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1. Seznam pouzitych zkratek

AGC - atypical glandular cells
- atypické zlazové bunky
AIF-1 - allograft inflammatory factor 1
ASC-US - atypical squamous cells of undetermined significance

- atypické dlazdicové bunky neurcitého vyznamu
beta-hCG - beta-human chorionic gonadotropin

- beta-lidsky choriovy gonadotropin

bFGF - basic fibroblast growth factor
- bazicky fibroblastovy ristovy faktor
CA 15-3 - cancer antigen 15-3
CA 19-9 - cancer antigen 19-9
CA 72-4 - cancer antigen 72-4
CA 125 - cancer antigen 125
CEA - carcinoembryonic antigen

- karcinoembryonalni antigen
CHI3L1 - chitinase-3-like protein 1

- protein 1 podobny chitinaze-3
CIN - cervical intraepithelial neoplasia

- cervikalni intraepitelidlni neoplézie
CcocC - combined oral contraception

- kombinovana oralni kontracepce
CYFRA 21-1 - cytokeratin fragment 19

- cytokeratinovy fragment 19

CXCR2 - C-X-C motif chemokine receptor 2
DKK - Dickkof-related proteins

DKK1 - Dickkof-related protein 1

EGFR - epidermal growth factor receptor

- receptor epidermalniho riistového faktoru
FGA - fibrinogen alpha chain

- fibrinogenovy alfa fetézec
FGFRI1 - fibroblast growth factor receptor 1

- receptor 1 fibroblastového ristového faktoru



HER2/neu - human epidermal growth factor receptor 2

- receptor 2 lidského epidermalniho riistového faktoru
HE4 - human epididymis-specific 4-disulfide core protein
HPV - human papilloma virus

- lidsky papilomavirus

HSPG - heparan sulfate proteoglykan

- heparan sulfat proteoglykan
IAP - immunosuppressive acidic protein
IDO - indoleamine 2,3-dioxygenase

- indolamin 2,3-dioxygenaza
IGF-2 - insuline-like growth factor 2

- inzulinu podobny rtstovy faktor 2

IL-6 - interleukin 6

IL-8 - interleukin 8

LAST - Lower anogenital squamous terminology
LCoR - ligand-dependent corepressor

LSIL - low-grade squamous intraepithelial lesion

- skvamoézni intraepitelialni 1éze nizkého stupné
LU - lymfatické uzliny
LVSI - lymphovascular space invasion
- invaze lymfovaskularniho prostoru
M-CSF - macrophage colony-stimulating factor
- faktor stimulujici kolonie makrofagt
oC - oncological cytology
- onkologické cytologie
ORM2 - orosomucoid 2

- orosomukoid 2

PANC-1 - pancreatic cancer cell line
PBK - PDZ-binding kinase

- kindza vazajici PDZ
PD LI - programmed death ligand 1
PFS - progression free survival

- preziti bez progrese

pl6 - protein p16



qRT-PCR
RAGE
RIP 140
SCC-Ag
SCJ

sFas
STAT 3

TFF3

TLR-4
TNF-a

TOPK

UZIS

ValN

VEGF-A

VEGF-C

VEGFR-2

VIN

2D-DIGE

- quantitative real time — polymerase chain reaction
- receptor for advanced glycation endproducts

- receptor-interacting protein 140

- protein 140 interagujici s receptorem

- squamous cell carcinoma antigen

- antigen spinocelularniho karcinomu

- squamo-columnar junction

- skvamokolumnarni junkce

- soluble Fas

- signal transducer and activator of transcription 3

- trefoil factor 3

- trefoil faktor 3

- toll-like receptor 4

- tumor necrosis factor alpha

- faktor nddorové nekrézy alfa

- T-LAK cell-originated protein kinase

- Ustav zdravotnickych informaci a statistiky

- vaginal intraepithelial neoplasia

- vaginalni intraepitelidlni neoplazie

- vascular endothelial growth factor A

- cévni endotelialni ristovy faktor A

- vascular endothelial growth factor C

- cévni endotelialni ristovy faktor C

- vascular endothelial growth factor receptor 2

- receptor 2 cévniho endotelidlniho ristového faktoru
- vulvar intraepithelial neoplasia

- vulvarni intraepitelialni neoplazie

- two-dimensional differential in-gel electrophoresis

- dvourozmérna diferencialni elektroforéza v gelu



2. Uvod

2.1 Karcinom hrdla délozniho

Karcinom hrdla délozniho je celosvétoveé Etvrtym nejcastéjSim zhoubnym nadorem u Zen
[14]. Incidence v Ceské republice byla v roce 2016 15,3/100 000 Zen, coZ je 822 novych
ptipadii za rok [173]. Incidence tohoto nadorového onemocnéni je v Ceské republice
zhruba o 50 % vySs§i nez v zapadnich evropskych zemich a mortalita (pocet Zen na
100 000, které na dané onemocnéni zemiou za rok) byla v roce 2016 6,28 (384 zen) [173].
Panevni lymfatické uzliny jsou primarnimi lymfatickymi uzlinami u tohoto nddorového
onemocnéni [17]. Vroce 2018 byla publikovana nova FIGO klasifikace pro toto
nadorové onemocnéni, kterd obsahuje mnoho dulezitych zmén [8]. NejcastéjSimi

histologickymi typy jsou spinocelularni karcinom (70 %) a adenokarcinom (25 %) [174].

Hlavnim etiologickym faktorem je infekce HPV (human papilloma virus, lidsky
papilomavirus) a to predevs§im typy 16 a 18 (high-risk), které maji nejvyssi riziko maligni
transformace bunck délozniho ¢ipku. HPV infekce genitalniho traktu je velmi bézna,
nicméné cervikalni karcinom vznikne pouze u velmi malého mnozstvi téchto zen [147].
Pted 50. rokem véku je HPV infikovano 75-80 % sexudlné aktivnich dospélych. Po 35.
roce zivota perzistuje virus pouze u 5-10 % zen, coz je zpusobeno neschopnosti
imunitniho systému virus eliminovat [82]. Rizikovymi faktory (nddorovymi promotory)
jsou nemoci pienasené pohlavnim stykem (herpes, chlamydie, HIV infekce), ¢asna
koitarché, pohlavni promiskuita, neoSetiené porodni poranéni ¢ipku délozniho, koufeni a

poruchy imunity [122][151][160][20].
2.1.1 Incidence a mortalita

Karcinom hrdla déloZzniho je celosvétové Ctvrtym nejcastéjSim zhoubnym nédorovym
onemocnénim u Zen, a to za karcinomem prsu, kolorektalnim karcinomem a karcinomem
plic. Primérné incidence celosvétove je 13,1/100 000 zen a velmi se mezi jednotlivymi
zemémi lisi (2-75/100 000 zen). Nejhlie je na tom Svazijsko v jizni Africe, kde
cervikalnim karcinomem onemocni zhruba 6,5 % Zen do 75 let véku. Vice nez jedna

tietina cervikalnich karcinomt byla v roce 2018 diagnostikovéna v Cin¢ a Indii, v Ciné



106 000 novych piipadt a vIndii 97 000. V Ciné zemielo vroce 2018 na toto
onemocnéni 48 000 Zen a v Indii 60 000. Celosvétove je prumérny veék v dobé diagnozy

53 let a pramérny vek umrti na toto onemocnéni je 59 let [4][14].

Incidenci je Ceské republika na tirovni rozvojovych zemi, v roce 2016 byla incidence
15,3/100 000 Zen. V roce 2016 byla mortalita na toto onemocnéni v Ceské republice 6,28
(384 zen). Incidence a mortalita karcinomu hrdla délozniho v Ceské republice je
znazornéna na obrazku €. 1. Srovnani s ostatnimi zemémi svéta je zndzornéno na obrazku

& 2[173].
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Obrazek 2

Srovnani incidence karcinomu délozniho hrdla v Ceské republice s vybranymi
zemémi svéta. Udaje z roku 2008.

Zdroj: http://www.svod.cz
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V Africe a Stfedni Americe je karcinom hrdla délozniho hlavni pfi¢inou Gmrti Zen na
nadorové onemocnéni [4]. SniZeni incidence a mortality je mozné jen zvySenim poctu
screenovanych pacientek, zlepSenim kvality jeho provedeni a rozsifenim ockovani proti
HPV. V Australii se pii proockovanosti vice nez 70 % snizil vyskyt tézkych dysplazii o
38 % [16].

2.1.2 Rizikové faktory

Rizikovym faktorem je Casné zahdjeni pohlavniho Zivota, vice sexudlnich partnert,
vysoce rizikovy sexudlni partner (promiskuitni, HPV infekce), pohlavné ptenosna
choroba v osobni anamnéze (napf. chlamydie, herpes genitalis), nizky v€k pfi prvnim
porodu (mén¢ nez 20 let), multiparita (tfi a vice porodil), anamnéza vaginalni
intraepitelidlni neoplazie (VaIN) a vulvarni intraepitelidlni neoplézie (VIN) a také

imunosuprese [127][101][3][33][31][160][128][156][106][81].

Rizikovym faktorem je i nizky socioekonomicky statut, a to zfejmé z ditvodu nizsiho
vyuzivani screeningového programu u téchto Zen. DalSim rizikovym faktorem je uzivani
kombinované oralni antikoncepce (COC). Metaanalyzou bylo prokazano, ze u
soucasnych uzivatelek COC naristé riziko invazivniho cervikalniho karcinomu s dobou
uzivani COC (vice nez 5 let uzivani vs. bez uzivani: RR 1,90, 95 % CI 1,69-2,13). Riziko
se po 10 letech od ukonceni uzivani COC snizilo na trovein pacientek, které COC nikdy
neuzivaly [52]. Koufeni cigaret je asociovano se zvySenym rizikem spinoceluldrniho
karcinomu, v jedné studii bylo prokazano zvySeni rizika az o 50%, u adenokarcinomu
toto prokazano nebylo [53]. Populacni studie ukazuji zvySenou incidenci cervikalniho
karcinomu v nékterych rodinach, coz bylo dfive pfisuzovano spole¢nému zivotnimu
prostfedi. Nov¢jsi studie toto vyvraceji, dokazuji to na srovnani sourozenct, kteti maji
oba rodice stejné a na sourozencich, ktefi maji pouze jednoho rodice spolecného [48].
Karcinom hrdla délozniho je asociovan s velkym mnozstvim polymorfisma Sirokého
spektra genil, které reguluji napf. imunitni odpovéd’, produkci cytokinti, angiogenezi,
tumor supresorové drahy nebo aktivatory transkripénich drah [152][43][24]. Bylo
prokézano, ze cervikalni karcinom je méné Casty u zen, jejichz sexudlni partneti maji

obtizku [19].



2.1.3 Patogeneze

HPV je detekovan u 99,7 % pacientek s cervikdlnim karcinomem a mé hlavni roli pfi
vzniku tohoto nadorového onemocnéni [151]. Bylo identifikovano jiz vice nez 40 typt
HPV, které postihuji sliznici genitalu a asi 15 z nich je povazovano za onkogenni, typy
16 a 18 jsou nalezeny u vice nez 70 % pacientek s cervikdlnim karcinomem. Nejprve
dochazi kinfekci metaplastického epitelu transformacni zény hrdla délozniho
onkogennim HPV, kde tato infekce musi perzistovat, dale vzniké prekancer6za a invazi
pfes bazalni membranu vznika nakonec invazivni karcinom [122]. HPV infekce
genitalniho traktu je velmi bézna, nicméné cervikélni karcinom vznikne pouze u velmi
malého mnozstvi téchto zen. Pted 50. rokem véku je HPV infikovano 75-80 % sexudlné
aktivnich dospélych [82]. Vétsina infekei je pfechodnych, pokud infekce perzistuje, tak
invazivni karcinom vznikd primérn¢ za 15 let [131]. HPV infekce zplsobuje také

genitalni bradavice, karcinom vulvy, pochvy, anu a penisu [15].

2.1.4 Prognostické faktory

Mezi prognostické faktory patii stddium nadorového onemocnéni dle TNM a FIGO
klasifikace. ObjemnéjSi tumory maji hor$i prognozu a vyss$i vyskyt postizeni
lymfatickych uzlin, s velikosti tumoru také souvisi prorustani karcinomu do hloubky
délozniho hrdla a do lymfovaskularniho prostoru. Horsi prognézu maji tumory s nizkou
diferenciaci  (adenokarcinomy), malobunééné neuroendokrinni karcinomy a

adenokarcinomy se svétlobunécnou a mezonefroidni slozkou [105].

2.2 Cervikalni intraepitelialni neoplazie

Cervikalni intraepitelidlni neoplazie (CIN) je pfednadorové postizeni délozniho ¢ipku,
které mlze suréitym casovym odstupem vést ke vzniku invazivniho karcinomu.
Ektocervix je pokryt vrstevnatym dlazdicovym epitelem a endocervix je pokryt zlazovym
epitelem. CIN oznacuje abnormality vrstevnatého dlazdicového epitelu a mé tii stupné
zavaznosti: CIN 1 (LSIL- low grade squamous intraepithelial lesion), CIN 2 a CIN 3
(HSIL- high grade squamous intraepithelial lesion). Glandularni cervikalni neoplazie

muze byt low-grade a high-grade. High-grade glandularni cervikalni neoplazie zahrnuji i



adenokarcinom in situ [132][76][154]. CIN 1 je l1éze nizkého stupné, jedna se o atypické
bunécné zmény v dolni tietin¢ epitelu. CIN 2 je povaZovéana za 1ézi vysokého stupné,
jedna se o sttedné atypické bunééné zmeény omezené na bazalni dvé tfetiny epitelu se
zachovanim epitelidlniho zrani. CIN 3 je léze vysokého stupné, kde atypické bunécné
zmény zahrnuji vice nez dv¢ tetiny tloustky epitelu a zahrnuje téz 1éze postihujici celou

tloustku epitelu [132][76][154].

