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Tento druhy dil ¢ldanku o prognostickych a prediktivnich markerech u NSCLC se zabyva dalSimi potencionalné vyuzitelnymi geny/
proteiny mimo tyrozinkinaz, které byly popsany v dile prvnim. Jsou zminény geny spjaté s klicovymi drahami v rlstu tumoru
a jeho metastazovani, stejné jako mechanismy hormonalni, epigenetické i imunohistochemické a proteomické. Rovnéz je zvlast
vénovana pozornost markertim spojovanymi s predikci G¢innosti imunoterapie a chemoterapie.
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Prognostic and predictive markers in non-small cell lung cancer (NSCLC) - 2" part

This second part of the article on prognostic and predictive markers in NSCLC addresses other potentially useful genes / proteins
except tyrosine kinases that were described in the first part. There are mentioned genes with key pathways in tumor growth and
metastasis as well as hormonal, epigenetic and immunohistochemical and proteomic mechanisms. Special attention is also paid
to markers associated with the prediction of immunotherapy and chemotherapy.

Key words: non-small cell lung cancer, prognostic marker, predictive marker, review.

Angiogeneze
a lymfangiogeneze

Mezi geny ovliviujicimi angiogenezi pa-
tif VEGF (vascular endothelial growth factor)
a jeho receptory, FGF (fibroblast growth factor)
se svymi receptory, HGF (hepatocyte growth
factor), nékteré interleukiny, PDGF (platelet
derived growth factor), TGFR (transforming
growth factorf), COX2 (cyklooxynedza 2) i
endothelin (45, 87, 88). Zvysena exprese VEGF
je spojovana s horsf prognézou, stejné to platf
pro jeho receptory (VEGF 1-3) (45). Mezi nejvice
zkoumané receptory FGF patfi FGF-2 (téZ zna-
my jako tzv. basicFGF = bFGF), ktery ovliviuje
predevsim nékteré matrixové metaloproteindzy
(MMP). Dle metaanalyzy Hu et al. je spojovan
s horsi prognézou u resekovanych pacientd
s NSCLC, na progndézu pokrocilych tumord

nemél v této praci vliv (87). Obdobny vztah
plati i pro PDGF secernovany z desticek, kdy
jeho pfitomnost zvysuje migra¢ni schopnost
epitelidInich bunék (12, 45). COX2, resp. jeho
hlavni metabolit prostaglandin E2 (PGE2), jsou
zvysené exprimovany u fady tumord v¢. NSCLC.
Podili se nejen na angiogenezi, ale téZ na nado-
rovém rlstu, inavazivité a snizeni protinddorové
imunity, ¢imz plsobf jako negativni prognos-
ticky faktor (89).

Rovnéz byly zkoumény markery lymfangioge-
neze, kterd je vnimana jako negativni prognostic-
ky faktor sama o sobé (90). Metaanalyza prokazala
jako nejvyznamnéjsi faktory VEGF-C a D (vascular
endothelial growth factor Ca D) a jejich receptor
VEGFR-3 (vascular endothelial growth factor re-
ceptor 3) a LVD (lymphatic vascular density). Dale
je patrny vliv FGF, IGFRT a COX2 (43, 91).

Kostni metabolismus

Vliv na prognézu pacientd mohou hrat
i nékteré parametry u kostnich metastaz — jde
o napf.o molekulu RANKL (inhibovanou denosu-
mabem) ¢i zvysené hladiny BALP (bone specific
alkaline phosphatase) nebo NTX (N-telopeptide
of type | collagen) spojené s kostni remodelaci,
jejichZ pokles je spjat s Uc¢inkem kysliny zolen-
dronové (92).

