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1. ABSTRAKT

Vyznam extraezofagedlniho refluxu (EER) jako rizikového faktoru pro rozvoj plicniho
adenokarcinomu nebyl dosud dostate¢n¢ prozkouman. Studie se zabyvala otazkou, zda EER
ptispiva k vys$§im koncentracim pepsinu v bronchoalveolarni lavazi (BAL) u pacienti s plicnim

adenokarcinomem ve srovnani s kontrolnimi skupinami.

Studie zahrnovala celozivotni nekutaky a byvalé kutréky s nejméné 5 letou nekuiackou
historii, ktefi podstoupili bronchoskopii kvilli loziskovému plicnimu postizeni na CT nebo
PET/CT zobrazeni. Na zaklad¢ histologické verifikace plicniho procesu byli pacienti rozdéleni
do tii skupin: s plicnim adenokarcinomem, s plicnimi metastdzami pii primarnim mimoplicnim
nadoru a s plicni sarkoidézou. Plicni adenokarcinom byl déle kategorizovan jako centralni nebo
periferni typ. Vzorky BAL odebrané béhem bronchoskopie byly analyzovany na pfitomnost

pepsinu pomoci testu ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil v koncentraci pepsinu mezi skupinou
s plicnim adenokarcinomem a kontrolnimi skupinami (plicni metastazy a plicni sarkoiddza)
pfi zahrnuti vSech vzorkiit BAL (p = 0,135). Linearni regresni analyza odhalila, Ze kufacka
anamnéza a hemoragicky charakter BAL maji statisticky vyznamny vliv na koncentraci pepsinu
v BAL. Po vylouceni hemoragickych vzorkii BAL byla koncentrace pepsinu signifikantné
nejniz§i u pacientll s plicnim adenokarcinomem (p = 0,023) ve srovnani s kontrolnimi

skupinami.

Vysledky studie tedy nepodporuji hypotézu o zvySeném vyskytu EER u pacient

s plicnim adenokarcinomem.

Klic¢ova slova: extraezofagedlni reflux, plicni adenokarcinom, bronchoalveolarni lavaz, pepsin,

ELISA



ABSTRACT

The significance of extraesophageal reflux (EER) as a risk factor for the development
of lung adenocarcinoma has been understudied. This study investigated whether EER
contributes to higher concentrations of pepsin in bronchoalveolar lavage (BAL) in patients with

lung adenocarcinoma compared to control groups.

The study included lifelong non-smokers and former smokers with at least a 5-year
history of non-smoking who underwent bronchoscopy due to suspicious pulmonary
abnormalities detected on CT or PET/CT imaging. Based on histological verification
of the lung process, patients were divided into three groups: those with lung adenocarcinoma,
those with lung metastases, and those with pulmonary sarcoidosis. Lung adenocarcinoma cases
were further categorized as central or peripheral types. BAL samples collected during
bronchoscopy were analyzed using an Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) to

measure pepsin levels.

No statistically significant difference in pepsin concentration was found
between the lung adenocarcinoma group and the control groups when all BAL samples were
included (p = 0,135). Linear regression analysis revealed that smoking history and
the hemorrhagic character of BAL had a statistically significant impact on pepsin concentration
in BAL. After excluding hemorrhagic BAL samples, pepsin concentration was significantly

lower in patients with lung adenocarcinoma (p = 0,023) compared to the control groups.

The study results do not support the hypothesis of a higher occurrence of EER in patients

with lung adenocarcinoma.

Keywords: extraesophageal reflux, lung adenocarcinoma, bronchoalveolar lavage, pepsin,

ELISA



2. SEZNAM ZKRATEK

A

ALK - Anaplastic Lymphoma Kinase

APAFI - Apoptotic Protease Activating Factor 1
APC - Adenomatous Polyposis Coli

AREG - Amphiregulin

ATR - Ataxia Telangiectasia Rad-3 Related Protein
ATM - Ataxia Telangiectasia Mutated Protein Kinase
B

BAD - Bcl-2-Associated Death Prom oter

BAFF-R - B Cell-Activating Factor Receptor

BAL - Bronchoalveolar Lavage

Bax - Bcl-2-Associated X Protein

Bak - Bcl-2-Antagonist/Killer

BAR-T - Barrett's Esophagus Cell Line

Bcl-2 - B Cell Lymphoma 2

Bcl-Xy. - B Cell Lymphoma-Extra Large Protein
Bcl-Xs - BCL-2-Associated X Protein Small Form
Bcl-w - B Cell Lymphoma-w

BEAS-2B - Human Bronchial Epithelial Cell Line
BH domain - Bcl-2 Homology domain

BH3 - Bcl-2 Homology 3

Bid - BH3-Interacting-Domain Death Agonist

BIM - Bcl-2-Interacting Mediator of Cell Death
BMI- Body Mass Index

BMP4 - Bone Morphogenetic Protein 4

BCR- B-cell Receptor

BOK - Bcl-2-Related Ovarian Killer

BTC — Betacellulin

BRAF- v raf murine sarcoma viral oncogene homolog B
C

CA 1III - Carbonic Anhydrase Isoenzyme I1I



CCL- C-C motif Chemokine ligand

CD4+ - Helper T Lymphocytes (CD4 Positive)

CDS - Cytotoxic T Lymphocytes (CDS8 Positive)
CDA40 - Cluster of Differentiation 40

CDK?2 - Cyclin-Dependent Kinase 2

CDX1 - Caudal-Related Homeobox 1

CDX2 - Caudal-Related Homeobox 2

CHKI - Checkpoint Kinase 1

CHK2 - Checkpoint Kinase 2

CI - Confidence Interval

CIP/WAFI1 - Cdk-Interacting Protein/Wild-Type p53-Activated Fragment 1
CK1 - Casein Kinase 1

COX-2 - Cyclooxygenase 2

CHUK - Conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase
CXCL - C-X-C motif Chemokine ligand

D

DHH - Desert Hedgehog Ligand

DLL - Delta-Like Ligands (DLL1, DLL3, DLL4)
DNA - Deoxyribonucleic Acid

Dsh — Disheveled Protein Family

E

EER - Extraesophageal Reflux

EGF - Epidermal Growth Factor

EGFR - Epidermal Growth Factor Receptor

ELAM-1 - Endothelial-Leukocyte Adhesion Molecule 1
ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