2.2.1 Terminologie

Historicky byly prednadorové zmény vrstevnatého dlazdicového epitelu délozniho hrdla
popisovany jako mirna, stiedné tézka nebo tézka cervikalni dysplazie. V roce 1988 byl
zaveden novy terminologicky systém, systém Bethesda, ktery byl poté revidovan v letech
1991 a 2001. V tomto systému byla pouzita odliSnd terminologie pro cytologické a
histologické nalezy. Cytologické nalezy byly popsany terminem ,,skvamoézni
intraepitelidlni 1éze* (SIL) a histologické zmény byly popsany terminem ,,cervikalni
intraepitelidlni neopldzie® (CIN). CIN 1 je léze nizkého stupné, jednd se o atypické
bunééné zmény v dolni tieting epitelu. Casto je piitomen cytopaticky efekt HPV-
koilocyty. Koilocyty jsou velké buinky s pyknotickym hyperchromnim jadrem a
perinukledrnim projasnénim. CIN 2 je povazovéna za lézi vysokého stupné, jednd se o
sttedné atypické bunécné zmény omezené na bazalni dvé tietiny epitelu se zachovanim
epitelidlniho zrani. CIN 3 je 1éze vysokého stupné kde atypické bunééné zmény zahrnuji
vice nez dvé tretiny tloustky epitelu a zahrnuje téz 1éze postihujici celou tloustku epitelu

[132][76].

CIN 2 a CIN 3 jsou casto klasifikovany spolecné jako CIN 2/3, je to tak z ditvodu obtizné
reprodukovatelnosti nalezit CIN 2. V roce 2012 byla publikovana klasifikace LAST
(Lower Anogenital Squamous Terminology) Americké spolec¢nosti patologie a Americké
spolecnosti pro kolposkopii a cervikalni patologii. V této klasifikaci byla navrzena nova
terminologie pro popis 1ézi asociovanych s HPV infekci vrstevnatého dlazdicového
epitelu anogenitalniho traktu. V klasifikaci LAST se u histologickych nélezl uziva stejna
terminologie jako u nalezti cytologickych. CIN 1 je v LAST klasifikaci oznacovana jako
LSIL. Léze CIN 2, které jsou pl6 negativni jsou oznacovany jako LSIL (low-grade

squamous intraepithelial lesion). CIN 2 1éze které jsou pl16 pozitivni jsou oznacovany
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jako HSIL (high-grade squamous intraepithelial lesion). Léze CIN 3 jsou oznacovany
jako HSIL [154]. V této praci uzivame terminologii CIN (Bethesda, 2001).

2.2.2 Patogeneze

Hlavnim etiologickym  faktorem prekancer6z hrdla délozniho je HPV
[123][151][161][20]. Existuje cca 200 typa HPV, ztoho pfiblizn¢ 120 typt bylo
izolovano u clovéka [7][71], typ HPV urcuje klinické projevy infekce a onkogenni
potencial viru [158][109]. Low risk typy se neintegruji do hostitelského genomu a
zplisobuji pouze 1éze nizkého stupné a benigni genitdlni bradavice [83]. High risk typy
HPV jsou silné asociovany s high grade 1ézemi a s progresi k invazivnimu karcinomu, ale

jsou asociovany i s low grade lézemi [13][27].

Vétsina HPV infekcei je pfechodnych a vyskytuje se u mladych pacientek. Perzistentni
infekce high risk typy HPV je kli¢ovym faktorem v rozvoji high grade 1ézi a karcinomu
[62], zatimco clearance HPV predikuje regresi prekancerdzy [100][94][158][115]. Vyssi
pravdépodobnost perzistence je asociovana s n¢kolika faktory: vyssi vek, trvani infekce
a high-risk HPV typy [13][49]. HPV se pienasi sexudlnim kontaktem. Prekancerézy a
karcinom hrdla délozniho se témét nevyskytuji u zen, které nemély pohlavni styk
[127][159]. HPV je epiteliotropni, jakmile je epitel infikovan, virus miize bud’ pfetrvavat
v cytoplazmé, nebo se integrovat do genomu hostitele. Pokud HPV zistava v
epizomalnim neintegrovaném stavu, vysledkem je low grade 1éze. Jakmile se virus

integruje do lidského genomu, mohou se vyvinout high grade 1éze a karcinom [107].

Vnimavost jedince k onkogennim typtim HPV je urena imunitnim systémem hostitele
[130][96][25][63]. Vyskyt CIN se zvySuje u pacientek HIV pozitivnich. Riziko infekce
HPV i CIN se zvySuje se zvysSujicim se stupném imunosuprese [3][33][31][161].
Karcinom délozniho hrdla je jednou z nejcastéjSich malignit u pacientek se syndromem
ziskané imunodeficience (AIDS) [79]. U pacientek s chronickym onemocnénim

vyzadujicim dlouhodobou imunosupresivni 1é¢bu je zvysSené riziko vzniku CIN

[128][156][106][81].

Koufeni cigaret a infekce HPV maji synergické ucinky na vyvoj CIN a cervikalniho

karcinomu [20]. V jedné studii s pacientkami HPV pozitivnimi bylo riziko cervikalniho
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karcinomu u kufacek dvojnasobné az Ctyfndsobné nez u  nekufacek
[21][112][117][5][41]. Dlouhodobé uzivani peroralnich kontraceptiv je povazovano za
kofaktor, ktery zvySuje riziko karcinomu délozniho hrdla u HPV pozitivnich pacientek
[77][52]. Nezda se ovSem, ze by se jednalo o kauzalni faktor, stejn¢ jako infekce virem

herpes simplex a chlamydie [55].

2.3 Sérové biomarkery v onkogynekologii

Tumor markery, které mohou byt ziskany zkrevniho séra nebo zplazmy, maji
v porovndni s jinymi diagnostickymi nastroji pomérné nizkou cenu a minimalni
invazivitu. Nadorové markery se staly jiz standardem v managementu onkologickych
pacient, a tedy i pacientek s nadory reprodukénich organt. Pokud pouzivame pouze
jeden tumor marker, senzitivita i specificita jsou pomérné nizké, to je mozné zlepsit,
pouzitim kombinace nékolika tumor markert. Termin tumor markery je tradi¢né
pouzivan pro latky, vétSinou proteiny, jez jsou produkovany bud’ samotnymi nadorovymi
bunikami nebo jinymi buiikami v odpovédi na nddorovy proces. Tumor markery mohou
byt extracelularni matrix, molekuly bunééné adheze, receptory, ristové faktory nebo
tieba cytokiny. Dokonce i vlastni protilatky téla proti nadorovym markerim mohou byt
tumor markery. Nadorové markery jsou vylu¢ovany do intersticidlni tekutiny a nakonec
(nebo piimo) do krevniho fecisté, kde jsou detekovatelné ve vzorcich séra. Tumor marker
muze byt asociovan s nadorem konkrétniho organu, nicméné vétSinou jsou organove
nespecifické a jejich hladiny jsou zvySené u nadord riizného typu a riiznych organi.
Termin biomarker byva definovan jako meéfitelny indikator urcitého biologického stavu

& podminek [30][88][143][148].

vvvvvv

nadorovych markerd, je nyni zkoumana aplikace kombinace biomarkerti. Jsou vyvijeny
statistické a matematické metody k hodnoceni senzitivity a specificity téchto kombinaci
markert [142]. U vSech nadorti, vCetné téch gynekologickych, je zasadni detekovat
onemocnéni v co nejcasngjSim stadiu. Hledani uZzitecnych sérovych biomarkert pro

casnou detekci ma tedy vysokou prioritu.

Bézné€ pouzivanymi tumor markery v onkogynekologii jsou: CEA — carcinoembryonic

antigen / karcinoembryondlni antigen (karcinom prsu, karcinom endometria,
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adenokarcinom hrdla délozniho), CA 125 - cancer antigen 125 (karcinom ovaria,
karcinom prsu, karcinom endometria), HE4 — human epididymis-specific 4-disulfide core
protein (karcinom ovaria, karcinom endometria), beta-HCG — beta-human chorionic
gonadotropin (tumory z germindlnich bunék, choriokarcinom), alfa-fetoprotein (tumory
z germinalnich bunék), SCC-Ag — squamous cell carcinoma antigen / antigen
skvamocelularniho karcinomu (spinocelularni karcinom hrdla délozniho), CA 15-3 -
cancer antigen 15-3 (karcinom prsu, karcinom ovaria, karcinom endometria), CA 19-9 -
cancer antigen 19-9 (karcinom ovaria, karcinom endometria), [AP - immunosuppressive
acidic protein (karcinom endometria, karcinom hrdla délozniho, karcinom ovaria), CA
72-4 - cancer antigen 72-4 (karcinom ovaria, karcinom endometria) a HER-2/neu —
epidermal growth factor receptor / receptor epidermalniho rustového faktoru (karcinom

prsu) [93].

2.4 Sérové biomarkery u karcinomu hrdla délozniho

SCC-Ag je sérovy marker pro cervikdlni karcinom, ktery je bézné pouzivan v klinické
praxi. Je to marker bunééné diferenciace dlazdicovych bunék, ktery byl poprvé izolovan
jako jedna ze 14 subfrakci nddorového antigenu TA-4 (tumor-associated antigen 4) [59].
SCC-Ag obsahuje dva téméf identické proteiny, SCC-1 a SCC-2, které maji jedinecné
inhibi¢ni vlastnosti vici proteindzam [39]. SCC-1 inhibuje chymotrypsin a katepsin L a
ma antiapoptoticky u¢inek. SCC-2 inhibuje katepsin G a chymdazu Zirnych buné¢k, ¢imz
chrani epitelidlni bunky pfed zanétem vyvolanym témito protedzami [134]. SCC-1 a
SCC-2 se nachdzeji v cytosolu skvamdznich bunék a jejich pritomnost v séru pacientek s
pokrocilymi spinocelularnimi karcinomy je zpisobena hlavné pasivnim uvoliiovanim nez
aktivni sekreci do cirkulace [143]. SCC-Ag je pfitomen ve vysokych hladinach u
20-60 % pacientek s casnym stadiem cervikalniho karcinomu. Zvysené hladiny SCC-Ag
jsou pfitomny u 64 % pacientek se spinocelularnim karcinomem a 25 % pacientek
s adenokarcinomem hrdla délozniho [61]. Sérova hladina SCC-Ag pted lécbou je
asociovana s velikosti tumoru, stadiem onemocnéni, hloubkou stromalni invaze, invazi
lymfovaskularniho prostoru (LVSI) i postizenim lymfatickych uzlin, coz bylo potvrzeno
ve vice studiich. Se zvySenymi sérovymi hladinami SCC-Ag bylo signifikantné
asociovano postizeni spolenych ilickych a paraaortdlnich uzlin. Velikost nadoru,

stddium onemocnéni, hloubka stromalni invaze a sérova hladina SCC-Ag jsou vyznamné
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asociovany s recidivou cervikalniho karcinomu. Zvyseni sérovych hladin SCC-Ag mtize
pfedchazet klinické diagndze recidivujiciho onemocnéni ve 46-92 % piipadd, pficemz
pramérnd doba se pohybuje od 2 do 8 mésicii. SCC-Ag mulze byt pouzit jako referencni
faktor pro poopera¢ni adjuvantni radioterapii [68][69][61][39]. SCC-Ag pted lécbou je
dobrym prediktorem odpovédi na neoadjuvantni chemoterapii u pacientek s pokro¢ilym
onemocnénim. Scambia a kol. publikovali, ze hladiny SCC-Ag >5 ng/ml souviseji se
Spatnou odpovédi na chemoterapii u pacientek s lokalné¢ pokrocilym karcinomem
délozniho hrdla [121]. Pacientky, které maji normalni sérové hladiny SCC-Ag po
radioterapii nebo konkomitantni chemoradioterapii maji lepsi klinické vysledky ve
srovnani s témi, které maji hladiny zvysSené [103][51]. Podle n€kterych autoria SCC-Ag v
séru béhem dispenzarizace nezlepsuje miru vylécenych pacientek, u kterych se nakonec
vyvine recidiva [39]. Bylo vSak i publikovano, Ze provedeni pozitronové emisni
tomografie u pacientek s asymptomatickym zvysenim SCC-Ag, mize nékdy umoznit
karcinomu hrdla délozniho vyssi senzitivitu nez CYFRA 21-1 (cytokeratinovy fragment
19) [39]. SCC-Ag byva také zvyseny v séru pacientek s jinymi chorobami dlazdicovych
bun¢k, vcetn¢ rakoviny jicnu, plic, hlavy a krku, stejné jako u benignich koznich
onemocnéni, jako je ekzém, a tento nedostatek specificity omezuje vSeobecné vyuziti
SCC-Ag u cervikalniho karcinomu [32]. Experimentalni studie ukazaly, Ze expozici
TNF-a o koncentraci 100 IU/ml po dobu 72 hodin vyznamné vzrostla produkce SCC-Ag

v normalnich lidskych epidermalnich keratinocytech [102].

CYFRA 21-1 je vyuzivan jako diagnosticky i prognosticky marker u cervikalniho
karcinomu, zejména u spinocelularniho [108]. CYFRA 21-1 je v séru rozpustny fragment
cytokeratinu 19, ktery patii mezi kyselé keratiny typu I, vazi asi 40 kDa a byl poprvé
popsan v roce 1981 [162]. ZvySené sérové hladiny CYFRA 21-1 byly detekovany u 42—
52 % pacientek se spinoceluldrnim karcinomem délozniho hrdla [37][34][136]. Sérové
hladiny CYFRA 21-1 pted 1écbou souviseji se stddiem onemocnéni, velikosti nadoru,
hloubkou stromélni invaze, LVSI a metastdzami lymfatickych uzlin [37][93][113].
Zvysend hladina CYFRA 21-1 po 1é¢bé, mlize znamenat pritomnost rezidualni nddorové
tkan¢ a mizeme takto predikovat recidivu onemocnéni. Ve studii se 114 pacientkami
s cervikalnim karcinomem stddia IB-IV, které podstoupily radioterapii nebo
konkomitantni chemoradioterapii, byly zvySené sérové hladiny CYFRA 21-1 po 1écbé

spojeny s rezidualnim nadorem v 70 % piipadii [111]. Kainz a kol. nalezli zvySené sérové
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hladiny CYFRA 21-1 u 8 ze 13 pacientek (61,5 %), u kterych doslo k lokalni rekurenci
spinocelularniho karcinomu cervixu [57]. Ve vétsin€ publikaci byly u spinocelularniho
karcinomu sérové hladiny CYFRA 21-1 méné senzitivni nez SCC-Ag pro detekci,
rozpoznani progrese i recidivy onemocnéni [111][11][34][146][136]. Naptiklad Suzuki a
kol. publikovali zvys$ené sérové hladiny SCC-Agu 7 (87,5 %) z 8 pacientek s rekurentnim
spinocelularnim karcinomem délozniho hrdla, zatimco sérova hladina CYFRA 21-1 byla

zvysend pouze u 3 (37,5 %) téchto pacientek [137].

