérové hladiny TPS, TPA a CEA stadium I+II+III vs. stadium IV

p-value

Analyt Dolni Horni

Stadium Primér | Median Min — Max Wilcoxon
(unit) kvartil kvartil

test

Stadium
TPS 109.4 90.0 59.0 149.0 10.0 -293.0

I+IT+111 <0.0001
Iun

Stadium IV | 914.2 750.5 532.0 1167 181.0 — 2400

Stadium
TPA 74.9 54.0 24.0 93.0 10.0 - 393.0

I+IT+111 <0.0001
Iun

Stadium IV | 456.2 387.5 123.5 689.5 48.0 — 1838

Stadium
CEA 4.50 2.50 1.30 5.00 0.40-51.8

IHIT+IIT <0.0011
(ng/l)

Stadium IV | 84.5 6.20 2.00 55.0 0.40-951.0

Rozlozeni hodnot jednotlivych markerii uvadim i v grafické podobé Grafy 5 — 7.
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Graf 5. Hodnoty TPS stadium I + IT + III vs. stadium IV
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Graf 6. Hodnoty TPA stadium I + IT + III vs. stadium IV
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Graf 7. Hodnoty CEA stadium I + IT + III vs. stadium IV
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Graf 8. ROC krivky TPS, TPA a CEA stadium I + II + III vs. stadium IV
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O uzite¢nosti jednotlivych markert nejlépe vypovidaji ROC kiivky (Graf 8) a AUC
(Tabulka 15). V této tabulce je téZ spocitany cut-off pro jednotlivé markery pii hodnoté
specificity 95%.

Tabulka 15. AUC a cut-off hodnoty TPS, TPA a CEA stadium I + II + III vs. stadium IV

Analyt Specificita Sensitivita
) AUC Cut-off

(jednotky) (%) (%)
TPS

0.9912 226 90 95.0
(Iun
TPA

09116 184 90 72.5
(Iun
CEA

0.6903 7.6 90 45.0
(ng/l)

Z vyse uvedenych dat vyplyvd, Ze kazdy zpouzitych markerd byl statisticky
vyznamné vyssi u stadia IV v porovnani se stadii I + II + III.

Pouzit¢ naddorové markery jsou znamé jiz fadu let a jejich pravidelné pouzivani
v diagnostice mé jiz vice nez dvacetiletou tradici. Pfed dvaceti lety vSak jejich pouziti
k detekci metastaz nemélo vétsi klinicky vyznam. Zjisténi metastaz, at’ jiz jaternich ¢i jinych,
znamenalo v minulosti vZdy vaZznou komplikaci a vyrazné zhorSeni prognoézy. V soucasné
dob& je zjisténi jaternich metastdz t€Z zavaznym faktem, nicméné rozvoj novych
chirurgickych metod a metod systémové 1écby v poslednich letech nabizi pacientim moznost
vyrazné delSiho pfeziti se zachovanim relativné vysoké kvality zivota [Kim, 2015].
Zakladnim zpisobem 1éCby je jaterni resekce nebo je mozné pouzit dalsi chirurgické techniky
jako je portalni zilni embolizace, chemoembolizace, radioembolizace, tepelnd ¢i
radiofrekvencni ablace [Treska, 2014].

Zavaznost progndzy pacientl s jaternimi €i jinymi metastdzami zavisi na biologické
aktivit¢ nddoru. Zde se otevira cesta k pouziti cytokeratinovych nadorovych markert, které
maji sice nizkou specificitu, ale jsou Uzce spojeny s délenim bun€k — jednou ze zndmek
biologické aktivity nddoru [Ahn, 2013]. Pfi progresi zhoubnych néadort lze pozorovat
proteolytické Sté€peni rozpustnych cytokeratinovych fragmentd. Tyto fragmenty jsou
uvoliiovany do krve, kde mohou byt detekovany pomoci in vitro diagnostickych testt [Barak,

2007].
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CEA je nejbéznéji pouzivanym nadorového markerem v séru a fada studii uvadi jeho
vyznamné zvySeni u pacientil s jaternimi metastdzami [Lunachi, 2012; Hara, 2013]. Pokud
vychézime z ROC kiivek a z AUC, které jsou vysledkem nasi studie (Graf 8, Tabulka 15), je
ziejmé, ze CEA (AUC=0.6903) nedosahuje takové tispésnosti pti detekci metastaz jako oba
cytokeratiny — TPS (AUC=0.9912) a TPA (AUC=0.9116). Nase zjisténi jsou v souladu se
zjiSténimi dalSich autorl, ktefi se zabyvali stejnou tématikou [Fernandes, 2005; Romero-
Ventosa, 2015].