EPI - Epigen

ErbB - epidermal growth factor receptor-related protein family
EREG - Epiregulin

F

FASL - Fas Ligand

FASR - Fas Receptor



FGF - Fibroblast Growth Factor

FLO-1 - Esophageal Adenocarcinoma Cell Line

FOXA2 - Forkhead Box Protein A2

G

GADDS5 - Growth Arrest and DNA Damage-Inducible Protein 55
GDP - Guanosine Diphosphate

GER - Gastroesophageal Reflux

GERD - Gastroesophageal Reflux Disease

GLI - GLI Family of Transcription Factors (GLI1, GLI2, GLI3)
GM-CSF - Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor
GSH - Glutathione (Reduced)

GSK-3p - Glycogen Synthase Kinase-3 Beta

GTP - Guanosine Triphosphate

H

HB-EGF - Heparin-Binding EGF-Like Growth Factor
HBOC - Hereditary Breast and Ovarian Cancer Syndrome
Hedgehog - Hedgehog Signaling Pathway

HER?2 - Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
HGF - Hepatocyte Growth Factor

HIF-1a - Hypoxia-Inducible Factor 1 Alpha
H*/K*-ATPase - Hydrogen-Potassium ATPase

HOXB - Homeobox Domain Transcription Factors

HPLC - High-Performance Liquid Chromatography
Hps70 - Heat Shock Protein 70

HRE - Hypoxia Response Element

HRP — Horseradish Peroxidase

I

IAPs - Inhibitors of Apoptosis Proteins

ICAM-1 - Intercellular Adhesion Molecule 1

ICD - International Classification of Diseases

IkB - Inhibitors of NF-xB

IGF-1 - Insulin-Like Growth Factor 1



IGFBP-1 - Insulin-Like Growth Factor Binding Protein 1
IGFBP-3 - Insulin-Like Growth Factor Binding Protein 3
IHH — Indian Hedgehog Ligand

IKK- IxB kinase

IL-1R - Interleukin-1 Receptor

IL-1 - Interleukin 1

IL-2 - Interleukin 2

IL-6 - Interleukin 6

IL-8 - Interleukin 8

IL-12 - Interleukin 12

INF-y - Interferon-Gamma

iNOS — Inducible Nitric Oxide Synthase

IQR - Interquartile Range

J

JAG - Jagged Ligands (JAG1, JAG2)

K

KRAS - Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene

L

LEF/TCF - Lymphoid Enhancer Factor/T-Cell Factor

LRP - Low-Density Lipoprotein Receptor-Related Protein (LRP5/6)
LTPBR - Lymphotoxin-f3 Receptor

M

MAPK - Mitogen-Activated Protein Kinase

MDM2 - Mouse Double Minute 2 Homolog

MET - Mesenchymal-Epithelial Transition

MnSOD2 - Manganese-Dependent Superoxide Dismutase 2
MII-pH - Multichannel Intraluminal Impedance with pH Monitoring
MUC2, MUC3, MUCSAC, MUCS5B - Mucin Proteins
MS/MS — Tandem Mass Spectrometry

N

NF-kB - Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of Activated B Cells

NICD - Notch Intracellular Domain
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NIH 3T3 cells - A fibroblast cell line derived from mouse embryos
NIK - NF-kB-Inducing Kinase

Notch — Notch Signaling Pathway

NOXA - Nucleolar Protein of the Apoptosis Family
NRG 1-4 - Neuregulins 1-4

NSCLC - Non-Small-Cell Lung Cancer

NTRK - Neurotrophic Receptor Tyrosine Kinase

(0]

OR - Odds Ratio

|

PD-L1 - Programmed Cell Death Ligand 1

pH — Potential of hydrogen

PI3K—AKT - phosphoinositide 3-kinase — protein kinase B pathway

PI3K-mTOR pathway - Phosphoinositide 3-kinase - mechanistic target of rapamycin pathway

pKa - Acid dissociation constant

PLC-y1-PKC - phospholipase C-y1 — protein kinase C pathway
PP-HRP — Polyphenoloxidase-Horseradish Peroxidas

PPI - Proton Pump Inhibitors

PTCH - Patched-1 Receptor

PUMA - p53 Upregulated Modulator of Apoptosis

R

RAS-MAPK - RAS-mitogen-activated protein kinase pathway
RAS-ERK pathway - RAS-extracellular signal-regulated kinase pathway
REL - v-Rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene homolog
RELA - NF-kB p65 subunit

RELB - NF-«xB RelB subunit

cREL - NF-kB c-Rel subunit

RET - Rearranged During Transfection

RHD - REL Homology Domain

ROST1 - ROS Proto-Oncogene 1

RSI — Reflux Symptom Index
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SD - Standard Deviation

Sep53 - Squamous Epithelial Stress Protein 53
Sep70 - Squamous Epithelial Stress Protein 70
SHH - Sonic Hedgehog Ligand

SMO — Smoothened Ligand

SOD - Superoxide Dismutase

SOX2 - SRY Box Transcription Factor 2
SOX9 - SRY Box Transcription Factor 9

T

TCR - T-Cell Receptor

TGF-a - Transforming Growth Factor Alpha
TGF-f - Transforming Growth Factor Beta
TLR - Toll-Like Receptors

TNF-o - Tumor Necrosis Factor-Alpha

TNFR - Tumor Necrosis Factor Receptor
TNM — Tumor, Node, Metastasis

TP53 - Tumor Suppressor Gene p53

TRAIL - TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand
TRAILR - TRAIL Receptor

TRG - Trans Sacculo-Tubular Elements

A\

VCAM-1 - Vascular Cell Adhesion Molecule 1
VEGEF - Vascular Endothelial Growth Factor
W

Wnt - Wnt Signaling Pathway

X

XIAP — X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein
y/

ZEB ' - Zinc-Finger E-box-Binding Homeobox 1/2
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3. LITERARNI UVOD