CA 125 je znam hlavné jako tumor marker ovaridlniho karcinomu. Sérové hladiny CA
125 se zvySuji u 20-75 % pacientek s adenokarcinomem délozniho hrdla a odrazeji
stddium onemocnéni, velikost nadoru, histologicky typ, stromalni invazi, LVSI a stav
lymfatickych uzlin [39]. ZvysSend hladina CA 125 v séru byla detekovana také u pacientek
se spinocelularnim karcinomem délozniho hrdla, ale s mirou pozitivity niz$i nez u
pacientek s cervikdlnim adenokarcinomem. Zda se, ze hladiny CA 125 pted 1é€bou maji
prognostickou hodnotu a vzestup sérového CA 125 béhem sledovani miize predchazet
nebo byt shodny s klinickou diagn6zou rekurentniho cervikalniho adenokarcinomu [39].
Zvysené hladiny CA 125 jsou asociovany s vys$im stadiem karcinomu hrdla délozniho a
to u 42,6 % pacientek s adenokarcinomem a 18,9 % pacientek se spinocelularnim
karcinomem [47]. Bylo zjisténo, Ze hladina CA 125 je vyznamné vyssi u pacientek s
metastadzami panevnich a paraaortalnich lymfatickych uzlin nez u pacientek bez postizeni
lymfatickych uzlin [65]. Specificita CA 125 neni optimdlni, protoze zvysené sérové
hladiny 1ze n€kdy nalézt i u benignich gynekologickych stavi, jako je endometridéza a
zanétlivé onemocnéni panve, karcinomu endometria, benignich negynekologickych
onemocnéni, jako je hepatitida, pankreatitida, renalni selhani a pleurdlni vypotek a
negynekologickych malignit, vCetné karcinomu plic, pankreatu a non-Hodgkinova
lymfomu [39]. CA 19-9 lze vyuzit pii detekci recidivy karcinomu hrdla délozniho u
pacientek, které podstoupily radioterapii [1]. Hladiny CA 19-9 jsou signifikantné vyssi u
pacientek s adenokarcinomem neZ u pacientek se spinocelularnim karcinomem hrdla
délozniho [12]. Kombinace CA 125 s CA 19-9 muze zvysit senzitivitu u cervikalniho
karcinomu na 60 % a kombinace CA 125 s CEA a SCC-Ag az na 70 % [12][92]. Vyssi
sérové hladiny TNF-a, SCC-Ag a CA15-3 pied 1é¢bou, jsou nezdvisle na sobé asociovany
se Spatnou progndzou pacientek skarcinomem hrdla délozniho vI. a II. stadiu
onemocnéni. Kombinované pouziti téchto tif biomarkert umoziuje -efektivni

vyhodnoceni vysledkt 1é€by u pacientek s cervikalnim karcinomem [70].
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Dal$im biomarkerem je IAP (immunosuppressive acidic protein), ktery je zvysen u
43-51 % karcinomu délozniho hrdla [120][6]. Battaglia zjistil zvySeni IAP pifed 1é€bou u
53 % spinocelularnich karcinomil a u 40 % adenokarcinomt [6]. Hladina AP souvisi se
stddiem onemocnéni a metastazami v lymfatickych uzlinach a ma prediktivni hodnotu

pro prognézu [6].

VEGF (vaskularni endotelidlni ristové faktory) jsou dimerni glykoproteiny, které se
vazou na konkrétni tyrosin kinazové receptory (VEGFR) a moduluji dilezité funkce
endotelialni bunky [70][84]. Sérové hladiny VEGF jsou cCasto zvySené u pacientek s
rakovinou délozniho hrdla a po Uspésné 1écbé vyznamné klesaji. Klinicky vyznam
sérovych hladin VEGF je vsak stale zkouman [39]. Bylo prokazano, ze VEGF, zejména
izoforma VEGF-C, je zvySen v séru pacientek se spinocelularnim karcinomem hrdla
délozniho a CIN ve srovnani se zdravymi Zenami. U pacientek s cervikdlnim
spinocelularnim karcinomem byly hladiny VEGF-C v séru spojeny se stadiem
onemocnéni, ale ne s prognézou [84][67]. Sérové hladiny VEGF-C po uspésné 1€cbé
téchto pacientek vyznamné klesaji [39][9]. Vysledky jedné prace naznacuji, Ze i sérové
hladiny VEGF-A a VEGFR-2 mohou byt slibnymi prognostickymi biomarkery u
cervikalniho karcinomu. Sérové hladiny VEGF-A u pacientek s objemnym nadorem,
postizenim panevnich lymfatickych uzlin a infiltraci parametrii byly vyznamné vyssi nez
u pacientek bez téchto faktort. Celkové preziti pacientek s vysokymi sérovymi hladinami
VEGF-A a VEGFR-2 bylo vyznamné niz8i nez celkové pieziti pacientek s nizkymi
hladinami [119].

-----

YKL-40/CHI3L1, ktery je exprimovan v mikroprostiedi rtiznych solidnich nadort.
Exprese YKL-40/CHI3LI je také zvySena béhem rlstu nadoru a zvySené sérové hladiny
tohoto glykoproteinu jsou asociovany s hor§im pfezitim a hor§i prognozou pacientl
s nddorovym onemocnénim. YKL-40/CHI3L1 je exprimovan a produkovan imunitnimi
bunikami, jako jsou makrofagy a neutrofily a neimunitnimi buiitkami, mimo jiné napf.
fibroblasty [72]. ZvySené sérové hladiny YKL-40/CHI3L1 byly nalezeny u 75 %
pacientek se spinocelularnim karcinomem hrdla délozniho a 78 % pacientek
s adenokarcinomem hrdla délozniho. Navic se ukazalo, Ze zvySené sérové hladiny YKL-
40/CHI3L1 pted lé¢bou predpovidaji nepiiznivou progndzu, nezavisle na stadiu

onemocnéni [91].
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Bylo zjisténo, ze angiopoetiny hraji zdsadni roli v angiogenezi nadoru. Pomér sérového
angiopoetinu-1 k angiopoetinu-2 mize byt cennym diagnostickym a prognostickym
biomarkerem u cervikalniho karcinomu [167]. Také apolipoprotein A1 a fibrinogen alpha
chain (FGA) jsou povazovany za prognostické sérové biomarkery u cervikalniho
karcinomu [23]. Apolipoprotein Al je hlavni proteinovéd slozka HDL (high density
lipoprotein) a hraje dilezitou roli v homeostaze cholesterolu [150]. FGA je lidsky
fibrinogen, ktery je syntetizovan v jatrech a tvofen 2 symetrickymi molekulami
doprovazenymi 3 riznymi polypeptidovymi fetézci [129] a je biomarkerem riiznych
nadorii [166][152][26]. Uvadi se, ze FGA je asociovan také s patogenezi endometridzy
[172]. Apolipoprotein C2 by mohl byt vyuzit jako biomarker pro predikci vysledku
radioterapie u pacientek s cervikalnim karcinomem [45]. Bylo zji§téno, Ze sérova hladina
lipocalinu-2 je spojena s infekei high risk typy HPV, bez ohledu na stupent CIN a také s
pokroCilym stadiem cervikalniho karcinomu. Lipocalin-2 lze pouzit k identifikaci
pacientek s pokrocilym naddorovym onemocnénim cervixu, které pottebuji agresivnéjsi
lécbu. Lipocalin 2 ma onkogenni roli jako promotor tumorogeneze prostfednictvim

zvySovani proliferace nadorovych bun¢k a metastatického potencialu [149].

Faktor stimulujici kolonie 1 (CSFI1), znamy také jako faktor stimulujici kolonie
makrofagi (M-CSF), je cytokin, ktery zptisobuje diferenciaci hematopoetickych
kmenovych bunék na makrofagy nebo jiné pfibuzné bunécné typy [175]. Suzuki a kol.
prokézali, ze sérovy M-CSF byl zvysen u 27 % ptipadl cervikalnich karcinomi [135].
IL-6 je rozpustny medidtor s pleiotropnim u¢inkem na zan¢t, imunitni odpovéd a
hematopoézu [141]. U cervikalniho karcinomu bylo zji§téno, ze hladina IL-6 je vyznamné
vyS$$i u pacientek s metastazami panevnich a paraaortalnich lymfatickych uzlin nez u
pacientek bez postiZzeni lymfatickych uzlin [65]. Fas je Siroce exprimovany protein
zakotveny v membrané, ktery indukuje apoptozu bunck. Solubilni Fas (sFas) generovany
alternativnim sestfihem mRNA, miize antagonizovat funkci Fas na povrchu buiiky [89].
U pacientek se spinocelularnim karcinomem hrdla dé€lozniho bylo ve srovnéani s
hladinami zdravych Zen (p <0,0001) prokazdno vyznamné zvysSeni sérové hladiny sFas

[64].

Exprese imunomodula¢niho enzymu indolamin 2,3- dioxygenazy (IDO) potlacuje funkci
T-lymfocytd, coz koreluje se zhorSenym pfezitim u pacientli s riznym nadorovym

onemocnénim. IDO degraduje esencidlni aminokyselinu tryptofan, coz vede k
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imunosupresivni produkci kynureninti. Koncentrace tryptofanu, 3-hydroxykynureninu a
kynureninu byly méfeny ve vzorcich séra pacientek pied 1écbou cervikalniho karcinomu
a aktivita IDO byla stanovena pomérem kynurenin/tryptofan. Bylo zji§téno, Ze nizka
koncentrace tryptofanu je signifikantné asociovana s tumory vétSimi nez 4 cm a
metastatickym postizenim lymfatickych uzlin. Déale byly nalezeny signifikantn€ pozitivni
korelace mezi vysokymi koncentracemi metabolitl tryptofanu, kynureninu a 3-
hydroxykynureninu, a pokroCilym stadiem onemocnéni a metastazami v lymfatickych
uzlindch. Vysoké hladiny kynureninu byly dale asociovany s Sifenim tumoru do
parametrii a velikosti nadoru. Vysoky pomér kynurenin/tryptofan byl asociovan s
metastazami do lymfatickych uzlin, stddiem onemocnéni, velikosti nddoru, invazi do
parametrii a Spatnym piezitim pacientek. Tyto vysledky naznacuji, Ze aktivace IDO
souvisi se Spatnymi klinicko-patologickymi parametry a horSim piezitim u cervikalniho

karcinomu [36].

Ke kvantitativni analyze plazmatickych proteind zdravych ujgurskych zen a Zen s Casnym
staddiem cervikalniho karcinomu byla pouzita komparativni proteomika zaloZzena na
dvourozmérné diferencialni elektroforéze v gelu (2D-DIGE). Bioinformaticka analyza
ukdzala 10 plazmatickych proteind jako kandidaty biomarkerti, zejména proteiny
souvisejicich s lipidovym metabolismem (apolipoprotein A4, apolipoprotein Al,
apolipoprotein E), proteiny komplementu (epiplakin 1, protein 1 souvisejici
s komplementovym faktorem H), metabolické enzymy (napf. ser6zova proteaza 2

spojend s manosou) nebo proteiny souvisejici s imunitou (IGK(@ protein) a dalsi [44].

MBL asociované serinové proteazy (MASP-1, MASP-2, MASP-3, MAp-44 a MAp-19)
jsou klicové faktory pfi aktivaci lektinové drahy komplementu. Sérové hladiny téchto
proteaz byly asociovany s recidivou a hor§im piezitim u n¢kterych typt karcinoml, napf.
u kolorektalniho a ovaridlniho. V jedné studii byly hodnoceny sérové hladiny MASP-1,
MASP-2, MASP-3, MAp-44 a MAp-19 u pacientek s cervikalnim karcinomem a CIN.
Do studie bylo zatazeno celkem 351 brazilskych Zen. Na zékladé vysledkl biopsie byly
rozdéleny do ctyt skupin: CIN 1, CIN 2, CIN 3 a invazivni karcinom. Pacientky s
invazivnim karcinomem vykazovaly vyznamné vyssi sérové hladiny MASP-2, MASP-1
a MAp-19 nez skupiny s CIN. Mezi ¢tyfmi studovanymi skupinami nebyly zjiStény zadné
statisticky vyznamné rozdily v sérovych hladinaich MASP-3 a MAp-44. Vysoké hladiny
MASP-2, MASP-1 a MAp-19 v séru byly vyznamné asociovany se Spatnym piezitim u
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pacientek s invazivnim karcinomem a s recidivou onemocnéni. Vysoké hladiny MASP-
2, MASP-1 a MAp-19 v séru jsou tedy asociovany s progresi cervikalniho karcinomu a
horsi progn6zou onemocnéni. Serinové proteazy se ucastni lektinové drahy v patogenezi

cervikalniho karcinomu [78].

Z nami studovanych proteinii byla prokazéna asociace s cervikalnim karcinomem u
DKKI1 (Dickkof-related protein 1). Hladiny DKK1 v séru byly vyznamné zvySeny u
pacientek s cervikalnim karcinomem ve srovnani se zdravymi zenami. Exprese DKKI1 v
séru u cervikalniho karcinomu korelovala s lymfatickymi metastazami a primérem

nadoru [56].