Studie autort [Vodicka, 2014] uvadi, ze rozhodujici prognostické faktory celkového
pteziti u pacientd s kolorektalnim karcinomem jsou pocet metastdz a predopera¢ni hodnoty
TPS. TPS a TPA byly také popsany jako dulezité prognostické markery po jaterni resekci
nebo radiofrekvencni ablaci jaternich metastdz kolorektalniho karcinomu [Treska, 2009]. 1
kdyz vSechny vySe uvedené skuteCnosti ukazuji, ze méfeni TPS a TPA je nespornym
pfinosem v diagnostice metastatického procesu, je tfeba zminit, ze pouziti sérovych
nadorovych markert je omezeno nizkou specificitou. K faleSné pozitivnim vysledkiim by
mohly vést nésledujici klinické stavy: jaterni nebo ledvinova nedostatecnost a zanétlivé stavy
[Fletcher, 2002]. Sérova hladina cytokeratini miize byt také velmi zvySena v dusledku
destrukce nadorovych bunék v prubehu uspésné onkologické 1é¢by [de Haas, 2008]. Dalsi
diilezitou podminkou pii monitorovani pacientli pomoci cytokeratinovych markert, jakoZz i
nadorovych markeri obecné, je systematické sledovani dynamiky zmén sérovych hladin.
Dynamika zmén je mnohdy vétSim piinosem pro klinika v jeho rozhodovani, nez absolutni
hodnota nadorového markeru [Duffy, 2014]. VSechny tyto skutecnosti je tfeba vzit v ivahu
pfi interpretaci vysledki, abychom se vyvarovali nespravnych zavéru.

Jak tedy v naSem pfipad¢ hodnotit naméfené vysledky? Je mozné pouzit referencni
meze, které se pouzivaji vrutinni praxi? To byly otdzky, které jsme si kladli pred
vyhodnocenim vysledkt. Z tohoto divodu byl soucésti vyhodnoceni téz vypocet a navrh cut-
off pro pouzité nadorové markery. V Tabulce 15 vySe uvadim hodnoty cut-off pii hodnoté
specificity nastavené na 90%. Senzitivity pak klesaji od TPS k CEA. VSechny hodnoty cut-off
jsou vyssi, nez pouzivdme v rutinni praxi pro odliSeni maligniho nédoru od ostatnich
onemocnéni. Zde si vSak musime uvédomit, ze cut-off by mél slouzit pro oddéleni pacientl
s nadory bez metastaz (stadia I, I a III) od pacientd s metastdzami (stadium I'V). Pohybujeme
se tedy ve skupinach pacientd, ktefi by mé¢li mit hodnoty sledovanych nadorovych markert
nad hranici referencnich hodnot. Navrzené cut-off hodnoty tak jen odrazeji tento fakt.

Pokud tedy vezmeme za prokazané, ze TPS a TPA jsou piinosem pro diagnostiku

metastaz kolorektalniho karcinomu, je mozné si déale polozit otazku, zda jsou cytokeratiny
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nebo také CEA schopné odlisit Cisté jaterni metastazy od soub&zného vyskytu metastaz i

v jinych lokacich. Vysledek porovnani uvadi Tabulka 16.

Tabulka 16. Sérové hladiny TPS, TPA a CEA metastazy jatra vs. metastazy jatra a jiné lokace

p-value
Analyt Dolni Horni
) Stadium Primér | Medidn Min — Max Wilcoxont
(unit) kvartil | kvartil
est
meta pouze
930.1 861.0 517.0 1178.0 181.0 — 2400
v jatrech
0.7236
ey meta jatra +
859.3 720.0 606.0 987.0 426.0 — 1944
jiné lokace
meta pouze
477.0 362.0 110.0 763.0 110.0 — 1838.0
v jatrech
0.6760
ey meta jatra +
384.2 413.0 254.0 462.0 48.0-851.0
jiné lokace
meta pouze
76.3 7.10 2.10 56.9 0.50-951.0
v jatrech
0.3533
(ng/h meta jatra +
112.8 4.00 0.90 9.20 0.40 —-900.0
jiné lokace