3.1. Definice

Gastroezofagealni reflux (GER- gastroesophageal reflux) nastava pii zpétném toku
zalude¢niho obsahu do jicnu. Patologicky reflux je diagnostikovan na zaklade vysledkt
24hodinové pH-metrie pii splnéni DeMeesterovych kritérii: pH < 4 ve vice nez 50 epizodach
za 24 hodin nebo reflux trvajici déle nez 1 hodinu za 24 hodin. (1) V piipadé, Zze GER vyvolava
symptomy a/nebo komplikace, hovoiime o refluxni chorob¢ jicnu (GERD - gastroesophageal
reflux disease). (2) Prevalence GERD se pohybuje v rozmezi 8,8 - 25,9% v Evropé. (3)
Patofyziologickym podkladem GER je selhdni obrannych mechanismu, které brani zpétnému
toku obsahu zaludku do jicnu. Mezi tyto poruchy patii dysfunkce dolniho jicnového svérace,
pfedevs§im jeho sniZeny tonus, dale opozdéné vyprazdinovani zaludku, zmény anatomickych
poméru piispivajici k mechanické poruse dolniho jicnového svérace, naptiklad v dusledku
hiatové hernie nebo obezity, a poruSena samocistici schopnost sliznice jicnu, kterou
fyziologicky zajist'uji primarni a sekundarni kontrakce jicnu a neutralizace Zalude¢ni kyseliny

slinami. (4)

P11 priiniku refluxatu nad uroven horniho jicnového svérace nastava extraezofagedlni reflux
(EER- extraesophageal reflux), ktery je sdruZen s Sirokym spektrem ORL a plicnich
onemocnéni. Byla prokazana pfi¢innad souvislost nebo spolupodil EER na vznik chronické
laryngitidy a bronchitidy, chrapotu, otitis media, obstruk¢nich plicnich onemocnéni,
chronického kasle, recidivujicich pneumonii, bronchiektazii, intersticialnich plicnich procest

a syndromu obstrukéni spankové apnoe. (5)
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3.2. Patogeneze extraezofagealniho refluxu

V souvislosti s vlivem EER na rozvoj plicnich onemocnéni jsou uvadény dvé hypotézy-
refluxni teorie a reflexni teorie. Podstatou refluxni teorie jsou mikroaspirace a piimy kontakt
slozek refluxatu se sliznici dychacich cest, ktera postrada ptirozené ochranné mechanismy vici
pusobeni refluxatu, a je jim tak poskozovana. Mikroaspirace zapti¢ini mechanickou obstrukci
malych dychacich cest srozvojem chemické pneumonitidy a/nebo aspira¢ni bakterialni

pneumonie doprovazené zanétlivou odpoveédi. (6, 7)

Reflexni teorie je zaloZena na vagovagalnim reflexu. Acidifikace jicnu pfi GER stimuluje
vagova zakonceni lokalizovana ve sliznici distalni tfetiny jicnu. Podrazdéni vagovych receptori
vyvolad bronchokonstrikei, kterd vede k traumatizaci sliznice a k naslednym chronickym
zanétlivym zménam. Vagovagalni reflex je vysvétlovan spoleénym embryonalnim ptivodem
jicnu a tracheobronchidlniho stromu a z toho resultujici stejné inervace prostrednictvim nervus

vagus. (8)

Platnost refluxni teorie lze podpofit studii, kterd vyuzivd simultdnni 24hodinovou
monitoraci pH jicnu a pradusnice pomoci zavedenych sond. Tato studie demonstruje korelaci
mezi epizodami refluxu a naslednym poklesem pH v trachee se soucCasnym poklesem
maximalniho vydechového priitoku u pacientil s astmatem a GERD. (9) Dalsi studie prokazuje
aspiraci do dychacich cest pomoci scintigrafické detekce radioaktivné znaceného izotopu
u pacientti s GERD a soucasnou manifestaci respirac¢nich ptiznakd. (10) Pfitomnost refluxatu
v dychacich cestach lze také zjistit detekci pepsinu nebo zluCovych kyselin ve sputu,
vydechovaném kondenzatu vzduchu nebo v bronchoalveolarni lavazi (BAL- bronchoalveolar

lavage). (11)

Validita reflexni teorie bylo podpofena zjiSténim, Ze experimentalni acidifikace distalniho
jicnu aktivuje vagaln€ zprosttedkovany ezofagobronchialni reflex, ktery vyvolava

bronchokonstrikci. (12)
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3.3. SloZeni refluxatu

Refluxat obsahuje kyselinu chlorovodikovou, pepsin, bikarbonaty, zZlu¢ové kyseliny a jejich

soli, prostaglandiny, pankreatické enzymy a bakterie. (13)

3. 3.1 Zlucové kyseliny

Zludové kyseliny se stavaji sou¢asti refluxatu za predpokladu proniknuti duodenalniho
obsahu do zaludku, tedy pti vyskytu duodenogastrického refluxu. Zakladem struktury vSech
zlucovych kyselin je steroidni kruh — steran, ktery se sklad4 ze tech Sestiuhlikatych kruhi,
jednoho pétiuhlikatého kruhu a postrannim fetdzcem. Zluéové kyseliny se lidi poétem a pozici
hydroxylovych skupin, které jsou orientovany na jednu stranu smérem od jadra, ¢imz vytvari
hydrofilni povrch molekuly. Postranni karboxylové skupiny umoznuji navazani taurinu

a glycinu. (14)

Zlucové kyseliny jsou syntetizovany v hepatocytech. Vychozi komponentou pro jejich
syntézu je cholesterol, jehoz oxidaci vznikaji primarni zlu¢ové kyseliny - kyselina cholova
a kyselina chenodeoxycholovd. Nésledné¢ jsou primarni zlucové kyseliny konjugovany
s taurinem a glycinem. Pfiblizné¢ 90 — 95 % primarnich ZluCovych kyselin je resorbovéano
v terminalnim ileu aktivnim kotransportem s Na" a enterohepatalnim ob&hem se dostavaji
do jater, kde jsou opétovné secernovany do Zlu€e. Zbyla ¢ast primarnich Zlu¢ovych kyselin
postupuje do tlustého stfeva, kde jsou cinnosti bakterii konvertovany na kyselinu
deoxycholovou a litocholovou. Zlu¢ové kyseliny se tedy vyskytuji v nékolika formach: volné,
sodné a draselné Zlu¢ové soli, konjugované zlucové kyseliny a jejich soli. Konjugované zlu¢oveé
kyseliny a jejich soli zaujimaji nejvétsi podil (cca 98 %) z celkového mnoZzstvi Zluovych
kyselin. Konjugace s hydrofilnimi aminokyselinami, glycinem a taurinem, zvySuje rozpustnost
zlucovych kyselin. V procesu traveni zlu¢ové kyseliny zajistuji emulgaci tukli v tenkém stieve,
snizuji povrchové napéti tukovych kapének a podporuji jejich rozpad. Diky své amfipatické
povaze vytvareji micely, které obsahuji lipidy ve svém jadru a transportuji je k enterocytim.