2.5 Sérové biomarkery u cervikalnich intraepitelialnich neoplazii

Dosud neexistuje spolehlivy sérovy biomarker pro diagnostiku cervikalnich
intraepitelidlnich neoplazii. U pacientek s CIN byla prokdzana zvySena sérova hladina
ORM2 (orosomucoid 2) a proteinu F9 [114]. ORM2 jako ¢len rodiny proteint akutni faze
hraje klicovou roli pfi akutnim zédnétu. ORM2, produkovany endotelovymi bunikami, je
nezbytny pro permeabilitu kapildr, tuto roli méa u zdravych i nadorovych bunék [133]. U
proteinu ORM2 byla prokdzana zvysSend sérovd hladina u pacientek s cervikalni
prekancerdzou ve srovnani s kontrolni skupinou zdravych Zen [23]. Exprese ORM2 byla
vyznamné zvysena dale tfeba 1 u pacientd s rakovinou mocového méchyie v porovnani
se zdravymi kontrolami [54]. U proteinu F9 bylo prokdzano konzistentni zvySovani jeho
sérové hladiny pfti progresi 1éze z LSIL na HSIL a do cervikalniho karcinomu [23]. Bylo
prokéazano, ze VEGF, zejména jeho izoforma VEGF-C, je zvySen v séru pacientek s CIN
ve srovndni se zdravymi zenami [84][67]. Pomér sérového angiopoetinu-1 k
angiopoetinu-2 muze byt také cennym diagnostickym biomarkerem u CIN [167].
Apolipoprotein A1 a TOR (target of rapamycin) jsou biomarkery pro HSIL 1éze d€lozniho
hrdla [44]. Bylo zjisténo, Ze sérova hladina lipocalinu-2 je spojena s infekci high risk typy
HPV, bez ohledu na stupeit CIN [149]. Je snaha o identifikaci sad proteint, které jsou
regulovany v séru pacientek s CIN za vyuziti hmotnostni spektrometrie. Napiiklad
v jedné studii vykazoval panel Sesti proteinli 67 % senzitivitu a 88 % specificitu pii

rozliSeni pacientek s CIN od zdravych kontrol [10]. Z ndmi studovanych proteint bylo
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prokézano, ze hladiny DKKI1 v séru jsou vyznamné zvySeny u pacientek s CIN

v porovndni s pacientkami bez nalezu na déloznim hrdle [56].

2.6 Studované biomarkery TFF3, AIF-1, S100-A11 a DKK1

2.6.1 TFF3 (trefoil faktor 3)

Trifolaty jsou skupinou malych polypeptidii bohatych na cystein, jsou exprimovany
v tkanich, které obsahuji bunky produkujici hlen, obzvlasté v gastrointestinalni traktu a
jinych epitelidlnich tkanich. V roce 1989 byly pojmenovany Thimem jako ,.trefoil
peptidy a dosud byly identifikovany tii: TFF1, TFF2 a TFF3. Zda se, ze maji rozhodujici
roli v pfestavbé epitelu, ¢ehoz dosahuji vicero mechanismy, coz bylo prokazano in vitro
studiemi [87]. TFF3 je protein, ktery je u lidi kédovan genem se stejnym nazvem TFF3 a
byl vroce 1991 objeven u krys. TFF3 je exprimovan ve tkanich Zenského genitalu a
exprese je regulovana estrogenem, nicméné absence fluktuace sérovych hladin TFF3 v
prabéhu menstrua¢niho cyklu ukazuje na to, ze TFF3 pochézi prevazné z tkéni, které

nejsou pod vlivem estrogenu [144].

U karcinomu gastrointestindlniho traktu byla prokdzdna asociace TFF3 s horsi
prognozou. TFF3 hraje zfejmé roli v progresi karcinomu zaludku [164]. U karcinomu
prsu je exprese TFF3 vyssi u estrogen dependentniho typu. TFF3 byl identifikovén jako
promotor nadorové angiogeneze, coz je zndzornéno graficky na obrazku ¢. 3 [66]. U
karcinomu prsu je exprese TFF3 spojena s hor§im pfezitim pacientek, Sifenim do
lymfatickych uzlin a vzdalenymi metastazami. Existuji ditkazy o tom, Ze exprese TFF3

by u karcinomu prsu mohla byt asociovdna s chemorezistenci [92].

20



Obrazek 3

TFF3 je secernovan buiikami nadoru prsu a nepfimo podporuje angiogenni chovani

endotelidlnich bunék cestou osy IL-8/CXCR2. STAT 3 je transkrip¢ni faktor

zodpovédny za zvySenou expresi IL-8 cestou TFF3.
Vysvétlivky: IL-8- interleukin 8, CXCR2- C-X-C motif chemokine receptor 2, STAT 3-

signal transducer and activator of transcription 3.

Upraveno podle: Lau, W. et al., 2016.
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V jedné studii byla hodnocena exprese TFF3 u 91 pacientek s karcinomem ovaria pomoci
imunohistochemického vySetteni. Exprese TFF3 byla zvySend u pacientek s lepSim
celkovym ptezitim a s lepSim ptezitim bez progrese (PFS, progression free survival). Byla
prokézana asociace vys$$iho gradingu karcinomu ovaria s negativitou TFF3. Je prokazéna
vysoka korelace mezi vyssi expresi TFF3 u karcinomu ovaria a niz§im rizikem recidivy
tohoto onemocnéni. Zda se tedy, ze TFF3 je u epitelidlnich karcinomli ovaria spise

protektivnim markerem [87].

V jiné studii bylo zkoumano potencialni vyuziti TFF3 jako nddorového markeru u Spatné
diferencovaného endometroidniho karcinomu endometria. K hodnoceni exprese TFF3
bylo vyuzito kvantitativni real-time PCR (qRT-PCR) a imunohistochemické vySetieni.
Byla potvrzena zvySend genova exprese i signifikantné vyssi sérové hladiny TFF3 u
pacientek se Spatné diferencovanym karcinomem endometria v porovnani se zdravymi

pacientkami [87].

V klinické praxi je ke sledovani pacientek s karcinomem endometria ¢asto pouZzivan
nadorovy marker CA 125, ktery mé vSak jen limitované vyuziti pfi sledovani efektu
adjuvantni terapie nebo v predikci recidivy onemocnéni [87]. U pacientek
s endometroidnim karcinomem endometria byly sérové hladiny TFF 3 signifikantné vyssi
nez u pacientek normalnimi builkami endometria, a i v porovnani s pacientkami
s hyperplazii endometria [§7][97]. Byly analyzovany hladiny CA 125 a TFF3 u pacientek
se Spatné diferencovanym karcinomem endometria a u zdravych kontrol a byla takto

prokézana vyssi senzitivita TFF3 v porovnani s CA125 [87].

2.6.2 AIF-1 (allograft inflammatory factor 1)

AIF-1 je protein nachazejici se v cytoplazmé bunék, ktery byl objeven Utansem roku
1995 u krys [88]. AIF-1 je kodovan genem AIF1, ktery je vyrazné exprimovan ve
varlatech a ve slezin€ a slabé exprimovan v mozku, plicich a ledvinach [18][153]. AIF-1
je specificky exprimovan v makrofazich a mikrogliich a pti aktivaci téchto bunék dochazi
k jeho zvySené expresi. Aktivované makrofagy nachdzime obecné¢ v zanétlivé tkani. Ke
zvySené expresi AIF-1 v mikrogliich dochéazi nésledkem poskozeni nervu nebo ischemie
CNS [88]. AIF-1 podporuje proliferaci a aktivaci endotelidlnich bunék v Cetnych

vaskularnich procesech, jako je napi. hojeni ran, angiogeneze nebo aterosklerdza [145].
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AIF-1 je jednim ze 20 proteint, u kterych byla prokdzana zvySend exprese u karcinomu
hrdla délozniho. Jak se podili na patogenezi tohoto onemocnéni nebylo dosud objasnéno

[30]. Struktura proteinu AIF-1 je znazornéna na obrazku €. 4.
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Obrazek 4
Struktura proteinu AIF-1.

Upraveno podle:
https://en.wikipedia.org/wiki/Allograft inflammatory factor 1#/media/File:Protein Al

F1 PDB 2d58.png
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2.6.3 Proteiny rodiny S100

V soucasnosti bylo objeveno jiz 25 proteinii rodiny S100 a prvni byl popsan v roce 1965
Moorem v hovézim mozku [93]. S100je oznaceni skupiny proteint s nizkou
molekulovou hmotnosti (9—13 kDa), které jsou charakterizovany piitomnosti dvou tzv.
EF-hand domén (zavit-smycka-zavit). S100 proteiny vazi kalcium, nékteré typy mohou
vazat i zinek a méd’. Lokalizovany jsou piedev§im intracelularné, nékteré typy S100
proteint se vyskytuji i extracelularné. Proteiny S100 maji rizné funkce a jsou zastoupeny
v Sirokém spektru biologickych procest jako je proliferace, apoptéza, migrace, zanétliva
reakce, diferenciace a jiné. Nazev S100 je odvozen od vlastnosti téchto proteint
rozpousStét se v nasyceném roztoku siranu amonného. V tabulce ¢. 1 mizeme vidét
lokalizaci specifickych gentt S100 proteinti [93]. V tabulce €. 2 je shrnuta asociace S100

proteind s riznymi typy nadora.
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Tabulka 1
Proteiny skupiny S100 a lokace jejich specifickych geni.

Proteiny S100 Lokace na chromozomu
S100A1-S100A18 1921

Trichohylin

Fillagrin

Repetin

S100B 21922

S100G Xp22

S100P 4pl16

S100Z 5ql4
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Tabulka 2

Shrnuti asociaci, které byly zaznamenany mezi riznymi typy niadoru a proteiny

S100.

Nador S100 proteiny

Melanom S100B (zavedené vyuziti v praxi), S100A2,
S100A4

Prsu S100A2, S100A4, S100A6, S100A7, S100AS,
S100A9, S100A11

Slinivky bfisni S100A4, S100A10, STO0AT1, ST00P

Kolorekta S100A4, S100A6, SI00A8, SI00A9, STO0AT1

Zaludku S100A2, S100A4, SI00A8, SI00A9, STO0AT1

Mocového méchyte

S100A4, S100A11 (down regulace spojena

s horSim prezitim)

Ovaria

S100A2, S100A4, S100A6, S100A7A, S100A10,
S100A14, S100A16, S100B, S100P (up-regulace

spojena s hor§im pieZitim)

S100A1, S100A3, S100AS, S100A13 a S100G

(up-regulace spojena s lepSim pi‘eZitim)

Prostaty

S100A2, S100A4, SIO0AT11 (up-regulace spojena

s vy$simi stadii onemocnéni)

Plic

S100A2, S100A4, SI00A11, ST00P

Ledvin

S100A1, SI00A2, SI00A11

Stitné 7lazy

S100A2, S100A4

Lymfom S100A2, S100P
Hrdla délozniho S100A9
Karcinom endometria S100A11
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Nejvice studovany zéstupce této rodiny proteind, protein S100B, vykazuje neurotrofickou
(pti fyziologické koncentraci) nebo neurotoxickou (pfi vyssi koncentraci) aktivitu a jeho
imunohistochemicka exprese nebo hladiny v séru byly stanoveny u rtiznych klinickych
poruch. Ukazalo se, Zze protein SI00B zplsobuje down-regulaci p53. Extracelularné
lokalizované S100 proteiny zasahuji pfedev§im do imunitnich d&t, napt. n¢které S100
proteiny pusobi chemotakticky, jiné maji angiogenni efekt a jiné se vazi na
receptory RAGE (receptor  for advanced  glycation endproducts).  Schematické
znazornéni receptort podilejicich se na ptenosu signalli proteinit S100 je zobrazeno na

obrazku & 5 [125].
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Obrazek 5

RAGE je jednim z receptori nachazejici se v ruznych typech bunék. Proteiny
S100A4 a S100B interaguji s ligandy EGFR a s bFGF a mohou takto aktivovat
EGFR a FGFRI1. Proteiny S100A4, S100A8 a S100A9 interakci s HSPG aktivuji
receptory spirazené s podjednotkou G alfa q. Proteiny S100A8, S100A12 a S100A15
zase mohou aktivovat receptory spiazené s G proteinem. Proteiny S100A8 a/nebo
S100A9 interaguji ve fagocytech s TLR4 a jako heterokomplex S100A8/S100A9 se
mohou vazat ke karboxylovanému RAGE. Proteiny S100A8/S100A9 a S100A12 také
aktivuji scavenger receptory.

Vysvétlivky: RAGE — receptor for advanced glycation endproducts, EGFR — epidermal
growth factor receptor, HSPG — heparan sulfate proteoglykan, TLR-4 — toll-like receptor
4, bFGF — basic fibroblast growth factor, FGFR1 — fibroblast growth factor receptor 1.
Upraveno podle: Sedeghat, F. et al., 2008.
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Bylo jiz opakované¢ prokazano, ze proteiny S100 jsou asociovany s riznymi nadorovymi
onemocnénimi. Ackoli ve vétSiné pripadli neni funkce S100 proteini v rakovinnych
bunkach stale znadma, specifické vzorce exprese téchto proteinit mohou byt pouzity jako
hodnotny prognosticky néstroj. Pfibyva diikazt o tom, ze BRCA1 negativni karcinomy
prsu vykazuji zvysSenou expresi proteinu S100A7 [93]. S100A8 a S100A9 tvori
heterodimerovy komplex, ktery se podili na regulaci proliferace bun¢k v metastatickém
procesu. Zvysuje motilitu rakovinnych bunék a usnadniuje premisténi migrujicich bunék
do pre-metastatickych "vyklenkd" v cilovych tkanich [50]. Proteiny S1I00A4 a S100B se
vazi na supresorovy gen p53 a inhibuji jeho fosforylaci, coz vede k down regulaci p53,

protein SI00A2 zase podporuje transkripéni aktivitu p53 [35].

Byla studovéana asociace nékterych S100 proteinii u pacientek s karcinomem hrdla
délozniho. Napiiklad exprese proteinu SI00A9 v nadorovych bunikdch byla spojena
s vyS$i senzitivitou k neoadjuvantni chemoterapii u karcinomu hrdla délozniho, protein
S100A9 reguluje chemosenzitivitu nadorovych bunék k cisplatiné. V jedné studii byl
pouzit lentivirus pro up regulaci a down regulaci exprese proteinu S100A9 v buiikédch
SiHa (buné&cné linie odvozené od karcinomu délozniho hrdla). Bylo prokdzano, ze down
regulace exprese proteinu SI00A9 by mohla vyznamné zvysit miru apoptdzy, coz by

vedlo ke zvySeni citlivosti SiHa bun¢k na cisplatinu [171].