Bunécny cyklus

Vyznamnymi prognostickymi markery jsou
i molekuly regulujici bunécny cyklus, pfedevsim
cykliny (napf. zvysend exprese cyklinu D1, B1
a E je spojena s horsi prognodzou) a jejich regu-
latory — tzv. cyklin dependentnf kindzy. Jejich
nefunkénost je spojena s horsi prognézou —
patfi sem napf. p21, p27, p57 ¢i zndmy p53 dis-
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kutovany niZe (93). Existuji v3ak i protichddné
prace — napr. metaanalyza nepotvrzujici vliv
cyklinu D na prognézu (94). Aurora kinasa A je
reguldtorem DNA poskozeni spoustéjiciho apo-
ptézu. Jeji amplifikace je téz dédvana do souvis-
losti s progndzou u NSCLC a téz odpovédi na
cisplatinu (93, 95).

p53 reguluje odpovéd na fadu bunéc¢nych
strest zastavenim bunéc¢ného cyklu ¢i apo-
ptézou. Aktivatorem tohoto tumorsupresoru
je poskozeni DNA. Mutovany gen p53 se ob-
jevuje u cca 50% NSCLC, vice u kurékd (a tedy
SCQ). Tyto mutace zabranuji normalni funkci
p53 a jeho ochranné funkci pfed malignf trans-
formaci. Mutace p53 je uvadéna jako negativni
prognosticky faktor, rovnéz je spojovana s horsi
odpovédi na terapii cisplatinou (96). Funkci p53
ovliviuje dalsi fada gent — pozornost byla véno-
vana napfiklad TP53, ktery je téZ prognostickym
faktorem a nékterymi autory je davén i do sou-
vislosti s rezistenci na cisplatinu (96). Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2) je lokalizovén na vnitfni mitochon-
dridIni membréané, kde inhibuje apoptézu po-
moci zastaveni cyklu v GO/G1 fazi. Jeho zvysena
exprese je spojovana s lepsf progndézou pacientd
(97). Rb (retinoblastoma gen) je vyznamnym
kontrolorem bunécného cyklu a u NSCLC je Cas-
to inaktivovan, coZ viak patrné neni spojeno
s horsi progndzou nemocnych (98).

Hormonalni vlivy

Pozornost byla vénovéna téz piipadnému
hormonalnimu vlivu na NSCLC, kdy se pozornost
zameéfovala pfedevsim na estrogen. Samotné
studie mély rozporuplné vysledky a byly pomér-
né heterogenn, jejich metaanalyza tak pfindsf
pouze omezenou informaci, kdy se zdad mozny
vliv estrogenového receptoru 1 (ER1T) na progno-
zu pacientl zejména s pokrocilymi NSCLC. Tuto
domnénku je vsak nutno dale ovéfit (99). Mezi
dalsi hormondlni vlivy s dopadem na progndzu
pacientl by mohly byt produkty tukové tkané —
tzv. adiponektiny (100, 101).

Nekddujici RNA, metylace
DNA a dalsi epigenetické
mechanismy

Tzv. nekddujici RNA (ncRNA) — ncRNA Ize
rozdélit na dveé velké skupiny — na kratké (do 200
bp), kam z klinického pohledu fadime predevsim
mikroRNA (miRNA), a na tzv. dlouhé nekoduji
RNA (IncRNA), které jsou delsi nez 200 bp (102).
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INcRNA byly objeveny v 90. letech 20. stoletf
a dnes jsou zndmy jiz stovky téchto epigenetic-
kych faktor(. Jejich exprese je pfisné regulova-
na fadou mechanismd, kdy vysledné IncRNA
reguluji expresi vybranych gend na mnoha
Urovnich, a tak se mohou podilet mj. na fizen{
proliferace a diferenciace bunék ¢i lékové rezi-
stenci. U NSCLC byla popsdna zménéna exprese
fady z nich, kdy je nékterymi autory davan vztah
k hladiné jejich exprese a kufactvi ¢i znecisténi
ovzdusi. Potenciondlné mohou byt téz vyuzitel-
né k diagnostice NSCLC, odliseni SCC od ACC,
jako prognostickeé i prediktivni faktory (popiso-
van mozny vztah k cisplatiné ¢i gefitinibu). Zatim
v3ak jejich role nenf dostate¢né charakterizovéna
a je tfeba fady dalSich studif k pfesnéjsimu po-
chopeni jejich funkce (102, 103).