(15)

Vstup zluovych kyselin do buiiky zéavisi na jejich rozpustnosti, ktera je urovana
nckolika faktory: poctem hydroxylovych skupin obsaZenych ve struktufe konkrétni Zlucové
kyseliny, disocia¢ni konstantou (pKa), kritickou koncentraci micel a pH. Nekonjugované

zluCové kyseliny maji pKa v rozmezi 5,2 - 6,2. I v slabé kyselém prostredi jsou nedisociované
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a jsou schopné prochazet bunéénou membranou. Naproti tomu konjugované zlucové kyseliny
s glycinem maji disociacni konstantu v rozmezi 3,8 - 4,8. Koncentrace nedisociované formy je
pii neutrdlnim pH velmi nizkd, a proto konjugace do jisté miry zabranuje vstupu zlucovych
kyselin do bun¢k. Pii pH blizicim se jejich disociacni konstanté se vSak i konjugaty s glycinem
stdvaji neionizovanymi, a tedy membranové permeabilni. V bufice jsou zlucové kyseliny
ionizovany a pfi intracelularnim pH 6,8 - 7,1 se stdvaji hydrofilnimi, coz zplsobuje jejich
uvéznéni uvniti buniky. Disociacni konstanta pro konjugaty s taurinem ¢ini 2. Tudiz pouze
v siln¢ kyselém prostiedi jsou tyto konjugaty schopné proniknout do bun¢k. V prostiedi slabé
kyselého nebo alkalického refluxatu zlstavaji zlu€ové kyseliny ionizované a neschopné

priniku do bunék, coz mtize vést k detergentnimu ucinku na bunééné povrchy. (15, 16)

Efekt primarnich a sekundéarnich zlucovych kyselin na bronchialni sliznici byl studovan
in vitro na bunéénych kulturach s bunkami BEAS- 2B (human bronchial epithelial cell line).
Expozice téchto bunéénych linii zluCovym kyselindam zplsobuje zvySenou bunécnou
permeabilitu a snizuje bundénou viabilitu. Zivotaschopnost BEAS-2B bun&k je nepfimo
iméra koncentraci zlu¢ovych kyselin. Koncentrace lithocholové kyseliny nad 20 umol-1"!
vede k bunéfné smrti, zatimco u ostatnich zlucovych kyselin je potifeba k vyvolani
signifikantniho sniZeni bun&né viability koncentrace 50 pmol-1"". (17) Zlu¢ové kyseliny dale
podporuji intracelularni akumulaci Ca®" v pneumocytech IL typu. (18) Zludové kyseliny
v nizkych koncentracich stimuluji epitelidlni buiiky k uvolnéni prozanétlivych cytokint (IL-6,
IL-8, GM-CSF) a potla¢enim exprese antioxida¢niho enzymu MnSOD2 (manganese-dependent
superoxide dismutase 2) prispivaji k tvorbé kyslikovych radikalt, které poSkozuji DNA a jiné
bunécéné komponenty. (19-21)

Vysokou€innd kapalinovd chromatografie (HPLC, high-performance liquid
chromatography) detekuje piitomnost Zlucovych kyselin v BAL v jednotkach pmol-17.
Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS, tandem mass spectrometry) je senzitivngjsi

metodou pifi méfeni koncentraci, protoZze umoziuje stanoveni Zlu¢ovych kyselin v jednotkach

nmol-17!. (16)

3.3.2 Pepsin

Pepsin, proteolyticky enzym, je produkovan hlavnimi buinikami Zalude¢ni sliznice

v zymogenni form& jako pepsinogen. Kyselina chlorovodikova v zaludku aktivuje
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autokatalytickou doménu pepsinogenu, ktery je timto konvertovan na aktivni formu - pepsin.
Existuje osm izoforem pepsinu s odlisnym pH optimem, pfi kterém plsobi. Izoforma 3 tvofi
piiblizn¢ 70 % z celkového mnozstvi pepsinu. Pepsin dosahuje maximalni aktivity pii pH
vrozmezi 1,9 - 3,6. (22) V prostiedi s pH nad 6,5 se stava pepsin inaktivni a pii pH nad 8
dochdzi k jeho denaturaci. V rozpéti pH 6,5 - 8 je pepsin inaktivni, ale stabilni se schopnosti
se vazat na slizni¢ni buiiky a opét se aktivovat pfi reacidifikaci prostfedi béhem refluxni epizody
nebo po vstupu do bunky. Tim Ize vysvétlit fakt, ze 1 slabé kysely refluxat mize poskodit

sliznici. (23)

Jiz vroce 1969 Goldbergova experimentalni studie demonstrovala vliv pepsinu
na poskozeni epitelu jicnu. (24) Pepsin poSkozuje sliznici dvéma mechanismy: prolomenim
ochrannych slizni¢nich bariér a cytotoxickym plisobenim po priniku do buiiky. Pepsin inhibuje
expresi fady protektivnich slizni¢nich proteinti, jako jsou muciny MUC 2, 3, SAC, 5B. (25)
Byla prokdzdna korelace mezi pfitomnosti pepsinu v laryngedlni sliznici a depleci
karboanhydrazy CA III (carbonic anhydrase isoenzyme III), ktera katalyzuje reakce vedouci
k produkci bikarbonati neutralizujicich kysely refluxat. CA III tak nepfimo snizuje aktivitu
pepsinu, protoze pepsin je aktivni v kyselém pH prostredi. (26) Prikaz pepsinu v laryngealni
sliznici u pacienti s EER je spojen s depleci tzv. stresovych proteinti, konkrétné¢ Sep70
(squamous epithelial stress protein 70), Sep53 (squamous epithelial stress protein 53) a Hps70
(heat shock protein 70). (27) Stresové proteiny jsou ve zvySené mife exprimovany, je-li buiika
vystavena stresovému stimulu. Stresové proteiny ovlivituji strukturu ostatnich proteinti, ucastni
se jejich opravy a odstranéni poSkozenych polypeptidi, ¢imz piispivaji k obranyschopnosti

epitelidlnich bun¢k proti poskozeni zpisobenému refluxatem.