Pokud porovname soubor pacientld, u kterych se metastazy vyskytovaly pouze
v jatrech, se souborem pacientli s metastazami i v jinych lokacich, vidime, Zze priméry a
mediany vSech tii nddorovych markeri se lisi. Dle Wilcoxonova testu v§ak vidime, Ze nikoliv
statisticky vyznamné. I kdyz soubor vicecetnych metastaz ¢ital pouze 9 pacientd, z vysledka
jaterni metastdzy od vicecCetnych metastaz v riznych lokacich.

V klinické praxi je velmi Casto pouzivano kombinaci naddorovych markert. VétSinou
se pouziva kombinace nddorového markeru souvisejiciho s hmotou nadoru, jako je naptiklad
CEA, s nadorovym markerem vypovidajicim o rychlosti rGstu naddoru a jeho agresivité, jako
jsou napiiklad cytokeratiny. Ty trpi nizsi specificitou, protoze nam signalizuji déleni bun&k
v organismu, a to nejen nadorovych. Po vylouceni téchto vlivl (zdnétlivé stavy, jaterni nebo

ledvinova nedostate¢nost, metody 1écby vedouci k destrukci a rozpadu bun€k) je mozné
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pouzit jimi poskytovanou diagnostickou informaci jako dopln¢k k informaci poskytované
nadorovymi markery spojenymi s hmotou nadoru. Pokud chceme odliSit pacienty bez
metastaz od pacientll s metastdzami, jsou cytokeratiny velmi vhodnou volbou. Pro konkrétni
demonstraci tohoto faktu uvadim v Tabulkéach 13 — 17 niZe detailni rozbor fale$né negativnich
a faleSn¢ pozitivnich pacientl pfi pouziti jednotlivych nddorovych markerti (CEA, TPS a
TPA) a jejich kombinaci (CEA + TPA, CEA + TPS).

Pro vyhodnoceni jednotlivych naddorovych markert byl pouzit cut-off s nastavenou
specificitou 90%. Pro vyhodnoceni kombinaci nddorovych markert (Tabulky 20, 21) byl
ponechan stejny cut-off jako v tabulkach pro vyhodnoceni jednotlivych markert.

U CEA je nejvétsim problémem nizka senzitivita (45%), kdy 22 pacientli by bylo
hodnoceno jako bez metastdz, ale ve skuteCnosti byly metastazy pfitomny (Tabulka 17).
Vyrazné lepSich hodnot bylo dosazeno pfi pouziti TPA, kdy 11 pacientli by bylo hodnoceno
jako falesné negativni na pfitomnost metastaz (Tabulka 18). Nejlepsich vysledki bylo
dosazeno pfi pouziti TPS, kdy pouze 2 pacienti by se jevili z hlediska pfitomnosti metastaz
jako fale$né€ negativni (Tabulka 19). Pti nastavené specificit¢ 90% je ve vSech tfech ptfipadech

vyhodnoceno 7 pacientt jako faleSn¢ pozitivnich.

Tabulka 17. Rozdéleni pacientli na zdklad¢é hodnoceni podle hladiny CEA

CEA Stadium Stadium

Total
(ng/l) I+HII+HIIT v
<7.6 64 22 86
>=7.6 7 18 25
Total 71 40 111

Tabulka 18. Rozd¢leni pacientli na zédklad¢ hodnoceni podle hladiny TPA

TPA Stadium Stadium

Total
Iun I+HII+HIIT v
<7.6 64 11 75
>=7.6 7 29 36
Total 71 40 111
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Tabulka 19. Rozdéleni pacientli na zdklad¢é hodnoceni podle hladiny TPS

TPS Stadium Stadium

Total
Iunm I+HII+HIIT v
<226 64 2 66
>=226 7 38 45
Total 71 40 111

Pfi pouziti kombinaci nddorovych markeri a zachovani vypocitanych cut-off je
zafazeni cytokeratinového markeru, at’ jiz TPA nebo TPS, jednoznaénym piinosem.
Specificita kombinovaného testu se sice mirné snizi (82%), coZ znamend, Ze u obou
dvojkombinaci nddorovych markerti bude vyhodnoceno 13 pacientt jako faleSné€ pozitivni, ale
v ptipad¢ kombinace CEA + TPA (Tabulka 20) bude vyhodnoceno jako faleSné negativnich 9
pacientil (senzitivita 78%) oproti 22 pacientiim (senzitivita 45%), pokud bychom pouzili
pouze CEA samotné. Pokud pouzijeme kombinaci CEA + TPS (Tabulka 21) pouze 1 pacient

bude hodnocen jako fale$Sn¢ negativni, coZ znamena senzitivitu 98%.