miRNA patff mezi malé nekodujici RNA. Jeji
funkci je regulace genové exprese na posttrans-
krip¢ni Grovni. Na své cile pisobi bud Utlumem
prepisu dané mRNA nebo jeji degradaci. PUsobf
takfka na viechny bunécné déje veetné bunéc-
ného cyklu a proliferace, apoptdzy, angioge-
neze, invazivity a metastazovani, ¢imz se stava
vyznamnym hracem v onkologii. Podle pfevahy
regulujicich molekul (jedna miRNA plsobi ob-
vykle na desitky mRNA) mUze vystupovat jako
tumorsupersor i onkogen u fady tumor( véetné
NSCLC. Samotné miRNA pak podléhaji dalsi epi-
genetické regulaci (napf. metylace jejich cteciho
ramce) a mohou se u nich objevit téZ SNPs ¢i
mutace Vv jejich ¢tecim rdmci. Jejich vyhodou
je stabilita ve tkani i télnich tekutinach, a pro-
to dobrd mozZnost stanoveni jako pfipadného
biomarkeru. Jejich potenciondlni uplatnénf je
bohaté — od diagnostiky a histopatologického
urceni NSCLC pfes prediktivni (CHT i cilené 1é¢-
by) a prognostické markery az po mozné cile
|éCby NSCLC. Mezi nejcastéji zkoumané miRNA
patfi pfedevsim tumorsupresorova rodina let-7
(spojend s horsi progndzou pfi negativni re-
gulaci fady onkogend jako KRAS) a onkogenni
miR-21 (s patrné prognostickym vyznamem).
Byla zkoumadna celd fada dalSich miRNA, z nichz
nékteré z nich jsou napf. detailné popsany v nasf
predchozi publikaci (104-111).

Dalsim epigenetickym faktorem, ktery se
mUze uplatiovat v prognéze NSCLC, jsou tzv.
hypermetylace DNA, které vedou ke snizenf
exprese takto pozménénych gend. Wu et al. ve
své metaanalyze napfiklad dokladaji prognos-
ticky vliv hypermetylaci tumor supresoru FHIT

(fragile histidine triad protein), ktery hraje roli
v alveolarni diferenciaci (112). Jind prace po-
ukazuje na prognosticky vliv hypermetylace
tumorsupersoru pl6, ktery vystupuje jako ne-
gativni reguldtor buné¢ného cyklu (113). Oviem
moznych zkoumanych gen(, jejichz metylace je
spojena patrné s horsi prognoézou, bylo daleko
vice (91). Je tieba téZ upozornit na provézanost
jednotlivych epigenetickych faktord, kdy kédy
pro miRNA mohou byt téZ metylovany a naopak
miRNA mUZe regulovat metylaci DNA (114).

Mezi vyznamné epigenetické mechanis-
my patHi i stupen acetylace histond ovliviujicf
stupen transkripce. Za odstranéni acetylovych
skupin z histond jsou odpovédné HDAC (his-
ton deacetyldzy), které se délf do nékolika tfid.
Exprese fady z nich je deregulovana (u nékte-
rych i diky methylaci) u NSCLC. Snizend exprese
HDAC 5 a 10 z druhé tfidy histonU je pak spojo-
védna s negativnim prognostickym vyznamem
u NSCLC (115).

Cytogenetika

Stran cytogenetiky je NSCLC obvykle spojen
s nebalancovanymi abnormalitami chromozo-
mU. Jsou ¢asto odlisné nejen mezi dlazdicovym
karcinomem a adenokarcinomem, ale i mezi
jednotlivymi grady a stadii tumor( a dokonce
¢asto i mezi jednotlivymi naddory samymi. Ur¢it
jejich prognosticky vyznam tedy nenf prozatim,
pfi absenci rozsahlejsich praci, mozné (98).