Ptitomnost pepsinu na povrchu slizni¢nich bun¢k indukuje jeho endocytézu. Pepsin je
nasledné transportovan prostfednictvim pozdnich endosomti nebo TRG elementd (trans
sacculo-tubular elements) do bunky. (28) V kyselém prostiedi endosomti dochézi k reaktivaci
pepsinu, ktery po uvolnéni do cytoplazmy poskozuje mitochondrie a Golgiho aparat. Pepsin
stimulaci exprese prozanétlivych medidtord a cytokind, jako je IL-8, pfispiva k chronickému

zanétu. (29)

Pepsin lze detekovat pomoci komeréniho Peptest kitu nebo imunohistochemickymi
metodami (ELISA, Western blot). Peptest je rychla metoda detekce pepsinu poskytujici vSak
pouze semikvalitativni vysledky. Naopak imunohistochemické metody umoznuji i kvantitativni
méfeni.
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3.3.3 Pankreatické proteolytické enzymy

Nejlépe prostudovanym pankreatickym proteolytickym enzymem obsazenym v refluxatu je
trypsin. (16) Enteropeptidaza odstépuje z molekuly trypsinogenu Sest aminokyselin za vzniku
trypsinu, ktery je ¢inny v rozmezi pH 6 - 10. Plsobeni trypsinu v refluxatu vyzaduje ptekonani
jeho inaktivace v kyselém prostfedi zaludku. Bylo prokazéano, ze trypsin mtize prispét k vzniku
ezofagedlnich slizni¢nich erozi a ulceraci u pacientii po distalni gastrektomii a u pacientd
uzivajicich inhibitory protonové pumpy, které blokuji H/K"ATP4zu v parietalnich buiikach,

¢imz potlacuji sekreci kyseliny chlorovodikové a neutralizuji zalude¢ni stavy. (30)

3.4. Tumorogeneze

Proces tumorogeneze je velmi slozity a komplexni d¢j. Transformace normalni bunky
na buniku nddorovou je nékolikastupiiovy proces. V roce 2000 Hanahan a Weinberg definovali
Sest klicovych znakii kancerogeneze: nezavislost na ristovych faktorech, porucha regulace
bunécéného cyklu, neomezeny replikacni potencial, inhibice apoptdzy, angiogeneze, invazivita
a metastazovani. (31) O deset let pozd¢ji tito autofi doplnili svou pivodni praci o dalsi ¢tyfi
vlastnosti nadorového vyvoje: preprogramovani bunééného metabolismu, genomova nestabilita
a mutace, unik pfed imunitnim systémem a nadorovy zanét. (32) V roce 2022 byl koncept
nadorové patogeneze rozsifen o dalsi Ctyfi charakteristiky nador: nemutacni epigenetické

zmény, polymorfni mikrobiomy, senescentni buriky a fenotypové zmény naddorové buiiky. (33)

Vliv GER na rozvoj Barrettova jicnu, znamé prekancer6zy adenokarcinomu jicnu, je
nesporny. (34) Pacienti s Barrettovou metaplazii maji vyrazné vyssi riziko vzniku

ezofagedlniho adenokarcinomu ve srovnani s béZnou populaci.

Mnohé studie podporuji hypotézu o vlivu EER na vznik laryngedlniho karcinomu. (35)
Nicméné je obtizné jednoznacné urcit, do jaké miry je samotny reflux kauzalitou tohoto nadoru.
ZvySena prevalence refluxu u pacientli s laryngedlnim karcinomem miiZze byt castecné
vysvétlena souasnym uzivanim tabakovych a/nebo alkoholovych vyrobkl v této populaci.
Koufeni a konzumace alkoholu jsou zndmé rizikové faktory pro vznik laryngeélniho karcinomu
a zaroven mohou pfispivat k refluxu sniZzenim tonu dolniho jicnového svérace. Bacciu a jeho
kolektiv prokazali zvySenou prevalenci refluxu ve skupin€ pacientli s laryngealnim
karcinomem, ktefi nekoufili ani nekonzumovali alkohol. (36) Reflux podnécuje skrze chronické

drazdéni sliznice chronicky zanét vedouci k dysplastickym zménam, které mohou piechazet
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v invazivni karcinom. Danou teorii podporuje i skute¢nost, ze laryngealni sliznice je mnohem

citlivéjsi na iritacni vlivy refluxu nez sliznice jicnu. (37)

Spojitost mezi EER a vznikem nemalobunécného plicniho karcinomu (NSCLC- non-small
cell lung cancer) zlstava nejasnd. Nicméné Ize o ni nepfimo uvazovat na zékladé né€kolika
skuteCnosti: celosvétové incidence plicnitho adenokarcinomu roste obdobné jako
adenokarcinomu jicnu. (34, 38) Centralné uloZeny plicni adenokarcinom pravdépodobné
vychézi ze zlazového epitelu, ktery je soucasti sliznice dychacich cest a miize teoreticky piijit

do kontaktu s refluxatem. (39)

NSCLC ptredstavuje 85 % vSech karcinoml plic a je dale na zakladé¢ morfologie
klasifikovan do hlavnich dvou podtypti: non-skvamoézni karcinom (zastoupeny nejcastéji
adenokarcinomem a jemu ptibuznymi jednotkami, velkobunéénym karcinomem a NOS — not
otherwise specified) a skvamoézni karcinom. Plicni adenokarcinom je nejcastéjSim
histologickym subtypem, ktery je relativné castéji diagnostikovan u nekurakit. Pfiblizné 25%
pacientll s diagn6zou plicni rakoviny jsou nekutéci. (40) Karcinom plic zaujima celni pticky
stadii NSCLC v dob¢ stanoveni diagnézy. Diky lepSimu porozuméni nadorové imunologie
a signalnim draham, které reguluji bunéénou mitogenezi, diferenciaci a pteZziti, doslo
v poslednich dvaceti letech k vyznamnému pokroku v 1é¢bé pacientli s pokrocilym NSCLC,

zejmeéna rozvojem cilené terapie a imunoterapie.