Z nadorti reproduk¢nich orgdnii byla nejvice zkoumdna asociace S100 proteini a
karcinomu ovaria. Celkem 75 % pacientek s karcinomem ovaria je diagnostikovano az
v pozdnim stddiu onemocnéni a tento nador je celosvétoveé hlavni pficinou Gmrti na
gynekologické nadorové onemocnéni. Role jednotlivych S100 proteintt u karcinomu
ovaria je v soucasnosti nejasnd. V roce 2018 byla publikovana studie, kde byla hodnocena
prognosticka hodnota proteinti S100 u karcinomu ovaria. V této studii byla pouzita data
1657 pacientek s karcinomem ovaria, u kterych byla hodnocena asociace exprese mRNA
S100 proteinti a celkového preziti téchto pacientek u riznych histotypt karcinomu ovaria.
Detailni pochopeni ulohy proteini S100 mlze mit rozhodujici roli pro diagnézu a
vysledky 1écby pacientek s karcinomem ovaria. Bylo zjiSténo, Ze vysoka exprese
S100A2, S100A7A, S100A10 a S100A16 byla v signifikantni korelaci s hor$im
celkovym prezitim u vSech pacientek s karcinomem ovaria, zatimco exprese S100A1,
S100A3, S100AS, SI00A13 a S100G byla asociovédna s lepsi prognézou. Dale bylo

zjisténo, ze sérova koncentrace S100A6 predikuje nadorové postizeni peritonea a je
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asociovana s pokrocilymi stadii karcinomu ovaria [155]. V jiné studii byla exprese
proteintt S100A4, S100A14, S1I00B a S100P spojena se Spatnou progndzou pacientek
s ovaridlnim karcinomem. ZvySené cytoplazmatické barveni SI00A10 je vyznamné
asociovano se snizenym celkovym ptezitim a PFS u pacientek se ser6znim karcinomem
ovarii. Dalsi proteiny S100, jako napt. SI00A3, S100AS, S1I00A7, SI00AS8, SI00A16 a
S100G, jsou u karcinomu vajecnikti méné prozkoumany. Komplexni pochopeni proteinii
S100 miize mit vyznam pro diagnodzu a vysledky 1écby pacientek s karcinomem ovaria a

slouzit jako cil genetické 1écby [125].

Protein S100A11, také znamy jako calgizzarin nebo S100C, je dilezitym ¢lenem rodiny
proteintt S100, ktery se podili na zahdjeni a progresi nadorového onemocnéni [46].
S100A11 hraje klicovou regulac¢ni roli v riznych bunéénych nadorovych procesech, jako
je proliferace, apoptoza, bunécny cyklus, migrace, invaze a epitelidlné-mezenchymalni
transformace. Naptiklad nadmérné exprese S100A 11 podporuje proliferaci bunck PANC-
1 (pancreatic cancer cell line), snizuje procento casnych apoptotickych bunck a zvysSuje
procento bunék v S fazi [163]. Vyfazeni S100A11 inhibuje migraci a invazi 786-0 bun&k
(karcinom ledvin) prostfednictvim upregulace E-kadherinu [73]. Zvysend exprese
S100A11 byla prokazéana u karcinomu plic, ovarii, ledvin, pankreatu, zaludku [75] a prsu
[58][170][17][157][73][104]. Exprese S100A1l1 byla vyznamné¢ vy$$i v tkanich
spinocelularniho cervikdlniho karcinomu nez v sousednich naddorem nepostizenych
tkanich, tkdnich s CIN a normalnich cervikalnich tkdnich [86]. Specificka regulacni role
S100A11 u cervikalniho karcinomu vSak ziistdva nejasna. Protein SI00A11 je povazovan
za mozny sérovy marker karcinomu endometria [28]. Sérova hladina S100A11 u
cervikalniho karcinomu doposud studovana nebyla. Na obrazku ¢. 6 je znazornéna

struktura proteinu S100A11.
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Obrazek 6
Struktura proteinu S100A11.

Upraveno podle:
https://en.wikipedia.org/wiki/S100A11#/media/File:Protein_ S1I00A11 PDB_1V4Z.png
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2.6.4 DKK1

DKK (Dickkof-related proteins) jsou rodina sekrec¢nich proteinil, jsou celkem Ctyfi:
DKKI1, DKK2, DKK3, DKK4 a maji molekulovou hmotnost 24-38 kDa [98]. DKK1
(Dickkopf-related protein 1) je protein, ktery je exprimovan pievdzné osteoblasty a
stromalnimi bunikami kostni diené a je u lidi kddovan genem DKKI1 [99]. Byl objeven
roku 1998 Glinkou u drapatky vodni (Xenopus laevis) a podili se na embryonalnim vyvoji
prostfednictvim inhibice signdlni drahy Wnt [42][95]. Tato inhibice hraje klicovou roli
pfi embryonalnim vyvoji srdce, hlavy a hornich koncetin [124]. Signalni draha Wnt hraje
dilezitou roli také v tumorogenezi [110][99]. Jako negativni regulator signalni drahy Wnt
je DKK-1 downregulovan u kolorektalniho karcinomu, karcinomu zaludku a prsu
[2][118][90]. Naproti tomu jiné studie ukazaly, ze exprese DKKI1 byla zvySena u
karcinomu plic, pankreatu, jicnu a hepatocelularniho karcinomu, coZz naznacuje
potenciadlni onkogenni funkci DKK1 [126][80][138][169]. Bylo prokazano, ze hladiny
DKK1 v séru byly vyznamné zvySeny u pacientek s cervikdlnim karcinomem
v porovndni se zdravymi Zenami, a i u pacientek s CIN. Exprese DKK1 v séru u
cervikalniho karcinomu korelovala s lymfatickymi metastdzami a primérem nadoru a
byla asociovana s horsi prognozou téchto pacientek. Odlisna funkce DKK1 v riznych
typech nadort zavisi zfejmé na histologickém typu nédoru a mikroprostfedi nddorové
tkané [56]. Zvysené hladiny DKK1 v kostni dfeni, plazmé¢ a periferni krvi jsou spojeny s
ptitomnosti osteolytickych kostnich 1ézi u pacientii s mnohocetnym myelomem, protoze
DKKI1 zfejm¢ blokuje diferenciaci osteoblastii. Protoze DKK1 hraje urcitou roli pfi
zangtu, ktery je indukovén ztratou kostni hmoty, je DKK1 cilem vyzkumu terapeutickych
moznosti [85][116][60]. DKKI1 se také podili na rozvoji osteopordzy a artritidy [56].
DKKI1 se pravdépodobné uplatiiuje fyziologicky v lidské kiizi v pigmentacnich vzorcich
koncetin, palmarni a plantarni fibroblasty vylucuji DKK1, ktery inhibuje melanocyty,
jejich rust a diferenciaci, a to mize vysvétlit charakteristicky leh¢i pigmentaci na palmé

rukou a planté nohou [165].
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3. Cil disertacni prace

Hlavnim cilem této prace bylo porovnat sérové hladiny TFF3, AIF-1, S100-A11 a DKK1
u pacientek s karcinomem hrdla délozniho a s dyspléazii hrdla délozniho se zdravymi
pacientkami. Zamérem bylo pfispét novymi informacemi k pochopeni patofyziologie
cervikalnich dysplazii a karcinomu hrdla délozniho a najit novy biomarker, ktery by bylo
mozné v budoucnosti vyuzit v onkogynekologické praxi. Dale jsme porovnavali sérové
hladiny téchto biomarkeri u cervikdlniho karcinomu s pozitivitou a negativitou
lymfatickych uzlin. Hodnotili jsme zavislost sérovych hladin biomarker na véku
pacientek. V soucasné dob¢ neni dostupny zadny zptsob, ktery by umoznoval spolehliveé
predikovat individudlni riziko progrese cervikalni dysplazie LSIL smérem k HSIL,
pfipadné¢ ke karcinomu. Dosud neexistuje moznost spolehlivé laboratorni predikce
pfipadné¢ho metastatického postizeni lymfatickych uzlin u pacientek s karcinom hrdla
délozniho. Studované biomarkery jsme si vybrali proto, ze se jevi jako nadéjné markery

u riznych nadorovych onemocnéni.
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4. ZvySeni sérovych hladin S100-A11 a AIF-1 u pacientek
s karcinomem hrdla déloZniho a cervikalni intraepitelialni

neoplazii

4.1 Material a metodika

Nase prospektivni studie probihala od fijna roku 2012 do cervna roku 2015 na
Porodnicko-gynekologické klinice Fakultni nemocnice v Olomouci. Studie byla
schvalena lokalni etickou komisi a vSechny pacientky potvrdily svou tcast ve studii

podpisem informovaného souhlasu.

U vsech pacientek byly ptredopera¢né odebrany vzorky séra po 12 hodinach lacnéni. Poté
byly vzorky centrifugovany (1600 x g, 10 min, +4 °C) a nasledné provedena separace
séra. Dale bylo 200 pl séra roziedéno s 100 pl fosfatového pufru (15mmol/L, pH 6,5) a
dale deproteinizovano pomoci 100 puL chlazeného ethanolu (10 minut, -25 °C). Po dalsi
centrifugaci (14 000 x g, 10 minut) byl supernatant filtrovan za pouZiti titra¢nich filtri a
vakuovan, filtrovany roztok byl vlozen do HPLC (high-performance  liquid
chromatography) sloupce. VSechna séra byla skladovana pfi teploté -80 °C az do analyzy

hladin TFF3, AIF-1, S100-A11 a DKK1.
4.2 Charakteristika souboru

4.2.1 Karcinom hrdla délozniho

Celkem bylo zatfazeno do tohoto souboru 85 pacientek s karcinomem délozniho hrdla,
které podstoupily radikalni hysterektomii nebo fertilitu zachovavajici operaci s panevni
lymfadenektomii. Histopatologicky byl diagnostikovan spinocelularni karcinom u
68 (80 %), adenokarcinom u 13 (15 %), mukoepidermoidnin karcinom u 2 (2 %),
adenoskvamozni karcinom u 1 (1 %), a 1 (1 %) pacientka méla clear cell karcinom. Dle
klasifikace FIGO 2009 bylo 45 (53 %) pacientek v . stadiu, 31 (36 %) ve II. stadiu,

7 (8 %) ve III. stadiu a 2 (2 %) pacientky ve IV. stddiu onemocnéni. Primérny veék
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pacientek v tomto souboru byl 48,1 let (SD 13,6), median 45 let, nejmladsi pacientka

méla 29 let a nejstarsi 83 let.

4.2.2 Metastazy v lymfatickych uzlinach

Celkem bylo do tohoto souboru zafazeno 79 pacientek s invazivnim karcinomem hrdla
délozniho rtizného stadia, u kterych bylo provedeno histologické vysetfeni lymfatickych
uzlin. U 32 pacientek byla prokdzana metastaza v lymfatické uzling, primérny vék
pacientek v této skupiné byl 46,4 let (SD 11,9), median 46 let, nejmladsi pacientka méla
29 let a nejstarSi 77 let. U 47 pacientek metastaza v lymfatické uzliné histologicky
potvrzena nebyla, primérny vek pacientek v této skupiné byl 49,3 let (SD 14,3), median

44 let, nejmladsi pacientka méla 30 let a nejstarsi 83 let.

423 CIN1

Celkem bylo do tohoto souboru zafazeno 59 pacientek s histologickou diagnézou
prekancerozy CIN 1. Tyto pacientky podstoupily konizaci hrdla délozniho. Primérny vék
pacientek v tomto souboru byl 37,9 let (SD 11,2), medidn 37 let, nejmladsi pacientka

méla 19 let a nejstarsi 69 let.

4.2.4 CIN 2/3

Celkem bylo do tohoto souboru zatazeno 198 pacientek s histologickou diagnézou
prekancerdzy CIN 2 nebo CIN 3. Tyto pacientky podstoupily konizaci hrdla délozniho.
Primérny veék pacientek v tomto souboru byl 34,6 let (SD 10,9), median 32,5 let,

nejmladsi pacientka méla 18 let a nejstarsi 87 let.

4.2.5 Kontrolni skupina

Kontrolni skupinu tvotilo 90 pacientek, které podstoupily jakoukoliv hysterektomii pro

nemaligni gynekologické onemocnéni. Primérny veék pacientek v tomto souboru byl

41,6 let (SD 11,9), median 41 let, nejmladsi pacientka méla 15 let a nejstarsi 77 let.
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4.3 Statistické vyhodnoceni dat

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno ve spolupraci s Ustavem 1ékai'ské biofyziky
Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Ke statistickému zpracovani dat byl
pouzit statisticky software IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0. Armonk,
NY: IBM Corp.

Shapiro-Wilkovymi testy normality bylo prokazéno, Ze data nemaji normalni distribuci.
Data byla prezentovana jako median, variani rozpéti (minimum-maximum), pramér a
smérodatnd odchylka. Nezavislé skupiny (pacientky s karcinomem hrdla délozniho,
pacientky s CIN 1, pacientky s CIN 2/3 a kontrolni skupina s nemalignim onemocnénim)
byly porovnany Kruskal-Wallisovymi testy. Nasledné¢ byly provedeny post-hoc testy
mnohonasobného porovnani pomoci Mann-Whitneyova U-testu s Bonferroniho korekci.
Graficky je distribuce dat ukdzana krabicovymi grafy viz niZze. Vodorovna ¢éara v krabici
znazoriuje hodnotu medidnu, dolni hrana krabice hodnotu 1. kvartilu (25. percentilu),
horni hrana hodnotu 3. kvartilu (75. percentilu). Anténky ukazuji maximalni a minimalni
namétené hodnoty, pokud byly v souboru nalezeny odlehlé a extrémni hodnoty, jsou
zakresleny krouzky a hvézdickami. VSechny testy byly provedeny na hladiné signifikance
0,05.

4.4 Vysledky

4.4.1 Karcinom hrdla déloZniho vs. kontroly

Sérové hladiny S100-A11 (p <0,0001) a AIF-1 (p <0,0001) byly statisticky vyznamné
vys$si u pacientek s karcinomem délozniho hrdla nez u kontrol, coZ je zndzornéno na
krabicovém grafu ¢. 1 a 2. Hladiny TFF3 a DKK1 byly vyssi (p <0,0001) u kontrol nez u
pacientek s karcinomem hrdla délozniho, coZ je zndzornéno na grafu €. 3 a €. 4 a v tabulce

¢. 3.
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Graf 1

Na tomto grafu je znazornéno zvyseni sérové hladiny S100-A11 u pacientek s CIN
1, CIN 2/3 a karcinomem hrdla déloZniho (Ca) v porovnani s kontrolami (Control)
(p <0,0001).