Tabulka 20. Rozdéleni pacientli na zdkladé kombinace CEA a TPA

Stadium Stadium
Status Total
IHIT+HITT v
negativni | 58 9 67
pozitivni 13 31 44
Total 71 40 111

Tabulka 21. Rozdéleni pacientli na zadkladé kombinace CEA a TPS

Stadium Stadium
Status Total
I+IT+IIT v
negativni | 58 1 59
pozitivni 13 39 52
Total 71 40 111
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Zaverem je mozné konstatovat, Ze sérové hladiny TPS a TPA je mozné doporucit jako
uzite¢né diagnostické nastroje pro detekci jaternich metastdz u kolorektalniho karcinomu.
Cytokeratiové nadorové markery mohou ve vétSiné pripadd, diive nez Casto pouzivany CEA,
upozornit na moznou piitomnost metastazy a urychlit tak radikélni lécebné feSeni. Tento
ptistup mlze vyrazné zvysit efektivitu detekce metastatického procesu a umoznit delsi preziti
pacientq.

Pokud bychom méli volit v diagnostickém pouziti mezi TPA a TPS, je vhodngjsi
v ptipad€ metastdz kolorektalniho karcinomu TPS.

Cytokeratinové markery nedokazi odliSit Cisté jaterni metastdzy od viceCetnych

metastaz v riznych lokacich.

5.3  Vysledky a hodnoceni pilotni studie vyuziti FGF23 p¥i diagnostice kolorektalniho

Karcinomu

Uloha FGF23 v mechanizmu kancerogeneze neni pfili§ jasna. V literatute 1ze dohledat
dobfe zdokumentované¢ piipady nadorem indukované osteomalacie, kdy v disledku
nadprodukce FGF23 zplsobené genetickou mutaci v neoplastické tkdni je mozné naméfit
vysoké plazmatické hladiny FGF23 [Leaf, 2013]. Protoze mistem uc¢inku FGF23 jsou ledviny,
kde v proximalnim tubulu zvysSuje exkreci fosfatli, osteomalécie je pak logickym dasledkem
delsi dobu nefesené nadprodukce FGF23 [Han, 2016]. FGF23 je téz inhibitorem I-alpha-
hydroxylazy, kterd katalyzuje pfeménu zasobni formy vitaminu D (kalcidiolu) na jeho aktivni
formu (calcitriol). Nékteré prace se zabyvaji vztahem hladin FGF23 a vitaminu D v mozné
ucasti FGF23 v procesu kancerogeneze. Zavéry zatim naznacuji, Ze zvySené hladiny FGF23
mohou byt zapojeny do procesu vyvoje kolorektalnich neoplazii nezavisle na hladinach
vitaminu D [Jacobs, 2011]. Posledni zvetfejnéné informace z tohoto roku prokazuji zapojeni
FGF23 do procesu angiogeneze. Aktivita glykolytického enzymu hexokinazy 2 (HK2) je
kontrolovana pomoci signalizace FGF, ktera je piendSena pres FGF receptor. Pokles hladin
HK2 v nepfitomnosti signaliza¢nich vstupti na FGF receptor vede ke snizeni glykolyzy, coz
vede k naruseni proliferace a migrace endotelidlnich bunék. ZvysSend stimulace FGF receptoru
naopak proliferaci a migraci bun€k endotelu podporuje [Yu, 2017]. Tento mechanizmus byl
zatim prokazan na zvifecim modelu.