Byly identifikovany takzvané driver neboli fidici mutace, tedy genetické zmény, které
zodpovidaji za naddorovou transformaci. Prevalence fidicich mutaci zavisi na histologickém
typu NSCLC, klinickém stadiu nadorového onemocnéni a individualnich faktorech pacienta,
jako jsou pohlavi, rasa a koufeni. Nejcastéj$i mutaci u non-skvamédzniho NSCLC je KRAS
mutace, nasledovana mutacemi EGFR, BRAF a ALK alteracemi. U NSCLC se s Cetnosti 1-4
% také objevuji aberace MET, ROS1, HER2, RET a NTRK. (41)

3.4.1 Nezavislost na ristovych faktorech

Ristové faktory jsou signdlni proteiny, které ovliviluji bunky tkani autokrinné,
parakrinné nebo juxtakrinn€. Receptory pro rastové faktory patii mezi receptory s vlastni

enzymatickou aktivitou. Po navazani ristového faktoru na specificky membranovy receptor
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dochdzi k aktivaci tyrosinkindzové domény receptoru, kterd se nachazi na vnitini strané
cytoplazmatické membrany. Tato aktivace zah4ji kaskddu fosforylace hydroxylovych skupin
tyrosinovych zbytkli navazujicich ¢lent intracelularni signdlni kaskady. Signal je nésledné

diverzifikovan do n¢kolika smérh v zavislosti na vyvolavajicim rtistovém faktoru. (42)

3.4.1.1 Receptor pro epidermalni riistovy faktor

Receptor pro epidermalni rastovy faktor (EGFR, epidermal growth factor receptor),
je pfislusnikem rodiny ErbB/HER receptorii. Clenové této rodiny receptorii se vyznaduji
podobnou strukturou, kterd jim umoznuje mezi sebou tvofit homodimery nebo heterodimery,
coz je nezbytnou podminkou pro iniciaci ptenosu signdlu do buiiky. (42) Aberantni aktivace
receptord z rodiny ErbB podporuje Sirokou Skalu onkogennich procest, véetné trvalé stimulace
bunééné proliferace, rezistence k apoptdze, zvySené bunééné motility, podporovani

angiogeneze a metastazovani.

Receptor EGFR (téZ znamy jako ErbB1 nebo HER1) je lokalizovéan v cytoplazmatické
membrané vétSiny epitelovych bunék a nékterych mezenchymovych bunék. Receptor EGFR se

sklada z nékolika ¢asti:

e Extracelularni ¢ast, na kterou se vaze ligand a kterd umoziuje dimerizaci
(kodovana exony 1-16 genu EGFR).

e Hydrofobni usek, ktery tvoifi polypeptidovy fetézec prostupujici
cytoplazmatickou membranou (kodovan exonem 17 genu EGFR).

e Intracelularni cast, kterd obsahuje tyrosinkindzovou doménu a C-termindlni

konec (kdédovana exony 18-28 genu EGFR). (43)

Ligandy, které se vazi na extracelularni doménu receptori z rodiny ErbB, klasifikujeme
do 3 skupin. Prvni skupina se vaZe pouze na receptor EGFR a zahrnuje ligandy EGF (epidermal
growth factor), TGF-a (transforming growth factor — o), AREG (amphiregulin) a EPI (epigen).
Druhé skupina ligandi je schopna se vazat jak na receptory EGFR, tak na receptory ErbB4 a je
reprezentovana ligandy EREG (epiregulin), BTC (betacellulin) a HB-EGF (heparin-binding
EGF-like growth factor). Tteti skupina se skldda z neuregulini NRG 1-4 a je charakterizovana
jejich schopnosti se vazat na receptory ErbB3 a/nebo ErbB4. (44) Aktivace receptorli rodiny
ErbB riznymi ligandy vede k rozdilnym bunéénym odpoveédim. Pfesny mechanismus volby

bunécné odezvy neni dosud znam. Predpoklada se, ze kazdy ligand preferencné indukuje tvorbu
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ur¢itého dimerizacniho paru ¢lenti rodiny ErbB receptort a s nim spojenou signalni drahu. (45)
Vazebnou kapacitu jednotlivych ligandl k receptoru EGFR modifikuje také pH. Napiiklad
ligandy EGF a TGF-a vykazuji 35 — 40 % homologii mezi sebou a vdzou se
s podobnou afinitou k receptoru EGFR pfti pH 7,4. Acidifikace (pH 6) vede k uvolnéni ligandu
TGF-a z vazby na receptor EGFR a tim k restauraci receptoru EGFR, zatimco EGF- EGFR

komplex zlstava stabilni. (46)

Fyziologicky jsou signdlni transdukce aktivované receptorem EGFR kliCové
pro procesy embryogeneze a organogeneze. RAS — MAPK, PI3K — AKT a PLC-yl — PKC jsou
hlavni signalni kaskady iniciované skrze tento receptor kontrolujici bunécnou proliferaci,

diferenciaci, rezistenci k apoptézu, motilitu a metabolismus buiiky. (44, 47)

Odchylky v signalni draze aktivované receptorem EGFR mohou podporovat vznik
a progresi nddorovych bunék, protoze vyvoléavaji trvalou intracelularni signalizaci bez ohledu
na pritomnost stimula¢niho ligandu. Mutace genu EGFR nebo overexprese receptoru EGFR
jsou spojeny s fadou solidnich nadorti: nddory hlavy a krku, plicni adenokarcinom, maligni

glioblastom, karcinom jicnu, kolorektalni karcinom, karcinom pankreatu a karcinom prsu. (48)