Vodorovna ¢ara v krabicovém grafu znazoriiuje hodnotu medidnu, dolni hrana krabice
hodnotu 1. kvartilu (25. percentilu), horni hrana hodnotu 3. kvartilu (75. percentilu).
Anténky ukazuji maximélni a minimdlni namétené hodnoty, pokud byly v souboru

nalezeny odlehlé a extrémni hodnoty, jsou zakresleny krouzky a hvézdickami.
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Graf 2

Na tomto grafu je znazornéno zvySeni sérové hladiny AIF-1 u pacientek s CIN 1,
CIN 2/3 a karcinomem hrdla déloZniho (Ca) v porovnani s kontrolami (Control) (p
<0,0001).

Vodorovna ¢ara v krabicovém grafu znazornuje hodnotu mediadnu, dolni hrana krabice
hodnotu 1. kvartilu (25. percentilu), horni hrana hodnotu 3. kvartilu (75. percentilu).
Anténky ukazuji maximélni a minimdlni namétené hodnoty, pokud byly v souboru

nalezeny odlehlé a extrémni hodnoty, jsou zakresleny krouzky a hvézdickami.
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Graf 3

Na tomto grafu je zniazornéno, Ze sérové hladiny TFF3 byly vyssi (p <0,0001) u
kontrol (Control) nez u pacientek s karcinomem hrdla délozniho (Ca). Sérové
hladiny TFF3 se mezi pacientkami s CIN1 a CIN2/3 v porovnani s kontrolami
(Control) vyznamné neliSily.

Vodorovna ¢ara v krabicovém grafu znazoriiuje hodnotu medidnu, dolni hrana krabice
hodnotu 1. kvartilu (25. percentilu), horni hrana hodnotu 3. kvartilu (75. percentilu).
Anténky ukazuji maximdlni a minimalni namétené hodnoty, pokud byly v souboru

nalezeny odlehlé a extrémni hodnoty, jsou zakresleny krouzky a hvézdickami.
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Graf 4

Na tomto krabicovém grafu je znazornéno, Ze sérové hladiny DKK1 byly vyssi (p
<0,0001) u kontrol (Control) nez u pacientek s karcinomem hrdla déloZniho (Ca).
Vodorovna ¢ara v krabicovém grafu znazoriiuje hodnotu medidnu, dolni hrana krabice
hodnotu 1. kvartilu (25. percentilu), horni hrana hodnotu 3. kvartilu (75. percentilu).
Anténky ukazuji maximélni a minimdlni namétené hodnoty, pokud byly v souboru

nalezeny odlehlé a extrémni hodnoty, jsou zakresleny krouzky a hvézdickami.
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Tabulka 3

V tabulce je prezentovian mediian, minimdlni a maximalni hodnota, primér a
smérodatna odchylka sérovych hladin TFF-3, S100-A11, AIF-1 a DKKI1 a vék
v dobé odbéru (jednotky SI soustavy jsou uvedeny v zavorce) u pacientek
s karcinomem hrdla déloZniho a u kontrolni skupiny.

Vysvétlivky: n- pocet, SD- smérodatné odchylka, p- p-hodnota, Min- minimalni hodnota,

Max- maximalni hodnota.

Skupina )/
Karcinom (n = 85) Kontroly (n =90)

Median | Min | Max |Primér| SD |Median| Min | Max |Primér| SD
Vék v
dobé

45,0 [29,0] 83,0 48,1 13,6 41,0 | 15,0 | 77,0 41,6 | 11,9 |<0,0001
vySetieni
(roky)
TFF-3

1,3 0,1 | 13,5 2,2 2,4 1,7 0,3 13,7 3,7 3,6 |<0,0001
(ng/ml)
S100-
All 7,8 0,9 | 1279 | 16,9 22,6 6,2 1,6 | 51,4 8,5 7,8 |<0,0001
(ng/ml)
AIF-1

598,1 |41,1|7344,0( 1068,2 | 1308,4 | 468,9 |155,0(2595,1| 629,3 |426,8 | <0,0001
(pg/ml)
DKK1

2,3 0,1 5,5 2,4 1,1 2,4 0,6 53 2,6 1,1 |<0,0001
(ng/ml)
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Sérové hladiny S100-A11 byly ve skupin¢ s karcinomem hrdla délozniho na drovni
(primér £ smérodatna odchylka) 16,9 + 22,6 ng/ml (0,9-127,9), ve skupin¢ kontrolni byly
8,5 £ 7,8 ng/ml (1,6-51,4). Sérové hladiny AIF-1 byly ve skupiné s karcinomem hrdla
délozniho na urovni (primér + smérodatna odchylka) 1068,2 + 1308,4 pg/ml (41,1-
598,1), ve skupin¢ kontrolni byly 629,3 + 426,8 pg/ml (155,0-2595,1). Sérové hladiny
TFF3 byly ve skuping¢ s karcinomem hrdla délozniho na trovni (primér + smérodatna
odchylka) 2,2 + 2,4 ng/ml (0,1-13,5), ve skupiné kontrolni byly 3,7 + 3,6 ng/ml (0,3-
13,7). Sérové hladiny DKK1 byly ve skupiné s karcinomem hrdla délozniho na urovni
(primér + smérodatna odchylka) 2,4 + 1,1 ng/ml (0,1-5,5), ve skupin¢ kontrolni byly 2,6
+ 1,1 ng/ml (0,6-5,3).

4.4.2 Metastazy v lymfatickych uzlinach vs. negativni lymfatické uzliny

Ve 32 ptipadech (40,5 %) ze 79 pacientek s karcinomem délozniho hrdla, u kterych byly
lymfatické uzliny histologicky vySetfeny, byly pozitivni lymfatické uzliny. Sérové
hladiny S100-A11 (p >0,04) a AIF-1 (p >0,01) byly vyznamné vys§i u pacientek
s pozitivnimi lymfatickymi uzlinami ve srovnani s pacientkami s negativnimi

lymfatickymi uzlinami (viz tabulka ¢. 4 a graf €. 5 a €. 6).
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Tabulka 4

V tabulce je prezentovian mediian, minimdlni a maximalni hodnota, primér a
smérodatna odchylka sérovych hladin TFF-3, S100-A11, AIF-1 a DKKI1 a vék
v dobé odbéru (jednotky SI soustavy jsou uvedeny v zavorce) u pacientek
s karcinomem hrdla déloZniho s pozitivnimi a negativnimi lymfatickymi uzlinami.
Vysvétlivky: LU- lymfatické uzliny, n- pocet, SD- smérodatna odchylka, p- p-hodnota,

Min- minimalni hodnota, Max- maximalni hodnota.

Pozitivita LU
ano (n =32) ne (n =47) P
Median | Min Max | Primér | SD | Median | Min | Max | Pramér | SD

Vék \
dobé
D€ 1460 | 200 | 770 | 464 | 119 | 440 [300] 830 | 493 | 143 0472
vysetreni
(roky)
TFF-3 12 o7 | 135 ] 22 | 26| 12 |o01]| 81 19 | 17 0.814
(ng/ml)
SI00-ALLI o7 | 09 | 581 | 148 | 137 | 58 | 14| %44 | 126 | 178 | 0,040
(ng/ml)
AIF-1 7432 | 167.0 | 3689.0 | 939.6 | 733.5 | 4679 | 41152420 7782 [ 9915| 0,010
(pg/ml)
DKKI 24 | 05 | 54 | 22 | 11| 22 o1 55 | 23 | 11 0.804
(ng/ml)
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Graf 5

Na tomto grafu je zndzornéno vyznamné zvySeni sérové hladiny S100-A11 (p>0,04)
u pacientek s pozitivnimi lymfatickymi uzlinami (1) ve srovnani s pacientkami
s negativnimi lymfatickymi uzlinami (0).

Vodorovna ¢ara v krabicovém grafu znazoriiuje hodnotu medidnu, dolni hrana krabice
hodnotu 1. kvartilu (25. percentilu), horni hrana hodnotu 3. kvartilu (75. percentilu).
Anténky ukazuji maximdlni a minimalni namétené hodnoty, pokud byly v souboru

nalezeny odlehlé a extrémni hodnoty, jsou zakresleny krouzky a hvézdickami.
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Graf 6

Na tomto grafu je znazornéno vyznamné zvySeni sérové hladiny AIF-1 (p> 0,01) u
pacientek s pozitivnimi lymfatickymi uzlinami (1) ve srovnani s pacientkami
s negativnimi lymfatickymi uzlinami (0).

Vodorovna ¢ara v krabicovém grafu znazoriuje hodnotu medidnu, dolni hrana krabice
hodnotu 1. kvartilu (25. percentilu), horni hrana hodnotu 3. kvartilu (75. percentilu).
Anténky ukazuji maximdlni a minimalni namétené hodnoty, pokud byly v souboru

nalezeny odlehlé a extrémni hodnoty, jsou zakresleny krouzky a hvézdickami.
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Hladiny TFF3 a DKKI1 se u pacientek s karcinomem hrdla délozniho neliSily ve
skupinach s postizenim lymfatickych uzlin nebo bez n¢j. Sérové hladiny S100-A11 byly
ve skupiné s pozitivnimi lymfatickymi uzlinami na urovni (primér = smérodatna
odchylka) 14,8 £ 13,7 ng/ml (0,9-58,1), ve skupiné s negativnimi lymfatickymi uzlinami
12,6 + 17,8 ng/ml (1,4-94,4). Sérové hladiny AIF-1 byly ve skupiné s pozitivnimi
lymfatickymi uzlinami na Grovni (pramér + smérodatna odchylka) 939,6 + 733,5 pg/ml
(167,0-3689,0), ve skupiné€ s negativnimi lymfatickymi uzlinami byly 778,2 + 991,5
pg/ml (41,1-5242,0). Sérové hladiny TFF3 byly ve skupin¢ s pozitivnimi lymfatickymi
uzlinami na Grovni (pramér + smérodatnd odchylka) 2,2 + 2,6 ng/ml (0,7-13,5), ve
skupin¢ s negativnimi lymfatickymi uzlinami byly 1,9 + 1,7 ng/ml (0,1-8,1). Sérové
hladiny DKK1 byly ve skupiné s pozitivnimi lymfatickymi uzlinami na Grovni (primér
+ smérodatna odchylka) 2,2 + 1,1 ng/ml (0,5-5,4), ve skupiné s negativnimi lymfatickymi

uzlinami byly 2,3 + 1,1 ng/ml (0,1-5,5).

4.4.3 CIN 1 vs. kontroly

Sérové hladiny S100-A11 (p <0,0001) a AIF-1 (p <0,0001) byly statisticky vyznamné
vys$si u pacientek s CIN 1 nez u kontrolni skupiny, coz je zndzornéno na krabicovém grafu
¢. l a¢. 2. Vodorovna ¢éra v krabicovém grafu znazorniuje hodnotu medidnu, dolni hrana
krabice hodnotu 1. kvartilu (25. percentilu), horni hrana hodnotu 3. kvartilu (75.
percentilu). Anténky ukazuji maximalni a minimalni namétené hodnoty, pokud byly
v souboru nalezeny odlehlé a extrémni hodnoty, jsou zakresleny krouzky a hvézdickami.
Hladiny TFF3 a DKK1 se u pacientek s CIN 1 a kontrolni skupinou statisticky vyznamné
nelisily, coz je zndzornéno na grafu €. 3 a €. 4 (viz vySe). VSechna data jsou uvedena

v tabulce ¢. 5.
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Tabulka §

V tabulce je prezentovian mediian, minimdlni a maximalni hodnota, primér a
smérodatna odchylka sérovych hladin TFF-3, S100-A11, AIF-1 a DKKI1 a vék
v dobé odbéru (jednotky SI soustavy jsou uvedeny v zavorce) u pacientek s CIN 1 a
u kontrolni skupiny.

Vysvétlivky: n- pocet, SD- smérodatnéa odchylka, p- p-hodnota, Min- minimalni hodnota,

Max- maximalni hodnota.

Skupina
CIN1(n=59) Kontroly (n =90) )4
Median | Min | Max | Primér SD Median | Min | Max | Primér | SD
Vék v dobé
vySetieni 37,0 19,0 | 69,0 37,9 11,2 41,0 15,0 | 77,0 41,6 11,9 | <0,0001
(roky)
TFF-3
1,5 0,7 10,7 33 3,2 1,7 0,3 13,7 3,7 3,6 | <0,0001
(ng/ml)
S100-A11
10,5 2,9 105,5 15,3 16,2 6,2 1,6 51,4 8,5 7,8 | <0,0001
(ng/ml)
AIF-1
805,6 |256,0 | 5389,0 | 1056,6 | 943,2 | 4689 | 155,0 | 2595,1 | 629,3 | 426,8 | <0,0001
(pg/ml)
DKK1
3,0 1,2 7,1 2,9 1,0 2.4 0,6 5,3 2,6 1,1 | <0,0001
(ng/ml)
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Naésledné provedené post hoc testy ukazuji statisticky vyznamné rozdily sérovych hladin
S100-A11 a AIF-1 mezi porovnavanymi skupinami (CIN 1 vs. kontroly). Sérové hladiny
S100-A11 byly ve skupiné s CIN 1 na trovni (primér = smérodatnd odchylka) 15,3 £+
16,2 ng/ml (2,9-105,5), ve skupiné¢ kontrolni byly 8,5 + 7,8 ng/ml (1,6-51,4). Sérové
hladiny AIF-1 byly ve skupin¢ s CIN 1 na tirovni (primér &+ smérodatna odchylka) 1056,6
+ 943.2 pg/ml (256,0-5389,0), ve skupiné kontrolni byly 629,3 + 426,8 pg/ml (155,0-
2595,1). Sérové hladiny TFF3 byly ve skupiné s CIN 1 na trovni (primér + smérodatna
odchylka) 3,3 £+ 3,2 ng/ml (0,7-10,7), ve skupiné kontrolni byly 3,7 + 3,6 ng/ml (0,3-
13,7). Sérové hladiny DKK1 byly ve skupiné s CIN 1 na urovni (primér + smérodatna
odchylka) 2,9 + 1,0 ng/ml (1,2-7,1), ve skupiné kontrolni byly 2,6 £ 1,1 ng/ml (0,6-5,3).