Nas tedy zajimalo, zda je mozné vysledovat rozdily v hladinaich FGF23 u nahodné
vybranych pacientii s kolorektdlnim karcinomem v riznych stadiich a vzorkem zdravé

populace, zatim nezavisle na jakychkoliv dalSich biomarkerech. Obdobné koncipovanou
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studii neni mozné zatim dohledat v Zadné dostupné literatufe. Porovnani hladin FGF23 u

skupiny zdravych osob a u pacientl s kolorektalnim karcinomem uvadi Tabulka 22 a Graf 9.

Tabulka 22. FGF23 u zdravych osob vs. pacienti s kolorektalnim karcinomem

p-value
Analyt Dolni Horni
) Stadium Primér | Medidn Min — Max Wilcoxont
(unit) kvartil | kvartil
est
zdravi 45.0 41.7 30.1 74.9 16.9 - 87.0
FGF23
kolorektalni 0.0097
(pgU/M) 75.9 52.3 40.4 66.4 20.9-334
karcinom
Graf 9. FGF23 u zdravych osob vs. pacienti s kolorektalnim karcinomem
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Hodnoty FGF23 u pacientl s kolorektdlnim karcinomem jsou statisticky vyznamné

vy$$i, nez hodnoty namétené u zdravé populace. Podle minimo-maximalnich hodnot je vSak

patrné, ze FGF23 nebude pouzitelné jako biomarker zachytu v asnych stadiich, kdyz hodnoty
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u zdravé populace se pohybuji mezi 16.9 — 87.0 ng/ml a hodnoty kolorektalniho karcinomu
zacinaji na 20.9 ng/ml.

V druhém kroku jsme chtéli zjistit, zda by nebylo mozné pouzit FGF23 jako
biomarker zachytu metastaz. Oddélili jsme proto skupinu se stadiem I, IT a III a porovnali ji
s hodnotami FGF23 pouze ve stadiu IV, kde byly dosazené hodnoty FGF23 nejvyssi.
Vysledek porovnani uvadi Tabulka 23 a Graf 10. Toto srovnani je na prvni pohled velmi
optimistické, protoze pokud se podivame na minimo-maximalni hodnoty tak zjistime, Ze se
hodnoty FGF23 u téchto dvou skupin vitbec nepiekryvaji, coz demonstruje i Graf 12. Takto
by mél fungovat idealni biomarker. Na tomto misté¢ je vSak nutné poznamenat, ze jsme
porovnavali velmi maly pocet pacientl. Ve skupiné stadia I, II, a III bylo celkem 22 pacientli
a ve skupin¢ stadia IV celkem 8 pacientd.

Cisla nami ziskana jsou zajimava, ale je potieba pokradovat ve sbéru dat a ovéfit nami
ziskané¢ hodnoty na vétSim souboru pacientti. Z divodu malého poctu pacientd jsme téz
neprovadéli dynamiku zmén FGF23 mezi jednotlivymi stadii. Dale je nutné uvést, Ze do nasi
pilotni studie jsme peclivé vybirali pacienty bez tidaji o zjisténé osteopordze v anamnéze ¢i
podavani vitaminu D. Chtéli jsme se tim vyhnout moznému ovlivnéni vysledkti. Dale jsme
dbali na to, aby vSichni pacienti méli v poradku ledvinné funkce. Ovéfeni vlivu rendlni

insuficience na hladiny FGF23 je uvedeno nize.

Tabulka 23. FGF23 u stadia I, II, a III vs. stadium IV

p-value
Analyt Dolni Horni
) Stadium Primér | Medidn Min — Max Wilcoxont
(unit) kvartil | kvartil
est
Stadium I, II,
FGF23 49.4 50.0 36.1 62.1 20.9 - 74.88
1 0.0006
(pgU/M)
Stadium IV 159.2 138.9 100.4 158.0 99.05 -334
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Graf 10. FGF23 u stadia I, I1, a III vs. stadium IV
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Mistem ucinku FGF23 jsou ledviny, kde FGF23 snizuje aktivitu sodiko-fosfatové
pumpy. V literatute se uvadi vysoké zvySeni FGF23 u dialyzovanych pacientl. ProtozZe jsme
do této doby neméli zadné vlastni klinické zkuSenosti s FGF23, rozhodli jsme se stanovit
plazmatické hladiny FGF23 u nékolika pacientli s rendlni insuficienci a u dialyzovanych

pacientl. Vysledky uvadi Tabulka 24.