Normalni bunika obvykle exprimuje receptor EGFR v mnozstvi ptiblizné¢ 40000 az
100000 receptorti na buiiku. U nadorovych bunék miize dochdzet k overexpresi receptoru
EGFR v mnozstvi vice nez 10° receptorti na buiiku. Pfidni epidermalniho ristového faktoru
do kultivace NIH 3T3 bun¢k s overexpresi receptoru EGFR stimuluje bunécnou ristovou
aktivitu vedouci k tvorbé transformovanych bunécnych linii v kapalné kultufe a kolonii

v polotuhém médiu. (49)

Studie na zvitecich modelech prokézaly, Ze aplikace rekombinantniho EGF akceleruje
mukdzni a submukoézni proliferaci vyust'ujici ve ztlusténi ezofagealni sliznice. (50) EGF je také
produkovan a uvolfiovan buiikami slinnych Zlazek a podili se procesu hojeni sliznice jicnu.
omezenou schopnosti reparace ezofagealnich 1ézi zpisobenych refluxem, byla v§ak vyvracena.
(51) Dysplasticky Barrettliv jicen a adenokarcinom jicnu vykazuji overexpresi receptoru EGFR
v porovnani s normalnim epitelem jicnu. (52, 53) Kvantita overexprese receptoru EGFR
koreluje s velikosti nddoru, dediferenciaci nadorovych bunék, postizenim lymfatickych uzlin a
hor$im celkovym pfezitim. (54, 55) Klinické studie santi EGFR protilaitkou v 1écbé
adenokarcinomu jicnu vSak nepotvrdily jejich predpoklddanou Gcinnost. (56) Jednou z pficin

je soucasna piitomnost mutace genu KRAS. (57)
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KRAS (kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) je guanosintrifosfat vazajici
regulacni protein. Vymeénou GDP za GTP dochdzi k aktivaci proteinu KRAS, ktery nasledné
podniti fadu intracelularnich pochodii. Mutace genu KRAS postihuji prevazné kodony 12
(dominantné¢ G12C, G12V a G12D), 13 a 61. Mutovany protein KRAS nema GTPazovou
aktivitu, tudiz stimuluje signalizacni kaskadu autonomné bez ohledu na piitomnost
nadfazeného signalu. Mutace KRAS je jednou z nejéastéjSich genomovych alteraci u solidnich
nadord. U plicnich adenokarcinomii se vyskytuje s Cetnosti 25-30%, zatimco o plicnich
skvamoéznich karcinomt s frekvenci 4%. V kontrastu s ostatnimi fidicimi mutacemi u NSCLC

L4

populace. (58)

3.4.1.2 Rustovy faktor podobny inzulinu

Ristovy faktor IGF-1 (insulin-like growth factor 1) se podili na tumorogenezi svym
mitogennim a antiapoptotickym ptsobenim. IGF-1 spousti intracelularni signalizaci ptes RAS-
ERK a PI3K-mTOR drahy, kterou jsou zapojeny do procesu proliferace a pieziti bunck. (59)
Studie prokazala, Ze pacienti s Barrettovou metaplazii maji zvySenou sérovou hladinu IGF-1
a soucasn¢ snizenou hladinu IGFBP-1 a IGFBP-3 (insulin-like growth factor binding protein)
ve srovnani s kontrolami. (60) AvSak dosud nebylo objasnéno, zda vyssi koncentrace IGF- 1
pfispiva k pfemén€ normalni jicnové sliznice na Barrettovu metaplazii, nebo zda pouze odrazi
ptitomnost metabolického syndromu u obéznich jedinct s refluxem. Zastava rovnéz nejasné,
zda jsou sérové hladiny IGF-1 pozitivné nebo negativné spojeny s indexem télesné hmotnosti

(BMI). (61)

3.4.2 Inhibice apoptozy

Pisobenim intraceluldrniho stresového stimulu, kterym muize byt poSkozend DNA,
aberantni replikace DNA, oxidac¢ni stres, insuficientni substratovy nebo energeticky bunécny
metabolizmus, dochazi k pfevaze pro-apoptotickych proteint z rodiny Bcl-2 (B cell lymphoma
2). Tyto proteiny zpiisobi desintegraci zevni mitochondridlni membrany, coz vede k uvolnéni
cytochromu ¢ do cytosolu. Cytochrom c se nasledné vaZe na cytoplasmaticky protein APAF1
(apoptotic protease activating factor 1). Prokaspaza 9, navdzéna na komplex cytochrom c -

APAF]1, tvoti konecnou komponentu formulujiciho se apoptosomu, ve kterém se prokaspaza 9
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autokatalyticky $tépi na aktivni kaspazu 9, jejiz substraty jsou efektorové kaspazy 3, 6, 7
spolecné apoptotické cesty. Efektorové kaspazy posSkozuji jaderné lamininy, DNdazu,
cytoskeletarni a regulacni proteiny. Vysledkem vyse popsaného sledu biochemickych procest

je eliminace starych a poSkozenych bunék. (62)

Proteiny Bcl-2, které zodpovidaji za integritu mitochondridlni membrany, se vyznacuji
homolognimi BH doménami, které umoznuji tvorbu dimerti mezi proteiny Bcl-2 rodiny. Tyto
proteiny se klasifikuji do tii skupin: pro-apoptotické faktory (napt. Bax, Bak, Bok, Bcl-Xs),
anti-apoptotické faktory (Bcl-2, Bcl-Xi,Bcel-w) a pro-apoptické faktory s pouze BH3 doménou
(Bad, Bim, Bid, NOXA, PUMA). O tom, zda bunka nastoupi proces apoptdzy, rozhoduje
vysledna integrace pro-apoptotickych a anti-apoptotickych Ciniteld. V dusledku pfitomnosti
intracelularniho stresového signalu dochézi k aktivaci pro-apoptotickych faktorti majici pouze
BH3 doménu, které neutralizuji anti-apoptotické proteiny, ¢imz potencuji ucinky pro-

apoptotickych faktorti a vedou k zahdajeni realizace apoptozy. (62, 63)