Imunoterapeutické markery
Velkd pozornost je v soucasné dobé vénova-
na prediktivnim a prognostickym faktordm imu-
noterapie. Jako prediktivni markery odpovédi na
imunitnf vakciny (cilici pravé na tyto molekuly)
bylo zkoumdano nékolik markerd, ale prozatim
viechny nelspésné. Mezi nejznaméjsi historické
cile patff MAGE-A3 (melanoma-associated anti-
gen A3), na néjz byla zamérena vakcina zkousena
v rozsahlé studii faze lll u adjuvantnilécby NSCLC
(116). MUCT (episialin) byl cilem tecemotidu ve
studii faze Il START. Ackoliv se MUCT jevi jako
prognosticky faktor u NSCLC a je abnormélné
glykolysovany u NSCLC, tacemotide neprokazal
zlepseni OS v celkové populaci tumort stadia Il
(117, 118). Rovnéz byla zkoumana role nékterych
chemokinind, kdy napf. pro CD184 je popisovan
vztah k progndze (119). Mezi naopak rutinne
vyuzivanym prediktivnim markerem v imuno-

terapii je PD-1 resp. PDL-1, ktery ma patrné vliv
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na stupert odpovédi novych checkpoint inhi-
bitorl (nivolumab, pembrolizumab, atezolizu-
mab) (120). Jeho nevyhodou je zatim mozna
nejednotnost testovani, heterogenita v tumoru
ajeho mozné zmény v case (i napt. vlivem po-
davané kortikoterapie), odliseni PD-L1 exprese
nadorovych bunék od okoli ¢i patrné falesné
zvyseni pfi zanétu ¢i nadmérné expresi dra-
hy EGFR (121, 122). Vy33i exprese PD-L1 je téz
spojovana s horsi prognézou nemocnych (123).
Upfesnéni k progndze PD-L1 by mohl pfinést
soucasné stanoveny stuper somatickych mutaci
v nadoru ¢i stanoveni pomocného markeru.
Nejvice se v tomto smyslu pracuje s CTLA-4
(cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4),
ale uplatnéni mozna najdou i dalsi molekuly —
napt. PD-L2, fractalkine (CX3CL1), Tim3 (T-cell
immunoglobulin-3) ¢i LAG-3 (lymphocyte-ac-
tivation gene) (122). Rovnéz je popisovan pfi-
znivy vliv vyssi exprese IFN (interferon) y resp.
jeho induktort — napf. gen IDO1(indoleamine
2,3-dioxygenase 1) (15). Stuper mutaci v tumoru
se zda byt relativné snadno méfitelnym parame-
trem, ale jeho problémem je rozdilny vyznam
mutaci jako neoantigend a ovlivnéni imunity
nékterymi mutacemi (napf. EGFR), které je tre-
ba detailnéji prozkoumat (124), ackoliv mutacni
néloz tumor (tumor mutation burden — TMB)
se i presto ukdzala jako spolehlivy prediktivni
marker Uc¢innosti nivolumabu v prvn{ linii éCby
(125). sSICAM-1 (soluble intercellular adhesion
molecule-1) patfi mezi rodinu imunoglobulind.
Je dUlezity pro transendotelidIni transport le-
ukocytl ajeho zvysend exprese je davana do
souvislosti s horsi prognézou nemocnych (126).
Mezi zkoumané potenciondlni prognostické
markery patfi fada daldich genl podilejicich se
na imunitnich reakcich (32).

Nadorové kmenové bunky
Nadorové kmenové bunky jsou teoreticky
Jadrem” tumoru, které produkuje ostatni, jiz
vice ¢i méné heterogenni, nddorové populace.
Markerem téchto bunék je napt. CD133, u kte-
rého byl téz prokazan vztah k prognéze NSCLC
(127,128). Rovnéz i dalsi antigeny spjaté s nado-
rovymi kmenovymi burkami (CSCs) — BCRP-1
(=ABCG-2 - viz nfZze) a ALD-HT — jsou patrné
spjaté s progndzou pacientl s plicnimi karci-
nomy. CSCs tedy predstavuji dUlezity faktor pro
OS pacientt (129). Je téZ popisovéana rezistence
bunék exprimujicich CD133 k cisplatine (95).
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Matrixové metaloproteinazy

Matrixové metaloproteindzy (MMP) a jejich
inhibitory (TIMP) hrajf vyznamnou Ulohu v pro-
cesu nadorové invaze a metastazovani diky
schopnosti rozrusovat (resp. blokovat) extrace-
lularni matrix. Pro nékteré z nich je téZ popiso-
van prognosticky vyznam u NSCLC (130-132).
Rovnéz RECK (reversion-inducing cysteine rich
protein with Kazal motifs) — inhibitor MMP-2
a9 — prokézal prognosticky vyznam u NSCLC
(133, 134).