4.4.4 CIN 2/3 vs. kontroly

Sérové hladiny S100-A11 (p <0,0001) a AIF-1 (p <0,0001) byly statisticky vyznamné
vy$si u pacientek s CIN 2/3 nez u kontrol, coZ je zndzornéno na krabicovém grafu ¢. 1 a
¢. 2 (viz vySe). Vodorovna ¢ara v krabicovém grafu znazoriiuje hodnotu medianu, dolni
hrana krabice hodnotu 1. kvartilu (25. percentilu), horni hrana hodnotu 3. kvartilu (75.
percentilu). Anténky ukazuji maximalni a minimalni namétené hodnoty, pokud byly
v souboru nalezeny odlehlé a extrémni hodnoty, jsou zakresleny krouzky a hvézdickami.
Hladiny TFF3 a DKKI1 se u pacientek s CIN 2/3 a kontrolni skupinou statisticky

vyznamng¢ nelisily. VSechna data jsou uvedena v tabulce €. 6.
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Tabulka 6

V tabulce je prezentovan mediin, minimalni a maximalni hodnota, prumér a
smérodatna odchylka sérovych hladin TFF-3, S100-A11, AIF-1 a DKKI1 a vék
v dobé odbéru (jednotky SI soustavy jsou uvedeny v zavorce) u pacientek s CIN 2/3
a u kontrolni skupiny.

Vysvétlivky: n- pocet, SD- smérodatné odchylka, p- p-hodnota, Min- minimalni hodnota,

Max- maximalni hodnota.

Skupina
CIN 2/3 (n =198) Kontroly (n =90) P
Median | Min | Max |Primér| SD |Median| Min | Max |Pramér| SD
Vék v
dobé
32,5 |18,0| 87,0 34,6 10,9 41,0 | 15,0 | 77,0 41,6 | 11,9 |<0,0001
vySetieni
(roky)
TFF-3
1,9 0,5 17,6 4,0 3,6 1,7 0,3 13,7 3,7 3,6 |<0,0001
(ng/ml)
S100-
All 13,1 | 02| 85,5 18,0 15,4 6,2 1,6 | 51,4 8,5 7,8 |<0,0001
(ng/ml)
AIF-1
997,4 |83,7|3887,9| 1188,2 | 777,7 | 468,9 |155,0(2595,1| 629,3 |426,8|<0,0001
(pg/ml)
DKK1
2,9 0,5| 5,1 2,9 0,9 2,4 0,6 53 2,6 1,1 |<0,0001
(ng/ml)
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Sérové hladiny S100-A11 byly ve skupiné s CIN 2/3 na tGrovni (primér + smerodatna
odchylka) 18,0 = 15,4 ng/ml (0,2-85,5), ve skupin¢ kontrolni byly 8,5 £ 7,8 ng/ml (1,6-
51,4). Sérové hladiny AIF-1 byly ve skupin€ s CIN 2/3 na trovni (priimér + smérodatna
odchylka) 1188,2 £ 777,7 pg/ml (83,7-3887,9), ve skupin¢ kontrolni byly 629,3 + 426,8
pg/ml (155,0-2595,1). Sérové hladiny TFF3 byly ve skupiné s CIN 2/3 na Grovni (pramér
+ smérodatna odchylka) 4,0 £+ 3,6 ng/ml (0,5-17,6), ve skupiné kontrolni byly 3,7 + 3,6
ng/ml (0,3-13,7). Sérové hladiny DKK1 byly ve skupin€¢ s CIN 2/3 na Grovni (pramér +
smérodatnd odchylka) 2,9 + 0,9 ng/ml (0,1-5,5), ve skupiné kontrolni byly 2,6 = 1,1 ng/ml
(0,6-5,3).

4.4.5 Korelace s vékem

Porovnavali jsme korelaci sérovych hladin vySetfovanych biomarkerti s vékem vsech 432
pacientek (CIN 1, CIN 2/3, karcinom, kontroly). Spearmanovym korelacnim
koeficientem byla ukazéana statisticky vyznamna slaba negativni korelace mezi vékem
pacientek a v§emi sledovanymi markery (S100-A11, AIF-1, TFF-3 a DKK1). Z ¢ehoz lze
usuzovat, Ze se zvySujicim se vékem produkce vSech téchto proteinti klesé a jsou tedy i

niz§i sérové hladiny (viz tabulka ¢. 7 a obrazek €. 7).
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Tabulka 7

Spearmanovym korela¢nim koeficientem byla prokazina statisticky vyznamna

slaba negativni korelace mezi vékem pacientek a v§emi sledovanymi markery (S100-

All, AIF-1, TFF-3 a DKK1).

Vysvétlivky: N- pocet pacientek.

Korelace

Vék v dobé vysetieni

Spearmantiv
koeficient
poradové
korelace

TFF-3 Korelacni koeficient -0,205
(ng/ml) p-hodnota <0,0001
N 432
S100-A11 Korela¢ni koeficient -0,124
(ng/ml) p-hodnota 0,010
N 432
AIF-1 Korelacni koeficient -0,157
(pg/ml) p-hodnota 0,001
N 432
DKK1 Korelacni koeficient -0,204
(ng/ml) p-hodnota <0,0001
N 425
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Obrazek 7

Porovnani sérovych hladin TFF3, S100-A11, AIF-1 a DKK1 s vékem vSech 432
pacientek (karcinom, CIN 1, CIN 2/3, kontroly).

Spearmanovym korelacnim koeficientem byla ukazana statisticky vyznamna slaba

negativni korelace mezi vékem pacientek a v§emi sledovanymi markery.

Correlations (data 13v*432c)

Veékvdobévysetfeni

DDDDDEEZE

TFF3ngmi °

DEDDEE__

S100A11ngml

%
h
|

AIF1100315pgml

bo____

DKK1ngml

M

53



5. Diskuze

Karcinom hrdla délozniho je v Ceské republice &tvrtym nejéastéjsim gynekologickym
nadorem po karcinomu prsu, endometria a ovaria [173]. Metastdza v lymfatickych
uzlinach je u pacientek s cervikalnim karcinomem jednim z dalezitych prognostickych
faktorii. Dal$imi jsou stddium onemocnéni, objem tumoru, stromalni invaze, grading,
histologicky typ (Spatnd prognéza napi. u neuroendokrinniho karcinomu a clear cell

karcinomu) a také poruchy imunity [8][105].

Cervikalni intraepitelidlni neoplazie je prednadorové postizeni délozniho Cipku, které
muze s uritym ¢asovym odstupem vést ke vzniku karcinomu. Hlavnim etiologickym
faktorem prekancer6z i karcinomu hrdla délozniho je HPV infekce [122]. Pokud se
nepodaii zajistit celoploSnou primarni prevenci tohoto onemocnéni, bude nadale nutné
zlepsovat sekundarni prevenci formou screeningu, diagnostiku i follow-up jiz nemocnych

pacientek.

Tumor markery hraji dilezitou roli v diagnostice, 1écb¢ i sledovani recidiv nadorovych
onemocnéni. Nizkd senzitivita a specificita vétSiny soucasnych naddorovych markert je
diivodem jejich nedostate¢né prediktivni hodnoty. V idealnim ptipad¢€ by se sérovy tumor
marker objevil pouze v krvi pacientek se skutecnou malignitou, koreloval by s nddorovym
staddiem a odpovédi na 1écbu a mohl by byt snadno, levné a reprodukovatelné méten. Tak
jako u jinych onkologickych onemocnéni, jsou i u cervikalniho karcinomu centrem zajmu
nové potencidlni biomarkery. Nedavny pokrok v proteomice nas ptivedl do vzruSujiciho
obdobi objevovani novych biomarkerti, atkoli dostupné proteomické technologie maji
sva omezeni. Principy proteomické technologie vyzaduji ptisnd guidelines pro sbér

klinického materiadlu, pouzivani analytickych technik i pro interpretaci vysledk.

SCC-Ag je glykoprotein, jehoz zvysSend sérova hladina je asociovédna s cervikdlnim
karcinomem a jeho klinické vyuziti nabyva na vyznamu. Zvysené sérové hladiny SCC-
Ag jsou ptfitomny u 64 % pacientek se spinocelularnim karcinomem a 25 % pacientek
s adenokarcinomem hrdla délozniho [61]. Se zvySenymi sérovymi hladinami SCC-Ag
bylo signifikantné asociovdno postizeni spolecnych ilickych a paraaortalnich uzlin

[68][69][61]. N&které studie uvadéji SCC-Ag jako prediktor metastdz v lymfatickych
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uzlinach a hladiny vyssi nez 4 ng/ml nebo 8 ng/ml byly kategorizovany jako vysoce
rizikové pro metastdzy lymfatickych uzlinach [139][140]. Gaarenstroom a kol. dospéli
ovSem k zavéru, ze sérové hladiny SCC-Ag jsou sice asociovany s objemem nadoru, ale
nejsou spolehlivym prediktorem metastaz v lymfatickych uzlinach [38]. Déle naptiklad
také Yoon a kol. popsali asociaci mezi sérovou hladinou SCC-Ag a objemem nadoru
[168]. ZvySené sérové hladiny CYFRA 21-1 byly detekovany u 42—-52 % pacientek se
spinocelularnim karcinomem dé€lozniho hrdla [37][34][136] a jeho hladiny pied 1écbou
souviseji 1 s metastdzami lymfatickych uzlin [38][93][113]. Sérové hladiny CA 125 pted
1écbou se zvysuji u 20-75 % pacientek s adenokarcinomem délozniho hrdla a odrazeji
stddium onemocnéni, velikost nadoru, histologicky typ, stromalni invazi, LVSI a stav
lymfatickych uzlin [39]. ZvysSend hladina CA 125 v séru byla detekovana také u pacientek
se spinocelularnim karcinomem délozniho hrdla, ale s mirou pozitivity niz$i nez u
pacientek s cervikdlnim adenokarcinomem. Zda se, Ze hladiny CA 125 pted 1é€bou maji
prognostickou hodnotu a vzestup sérového CA 125 béhem sledovani miize predchazet
nebo byt shodny s klinickou diagnézou rekurentniho cervikalniho adenokarcinomu [40].
Zvysené hladiny CA 125 jsou asociovany s vys$im stadiem karcinomu hrdla délozniho a
to u 42,6 % pacientek s adenokarcinomem a 18,9 % pacientek se spinocelularnim
karcinomem [47]. Bylo zjisténo, Ze hladina CA 125 je vyznamné vys$si u pacientek s
metastazami panevnich a paraaortalnich lymfatickych uzlin nez u pacientek bez postizeni
lymfatickych uzlin [65]. CA 19-9 lze vyuzit pro detekci recidivy karcinomu hrdla
délozniho u pacientek, které podstoupily radioterapii [1]. IAP je zvySen u 43-51 %
karcinomii délozniho hrdla [120][6] a jeho hladina souvisi s metastazami v lymfatickych
uzlinadch a mé prediktivni hodnotu pro prognoézu [6]. VEGF-C je zvySen u karcinomu
hrdla délozniho ve srovnani se zdravymi Zenami a je asociovan se stddiem onemocnéni
[84][67]. Vysledky jedné prace naznacuji, ze i sérové hladiny VEGF-A a VEGFR-2
mohou byt slibnymi prognostickymi biomarkery u cervikalniho karcinomu. Hladiny
VEGF-A u pacientek s objemnym nadorem, postizenim panevnich lymfatickych uzlin a
infiltraci parametrii byly vyznamné vys$si nez u pacientek bez téchto faktord [119]. YKL-
40/CHI3L1 je zvyseno u 75 % pacientek se spinocelularnim karcinomem hrdla délozniho
a 78 % pacientek s adenokarcinomem [91]. M-CSF byl zvySen u 27 % ptipadi
cervikalnich karcinomt [135]. Hladina IL-6 je vyznamné vys$$i u pacientek s
metastadzami panevnich a paraaortalnich lymfatickych uzlin nez u pacientek bez postizeni
lymfatickych uzlin [65]. U pacientek se spinocelularnim karcinomem hrdla délozniho

bylo prokdzano vyznamné zvysSeni sérové hladiny sFas [64]. Také pomér sérového
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angiopoetinu-1 k angiopoetinu-2 muize byt cennym diagnostickym a prognostickym
biomarkerem u cervikdlniho karcinomu [167]. Apolipoprotein Al a FGA jsou
povazovany za prognostické sérové biomarkery u cervikalniho karcinomu [23].
Apolipoprotein C2 by zase mohl byt pouzivan jako biomarker pro predikci vysledku
radioterapie u pacientek s cervikalnim karcinomem [45]. Bylo zji§téno, Ze sérova hladina
lipocalinu-2 je spojena s infekei high risk typy HPV, bez ohledu na stupent CIN a také s
pokroCilym stadiem cervikalniho karcinomu. Lipocalin-2 lze pouzit k identifikaci
pacientek s pokrocilym naddorovym onemocnénim cervixu, které pottebuji agresivnéjsi
1écbu [149]. Vysledky jedné prace naznacuji, Ze aktivace IDO souvisi se Spatnymi
klinicko-patologickymi parametry a horSim pfezitim u cervikalniho karcinomu [36].
Asociace zvySenych sérovych hladin s metastdzami lymfatickych uzlin byla u
cervikalniho karcinomu prokdzana u SCC-Ag, CYFRA 21-1, CA 125, IAP, VEGF-A a
IL-6. Nicméné nelze tvrdit, Ze by sérova hladina nékterého z téchto biomarkert byla
dobrym a spolehlivym prediktorem metastdzy v panevnich ¢i paraaortalnich

lymfatickych uzlinach a vysledky rtiznych studii si ¢asto odporuji.

V soucasné dob¢ nejsou znamy Zzadné spolehlivé sérové biomarkery cervikalni
intraepitelilalni neoplazie. U cervikalnich dysplézii byla studovana sérovéa hladina ORM?2
a proteinu F9. Bylo publikovdno, Ze zvySena sérova hladina ORM 2 je asociovdna
s cervikalni dysplazii [74]. Stejn¢ tak bylo prokazéno zvySovani sérové hladiny proteinu
F9 pti progresi 1éze ze stadia LSIL do HSIL a cervikalni karcinom [114][22]. Také pomér
sérového angiopoetinu-1 k angiopoetinu-2 miiZze byt diagnostickym biomarkerem u CIN
[167]. Apolipoprotein Al a TOR (target of rapamycin) jsou mozné biomarkery pro HSIL
1éze délozniho hrdla [44]. Bylo zjisténo, Ze sérova hladina lipocalinu-2 je spojena
s infekci high risk typy HPV, bez ohledu na stupent CIN. Ackoli ma lipocalin-2 onkogenni
roli jako promotor tumorogeneze, neni to specificky marker. Vysoké koncentrace
lipocalinu-2 v séru lze nalézt u riznych onemocnéni, zejména v piipad¢ vzniku zanétu,

infekce nebo ischemie tkané [149].