Tabulka 24. FGF23 u renalni insuficience a dialyzovanych pacientti

Stav FGF23 (pg/ml)
Renalni insuficience 367

Renalni insuficience 387

Renalni insuficience 690
Hemodialyza 1587
Hemodialyza >5000
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Plazmatickd hladina FGF23 u vSech téchto pacientii ptekonala hladiny FGF23 u

generalizovanych kolorektalnich karcinomi. Ke spravnému hodnoceni vysokych hladin

FGF23 je tedy vzdy nutné mit informaci o funkénim stavu ledvin.

Zavérem je tedy mozné uvést, ze plazmaticka hladina FGF23 je statisticky vyznamné

vys$si u metastatickych forem kolorektalniho karcinomu. Klinickou vyuzitelnost této

informace je nutné ovéfit na vétsim souboru pacientd.

6 Zavéry pro klinickou praxi

Zavery disertacni prace jsem rozd¢lil podle fesenych problematik.

Zavéry plynouci z vyhodnoceni souboru pacientii s karcinomemu Zaludku:

Multivariaéni regresni analyzou byl navrzen algoritmus pro vypocet rizika
karcinomu Zzaludku ve tvaru: GCI = CEA * 0.6315 + 0.9344 * CA72-4 —
Pepsinogen-I * 0.00217 + Helicobacter pylori * 0.0362 + MMP-7 * 0.00180.
Hodnoty AUC pro navrzeny GCI jsou jednoznaéné vyssi (0.9553) nez nejvyssi
hodnota dosazend jednotlivym biomarkerem pouZzitym v navrhovaném algoritmu,
coz byl CA 72-4 s hodnotou AUC=0.7758.

Pokud bychom nepouzili k hodnoceni souboru pacienti GCI, tak CA 72-4 stale
zustava nejlepsim jednotlivym nadorovym markerem pro diagnostiku karcinomu
zaludku.

Snizené hladina pepsinogenu-I, vyssi hladina gastrinu a pfitomnost Helicobacteru
pylori jsou rizikové faktory vzniku karcinomu zaludku.

Algoritmus pro vypocet rizika karcinomu zaludku GCI je potfeba ovéfit na veétSim

souboru pacientd.

Zavéry plynouci zvyhodnoceni souboru pacientii s metastizami Kkolorektalniho

Kkarcinomu:

Cytokeratinové nadorové markery TPA a TPS je mozné doporucit pro pouziti
v diagnostice jaternich metastaz kolorektalniho karcinomu
Pokud bychom m¢li volit v diagnostickém pouziti mezi TPA a TPS, je vhodng&jsi

v pfipad€ metastdz kolorektalniho karcinomu TPS.
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- TPA a zejména pak TPS mohou ve vétsin€ ptipadi diive nez Casto pouzivany
CEA upozornit na moznou piitomnost metastdzy a urychlit tak radikalni lécebné
feSeni.

- Pokud zvolime kombinovany test CEA + cytokeratin, je vzdy dosazeno lepSich
senzitivit nez pfi pouziti samotného CEA.

- Nejvyssi senzitivity pti detekci jaternich metastdz, témét 100% je dosazeno pfi
pouziti kombinace CEA a TPS. Pokud zvolime cut-off, ktery byl vypocten pro
jednotlivé testy samostatné, je nutné pocitat se specificitou na urovni 80%.

- Cytokeratinové markery, stejn¢ jako CEA, nedokazi odlisit Cisté jaterni metastazy

od vicecetnych metastaz v riznych lokacich.

Zavéry plynouci z pilotni studie vyuziti FGF23 v diagnostice kolorektilniho karcinomu:
- Hodnoty FGF23 u kolorektalniho karcinomu se statisticky vyznamné lisi od
zdravé populace.
- Vyrazné zvySené hodnoty je mozné nalézt u metastatickych forem onemocnéni.
- Vyuzitelnost FGF23 k ¢asnému zachytu metastdz bude nutné ovéfit na veétsi

skupin¢ pacientd.
7 Perspektivy
Ze zé&veérh pro praxi vyplyva, ze stale nalézdme nové moznosti vyuziti biomarkert
v klinické praxi. Pfed zavedenim metodik do rutinni praxe je nutné ovéfit stavajici poznatky
na $irSich souborech pacienta.
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