Ostatni vybrané DNA
prognostické markery

Jako dalsi mozné prognostické faktory jsou
uvadény i v klinice méné zndmé geny. Jde napfi-
klad o HIF-1a (Hypoxia-inducible factor-1 alpha),
ktery v metaanalyze prokazal zvySenou expresi
u NSCLC (zejména v postizenych lymfatickych
uzlindch a u SCC) se zhorsenim OS, kdy jeho
hladina korelovala téZ s VEGF a EGFR (135). Mezi
alterované geny az u 1/3 SCC Ize fadit Nrf2 (nuc-
lear factor erythroid 2-like factor 2). Vyssi exprese
tohoto onkogenu je spjata s horsf prognézou
nemocnych diky zvysenému potencidlu preZitf
takto postizenych bunék a jeho alteraci s dalSimi
onkogennimi drahami (napf. KRAS ¢i PIK3-AKT)
(136). Daldim prognostickym markerem muze
byt survivin. Jde o reguldtor apoptdzy a mitdzy,
kdy jsou jeho zvysené exprese u NSCLC spojo-
vany s horsf prognézou pacientd (137). FOXM1
(Forkhead box M1) patii mezi requlatory bunéc-
ného cyklu s vlivem na bunécnou proliferaci
a metastazovani tumord. Metaanalyza prokézala
téZ jeho prognosticky vlivu NSCLC (138). LIRG (rich
repeats and immunoglobulin-like domains) jsou
tumorsuperesory s vazbou na EGFR, RET &i MET.
Metanalyza prokazala jejich prognosticky vyznam
u plicniho karcinomu (139). Rodina gent S100 mé
za Ukol intraceluldrni regulace aktivit spojenych
predevsim s Ca2+. Jeji ¢len S100A2 je pak davan
do souvislosti s progndézou zejména u Casnych
stadif NSCLC (140). STAT3 (signal transducer and
activator of transcription 3), pfedstavuje jednu
z aktivacnich drah signalu od EGFR. Aktivaci STAT3
jsou v nukleu exprimovany signaly vedouci k an-
giogenzezi, inhibici apoptdzy a bunécné proli-
feraci. STAT3 je negativnim prognostickym mar-
kerem u NSCLC (141). Dalsim ¢asto mutovanym
genem u NSCLC je LKB1 (liver kinase B1). LKB1
patf k calcium/calmodulin regulujici kindzové
rodiné a je spojovana s horsi prognézou pfi vét-
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i tendenci k metastazovani tumoru (142). Mezi
dulezité proteinové kindzy patfi téz PKC (protein
kindza C), kterd hraje vyznamnou ulohu v pfenosu
bunécnych signald do jadra, mimo jiné i na cesté
skrze KRAS. PKC vystupuje jako onkogen s nega-
tivnim prognostickym efektem (143). Amplifikace
onkogenu myc se objevuje u 5-10% pacientl
s NSCLC a je spojena s nadorovou proliferaci a téz
zhorsenou progndzou pacientd (98).