Némi studovanymi biomarkery jsou TFF-3, S100-A11, AIF-1 a DKK1. Exprese TFF3 je
u karcinomu prsu asociovana s Sifenim do lymfatickych uzlin a vzdalenymi metastazami
[93]. U pacientek s endometroidnim karcinomem endometria byly sérové hladiny TFF-3
signifikantné vyss8i nez u pacientek s normalnimi butikami endometria, a i v porovnani s

pacientkami s hyperplazii endometria [87][97]. U pacientek se Spatné¢ diferencovanym
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karcinomem endometria byla prokazéna vyssi senzitivita TFF-3 v porovnani s CA 125
[87]. AIF-1 je proteinem, u kterého jiz byla prokdzana zvySena exprese u karcinomu hrdla
délozniho [30]. Asociace zvysSenych sérovych hladin AIF-1 s metastazami lymfatickych
uzlin byla u cervikalniho karcinomu poprvé prokazana az v nasi praci. Exprese proteinu
S100A9 v nadorovych bunkach byla u cervikdlniho karcinomu spojena s vyssi
senzitivitou k neoadjuvantni chemoterapii. Protein S100A9 reguluje chemosenzitivitu
nadorovych bunck k cisplatiné [171]. Déle byla napiiklad hodnocena prognosticka
hodnota proteini S100 u karcinomu ovaria. ZvySena exprese S100A2, S100A7A,
S100A10 a S100A16 byla v signifikantni korelaci s horSim celkovym pfezitim u vSech
pacientek s karcinomem ovaria, zatimco exprese SI00A1, SI00A3, S100AS, S100A13 a
S100G byla asociovdna s lepSi prognozou. Sérova koncentrace S100A6 predikuje
nadorové postizeni peritonea a je asociovana s pokro€ilymi stadii karcinomu ovaria
[155]. Exprese DKKI1 byla zvySena u karcinomu plic, pankreatu, jicnu a
hepatocelularniho karcinomu, coZz naznacuje potencidlni onkogenni funkci DKKI
[126][80][138][169]. Bylo prokazano, ze hladiny DKK1 v séru byly vyznamn¢ zvySeny
u pacientek s cervikalnim karcinomem v porovnéni se zdravymi Zenami, a i u pacientek
s CIN. Exprese DKKI1 v séru u cervikdlniho karcinomu korelovala s lymfatickymi
metastdzami a primérem nadoru a byla asociovana s horsi prognézou téchto pacientek
[56]. Vnasi praci jsme asociaci sérovych hladin DKKI1 s CIN ani cervikadlnim
karcinomem neprokézali, hladiny DKK 1 byly vyssi (p <0,0001) u kontrol nez u pacientek

s karcinomem hrdla déloZniho.

Nase data prokazuji zvySené sérové hladiny S100-A11 a AIF-1 u pacientek s karcinomem
hrdla délozniho a s dysplazii hrdla délozniho oproti kontrolni skupiné pacientek
s fyziologickym nélezem na hrdle déloznim. Sérové hladiny S100-A11 a AIF-1 byly u
cervikdlniho karcinomu asociovany s postizenim lymfatickych uzlin. Métfeni sérové
hladiny S100-A11 a AIF-1 v kombinaci sjinymi biomarkery pied lé€bou muze
v budoucnosti pomoci predpovédét metastazu v lymfatickych uzlindch u Zen s
karcinomem de€lozniho hrdla. Na druhou stranu zlstava kontroverzni, zda pfitomnost
metastaz v lymfatickych uzlindich ma opravdu dopad na hladinu S100-A11 a AIF-1
v séru, divodem miiZe byt i pfitomnost vétsiho objemu nadorové tkdné. K vyhodnoceni
potencialu téchto biomarkerti v diagnostice a screeningu cervikdlniho karcinomu je

zapotiebi dalSich studii. Hladiny TFF3 a DKK1 byly vyssi (p <0,0001) u kontrol nez u
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pacientek s karcinomem hrdla délozniho. CoZz naznacuje moznou protektivni funkci

téchto markert u karcinomu délozniho hrdla.
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6. Zavér

Velmi rychle nariistd mnozstvi informaci o novych proteinech TFF-3, AIF-1, S100-A11,
DKKI1 a jejich fyziologickém i patofyziologickém vyznamu. V nasi préaci jsme prokazali
statisticky vyznamné zvySeni sérovych hladin S100-A11 a AIF-1 u cervikalniho
karcinomu a vSech stadii cervikélni intraepitelidlni neoplézie v porovnani s kontrolni
skupinou. Sérové hladiny S100-A11 a AIF-1 se dale u pacientek s karcinomem hrdla
délozniho vyznamné zvysuji, pokud byly prokdzany metastazy v lymfatickych uzlinach.
Proteiny S100-A11 a AIF-1 pfedstavuji tedy potencidlni biomarkery u pacientek s
karcinomem a dysplazii délozniho hrdla. Hladiny TFF3 a DKK1 byly vyssi (p <0,0001)
u kontrol nez u pacientek s karcinomem hrdla délozniho. CoZ naznacuje moznou
protektivni funkci téchto markerti u karcinomu délozniho hrdla. V literatuie bylo dfive
publikovano, Ze hladiny DKK1 v séru se u pacientek s cervikalnim karcinomem naopak
vyznamné zvysuji v porovnani se zdravymi zenami. U DKK 1 bude tedy tfeba dalSich
studii k objasnéni jeho funkce u cervikalniho karcinomu. Tumor markery hraji stale
karcinomu hrdla délozniho i u cervikalnich intraepitelidlnich neoplazii nejsou ideélni,
protoze jim chybi silné specificita. Vyzkum by se mél zaméfit na vyvoj kombina¢nich
panelll vice markert, které by byly pro diagnostiku nejucinngjsi. Klinicky vyznam
sérovych biomarkerti pred béznym pouzitim by mél byt validovan ve velkych
prospektivnich studiich nebo metaanalyzach retrospektivnich/prospektivnich studii

malého rozsahu.
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7. Souhrn

Cil studie: Cilem této prace bylo porovnat sérové hladiny TFF3, AIF-1, S100-A11 a
DKKI1 u pacientek s karcinomem hrdla délozniho a dysplézii hrdla délozniho s kontrolni

skupinou.

Typ studie: Experimentalni studie.

Nazev a sidlo pracovisté: Porodnicko-gynekologicka klinika, Lékarska fakulta
Univerzity Palackého a Fakultni nemocnice v Olomouci; Centrum ambulantni
gynekologie a primarni péce, Brno; Oddéleni laboratorni mediciny, Stfedomoravska
nemocniéni, ¢len skupiny Agel, Prost&jov; Ustav lékaiské biofyziky, Lékatska fakulta

Univerzity Palackého v Olomouci.

Metodika: Celkem bylo zafazeno na Porodnicko-gynekologické klinice ve Fakultni
nemocnici v Olomouci 85 pacientek s diagnézou karcinomu délozniho hrdla, 59
pacientek s CIN 1 a 198 pacientek s CIN 2/3. Kontrolni skupinu tvotilo 90 pacientek,
které podstoupily jakoukoliv hysterektomii pro nemaligni onemocnéni. U vSech
pacientek byly predoperacné¢ odebrany vzorky séra, separovany a vSechna séra byla

skladovana pii teploté -80 °C az do analyzy hladin TFF3, AIF-1, S100-A11 a DKKI.

Vysledky: Ve 32 ptipadech (40,5 %) ze 79 pacientek s karcinomem délozniho hrdla, u
kterych byly lymfatické uzliny histologicky vySetieny, byly pozitivni lymfatické uzliny.
Sérové hladiny S100-A11 (p <0,0001) a AIF-1 (p <0,0001) byly vyssi u pacientek
s karcinomem délozniho hrdla nez u kontrol. Kromé toho byly sérové hladiny S100-A11
(p >0,04) a AIF-1 (p >0,01) vyznamné vys$i u pacientek s pozitivnimi lymfatickymi
uzlinami ve srovnani s pacientkami s negativnimi lymfatickymi uzlinami. Hladiny TFF3
a DKKI1 byly vyssi (p <0,0001) u kontrol nez u pacientek s karcinomem hrdla délozniho
a neliSily se ve skupindch s postizenim lymfatickych uzlin nebo bez néj. Sérové hladiny
S100-A11 (p <0,0001) a AIF-1 (p <0,0001) byly statisticky vyznamné vyssi u pacientek
s CIN 1 nez u kontrolni skupiny. Hladiny TFF3 a DKK1 se u pacientek s CIN 1 a
kontrolni skupinou statisticky vyznamné nelisily. Sérové hladiny S100-A11 (p <0,0001)
a AIF-1 (p <0,0001) byly staticky vyznamné vyssi u pacientek s CIN 2/3 nez u kontrol.
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Hladiny TFF3 a DKKI se u pacientek s CIN 2/3 v porovnani s kontrolni skupinou

statisticky vyznamné neliSily.
Zavér: S100-A11 a AIF-1 ptedstavuji potencidlni biomarkery u pacientek s karcinomem
a dysplazii d€lozniho hrdla. V nasi praci byly soucasné vyssi hladiny S100-A11 a AIF-1

u pacientek s pfitomnosti metastaz v lymfatickych uzlinach.

Klicova slova: onkogynekologie, biomarkery, karcinom hrdla délozniho, cervikalni

intraepitelidlni neoplazie, S100, TFF-3, AIF-1, DKKI1.
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8. Summary

Objective: The aim of this study was to compare TFF3, AIF-1, S100-A11 and DKK1
serum levels in patients with cervical cancer, cervical dysplasia, and in healthy female

controls.
Design: Experimental Study.

Setting: Department of Obstetrics and Gynecology, Faculty of Medicine, Palacky
University and University Hospital in Olomouc; Center for Outpatient Gynecology and
Primary Care in Brno; Department of Laboratory Medicine, Central Moravian Hospital
Trust, Member of Agel holding, Prostejov; Department of Biophysics, Faculty of

Medicine, Palacky University in Olomouc.

Methods: A total of 85 patients with a diagnosis of cervical cancer, 59 patients with CIN
1 and 198 patients with CIN 2/3 were enrolled at the Department of Obstetrics and
Gynecology at the University Hospital in Olomouc. 90 patients who underwent elective
total hysterectomy for nonmalignant disorder represented control group. In all patients
preoperative serum samples were taken, separated and the sera were all stored at -80°C

until analysis for TFF3, AIF-1, S100-A11 and DKKI.

Results: In 32 cases (40.5 %) of the 79 patients with cervical cancer in whom the lymph
nodes were examined histologically, the lymph nodes were positive. Serum levels of
S100-A11 (p<0.0001) and AIF-1 (p <0.0001) were higher in patients with cervical cancer
than in controls. In addition, serum levels of S100-A11 (p> 0.04) and AIF-1 (p> 0.01)
were significantly higher in patients with positive lymph nodes compared to patients with
negative lymph nodes. TFF3 and DKK1 levels were higher (p <0.0001) in controls than
in patients with cervical cancer and did not differ between the groups with or without
lymph node involvement. Serum levels of S100-A11 (p <0.0001) and AIF-1 (p <0.0001)
were statistically significantly higher in patients with CIN 1 than in the control group.
TFF3 and DKK1 levels were not statistically significantly different in patients with CIN
1 and the control group. Serum levels of S100-A11 (p <0.0001) and AIF-1 (p <0.0001)
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were significantly higher in patients with CIN 2/3 than in controls. TFF3 and DKKI

levels were not significantly different in patients with CIN 2/3 compared to controls.
Conclusion: S100-A11 and AIF-1 represent potential biomarkers in patients with
cervical cancer and cervical dysplasia. The levels of S100-A11 and AIF-1 were also

higher in patients with the presence of lymph node metastases.

Keywords: oncogynecology, biomarkers, cervical cancer, cervical intraepithelial

neoplasia, S100, TFF-3, AIF-1, DKKI.
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10. Seznam publikaci a prednasek

10.1 Prace souvisejici s disertacni praci
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Serum concentrations of TFF3, S100-A11 and AIF-1 in association with systemic
inflammatory response, disease stage and nodal involvement in endometrial cancer.
Pilka, R., Neubert, D., Stejskal, D., Krej¢i, G., Svestdk M., Marek, R., Adam, T.,
Sobkova, K., Ondrova, D., Hambalek, J., Madérka, M., Solichova, D., Kyjovska
Krémova, L., Javorskd, L., Melichar, B. Pteridines. Vol. 29, 1, 2018, pp. 6-12.

IF 1,92

10.1.2 Piivodni védecké publikace in extenso v daném oboru uveiejnéné v ostatnich

recenzovanych védeckych ¢asopisech

Zvyseni hladin TFF3 u Zen s karcinomem endometria. Neubert, D., Ondrova, D.,
Hambalek, J., Madérka, M., Sobkova, K., Stejskal, D., Krej¢i, G., Pilka, R. Ceska
gynekologie. 2018, 83, 2, s. 284-291.

Zvyseni sérovych hladin S100-A11 a AIF-1 u pacientek s karcinomem hrdla
déloZniho a postiZenim lymfatickych uzlin. Madérka, M., Dvotdk, V., Hambalek, J.,
Stejskal, D., Krejci, G., Svestak M., Langova, K, Pilka, R. Ceska gynekokologie. 2021,
86, 1,s. 17-21.

ZvySeni sérovych hladin S100-A11 a AIF-1 u pacientek s dysplazii déloZniho hrdla.

Madérka, M., Dvotéak, V., Hambalek, J., Stejskal, D., Krej¢i, G., Svestak M., Langova,
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10.1.3 Pi‘ehledné/souborné védecké prace v daném oboru v ostatnich recenzovanych
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