Potencionalni prediktivni
markery chemoterapie

Mezi potencionalni prediktivni biormakery
lé¢by s nutnou dalsi validaci patii fada molekul da-
le ¢lenéna dle korelace k dané CHT. K cisplatiné je
udavén vztah jednak efluxnich pump (pfedevsim
tzv. ABC transportérd), které jsou blize popsané
v nasem dfive vydaném ¢lanku a maji vztah téz
k taxanUm ¢i etoposidu (111). Dale patrné hraji
roli molekuly podilejici se na influxu cisplatiny, je-
jichZ snizend exprese vede k jeji nizsi intracelulami
koncentraci — jednd se pfedevsim o NA/K-ATPazu
agen CTR-1 (constitutive triple response 1). GSH
(gluthathion) se pak mUze podilet na nadmeérné
detoxikaci cisplatiny. V neposledni fadé je ddle-
zity vliv tzv. opravnych gend — napt. PARP1 (poly
adenosine diphosphate-ribose polymerase 1),
dalsi z nich jsou diskutovany nize (95, 144, 145).
B-tubulin tridy Il (3Tublll) je dllezitou soucasti
mikrotubul. Nékteré prace poukazuji nejen na
jeho prognosticky efekt, ale i mozny prediktivni
ukazatel vici odpovedi na vinorelbin a taxany
(146, 147). Vyse popisovany HIF mize mit kromé
prognostické hodnoty i prediktivnf vyznam pfi
lé¢bé taxany (145). Mezi mozné prediktivni faktory
vinorelbinu Ize fadit i PLKs (polo-like kinases), je-
jichz zvysené exprese u NSCLC ovliviuje pozitivné
Ucinnost vinorelbinu diky vlivu na mikrotubuly
(145). Folatovy receptor (hrajici roli v transportu
pemetrexedu) a nize diskutovand TS (thymidylat
syntaza) maji patrné vliv na Ucinnost pemetrexe-
du (145, 148). Jako prediktivni marker gemcitabinu
mUZe slouzit RRM (diskutovano nize) ¢i hENTT
(human equilibrative nukleoside transporter 1)
podileji se na absorpci gemcitabinu do bunky
(144, 145). Rovnéz byl popsan mozny prediktivni
vliv snizené exprese deoxycitidine kindzy, kterd je
zodpovédna za pfeménu gemcitabinu v aktivni
metabolit. Opacny vliv ma 5-nukleotiddza, ktera
defosforyluje aktivni metabolit gemcitabinu, pfi-
padné muze byt deaktivovan cytidine deaminéa-
zou (149). Zvysend exprese TOP2a (topoisomerase
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lla), kterd je cilem etoposidu ¢i duplikace CEP17
(ericentromeric alpha satellite repeat on chromo-
some 17) jsou jedny ze zvazovanych prediktivnich
markerd etoposidu (144, 145).

Opravné geny

Opravné geny (pfedevsim ERCC1= excision
repair cross-complementation group 1, BRCA1
= breast cancer type 1 susceptibility protein,
RRM1 =ribonucleotide reductase M1 a TS) byly
zkoumany jako mozné prediktory adjuvantni,
pfipadné téz paliativni, chemoterapie. Funkni
vyznam genl ERCC1, RRM1 a BRCAT1 je popséan
v nasem predchozim ¢lanku (150). TS katalyzuje
methylaci deoxyuridinmonofosfatu (dUMP) na
deoxythymidinmonofosfat (dTMP), ktery hraje
klicovou roli v replikaci a opravé DNA a pro-
liferaci nddorovych bunék. TS je klicovym ci-
lem pemetrexedu. Stran prognézy je snizena
exprese RRM1 spojovéna s horsi progndzou,
u ERCC1, BRCAT i TS existuje fada odporujicich
si praci, jejichZ spole¢nd interpretace je pro
jejich vzédjemnou heterogenitu pomérné ob-
tiznd. Obdobna situace panuje i na poli jejich
mozného prediktivniho vyznamu (obecné nizsf
exprese téchto gend mé vést k lepsimu efektu
dané |é¢by), kdy ERCCT je spojovan predevsim
s odpovédi na cisplatinu, RRM1 s odpovédi na
gemcitabin, BRCAT s odpovédi na taxany a TS
s odpovédi na pemetrexed. Problémy z({stava
rozdilnd metodika stanoveni (IHC vs. RT-PCR)
s rlznymi uzitymi protildtkami, cut-off i vzorky
(FFPE vs. mrazena tkan) a heterogenitou jed-
notlivych skupin pacientd mezi publikovanymi
studiemi. Navic je otdzkou, zda jeden z gend
podilejicich se na opravnych krocich DNA, méze
obsahnout cely tento sloZity a komplexni déj
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