Schopnost nadorovych bunék inhibovat apoptoézu je jednim z kli¢ovych mechanismi
jejich preziti. Poskozeni vnitini apoptotické drahy je u malignich onemocnéni mnohem c¢asté;jsi
nez alterace zevni apoptotické kaskady, ktera je uskute¢iiovana navazanim ligandt smrti
(FASL, TRAIL, TNF-a) na receptory smrti (FASR, TRAILR, TNFR). Efektorova drédha
prostiednictvim kaskaz je pro vnitini i vnéjsi apoptotickou kaskadu stejnd. Nadorova buiika
ziska rezistenci k apoptéoze pomoci nékolika mechanizml: nerovnovdaha mezi anti-
apoptotickymi a pro-apoptotickymi faktory ve prospéch anti-apoptotickych, redukce kaspazové
aktivity, overexprese inhibitor kaspaz a aberace na tirovni zevni apoptotické signalizace (napf.
mutace na Urovni receptorti smrti). (64) Vyjmenované mechanismy alterace apoptdzy byly
zjistény u fady nadorovych onemocnéni a navic se podileji na vzniku mnohocetné 1ékové

rezistence nadorovych bunék k terapii. (65)

Vysledky studie na in vitro modelech ukazuji, Ze normalni ezofageéalni spinocelularni
buiiky (Het1A) po expozici Zlu€ovym solim zvySené exprimuji FAS receptory na bunééném
povrchu. To vede k aktivaci zevni apoptotické kaskady, na rozdil od bun€k odvozenych
od bun¢k Barrettova jicnu (BAR-T) a adenokarcinomu jicnu (FLO-1), které na tuto stimulaci
nereaguji. Zavéry studie naznacuji, Ze rozdiln4 citlivost na apoptotické signaly zprostfedkované
FAS receptorem mezi skvamoznim a cylindrickym epitelem pti expozici Zlu€¢ovym kyselindm
muze hrat vyznamnou roli v patofyziologii Barrettova jicnu. (66) Pfi progresi Barrettova jicnu

k adenokarcinomu je zaznamenana zvySend exprese anti-apoptotického proteinu Bcl-XL a
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naopak snizend exprese pro-apoptotického proteinu Bax. (67) Podobné je pozorovana
vzestupna exprese survivinu, inhibitoru kaspaz, v sekvenci Barrettovy metaplazie, dysplazie a
adenokarcinom. (68) Zvysené hladiny survivinu a XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis
protein) byly také prokazany u NSCLC. (69)

3.4.3 Genomova nestabilita

Lidsky genom je neustale vystaven pusobeni mutagentl, jako jsou radiace, kyslikové
radikdly, onkogenni viry nebo polycyklické aromatické uhlovodiky, které naruSuji jeho
stabilitu. Bunka je vybavena obrannymi mechanismy, které rozpoznévaji a opravuji chyby
v DNA. Pokud dojde k neodstranitelné poruse DNA, normalni bunka piechdzi do stavu
senescence nebo apoptozy. V opacném piipadé dochazi ke kumulaci DNA aberaci umoziujici
vznik tzv. driver mutaci, které¢ poskytuji nddorovym bunikam selekéni vyhody, jako jsou

prorustové vlastnosti.

Tumor supresorovy gen TP53 je prdvem oznacovan za straZzce genomu, nebot’ jeho
transkripcni faktor p53 reguluje Siroké spektrum bunéénych pochodii - DNA rekombinaci,
chromozomalni segregaci, reparaci DNA, apoptdzu, bunéény cyklus, bunétnou diferenciaci,
energeticky metabolismus, senescenci, anti- angiogenezi a autofagii. (70) Fyziologicky je
jaderny fosfoprotein p53 v bunkéch trvale exprimovan v nizké koncentraci diky ¢innosti ligazy
MDM2 (mouse double minute 2 homolog), ktera p53 ubikvitizuje a tim ho degraduje. Gen
MDM?2 je transaktivovan fosfoproteinem p53, takZe nizka hladina fosfoproteinu p53 vede

ke sniZeni exprese genu MDM?2 a naopak. (71)

Za stresovych situaci, jako jsou hypoxie, poSkozeni DNA nebo defektni telomery,
dochdzi k chemickym modifikacim fosfoproteinu p53, vcetné fosforylace, acetylace,
glykosylace a metylace, coz vede k jeho stabilizaci. Mezi kliCové senzory poskozeni DNA patii
proteinkindza ATM (ataxia telangiectasia mutated protein kinase), kterd rozeznava
dvouretézcové zlomy a jejimz substrdtem je kindza CHK2 (checkpoint kinase 2),
a proteinkinaiza ATR (ataxia telangiectasia Rad-3 related protein), kterd reaguje
na jednofetézcové zlomy v misté replikacni vidlicky nebo na poSkozeni telomer aktivaci kinazy
CHK1 (checkpoint kinase 1). V dasledku poskozeni DNA komplexy ATM/CHK2

a ATR/CHKI chemicky modifikuji a tim stabilizuji fosfoprotein p53 zapficinujici zvyseni jeho

intracelularni koncentrace. Po translokaci do jadra fosfoprotein p53 aktivuje expresi genu
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CIP/WAF1 (Cdk-interacting protein/Wild-type p53-activated fragment 1). Produkt tohoto
genu, protein p2l, inhibuje komplex cyklin E/CDK2, coz zastavuje bunécny cyklus

v kontrolnim bod¢ s cilem opravit poSkozenou DNA. (71)

Navic fosfoprotein pS3 plsobi jako transkripéni faktor genu GADDSS (growth arrest
and DNA damage-inducible protein 55), ktery podporuje reparaci DNA pomoci excizniho
mechanismu. V ptipad¢, ze oprava DNA neni GspéSna, protein p53 indikuje apoptozu stimulaci

transkripce pro-apoptotickych genii (Bax a BH3 only). (71)

Inaktivace genu TP53 je pozorovéana u 50 % sporadickych nadorti a propijcuje svym
nositelim hor8i prognézu. (72) Zarode¢né mutace tohoto genu zvysuji predispozici k fadé
malignich nadord, coz je charakteristické pro Li-Fraumeni syndrom. Mutovany gen TP53 ztraci
schopnost iniciovat procesy potfebné pro opravu DNA. Béhem replikace jsou chyby v DNA
duplikovany a pfendSeny do dcefinych bun¢k. Mutace mohou nastat i na Grovni genu kodujici
ubikvitinligdzu MDM2, genli kodujici senzory poSkozeni DNA (ATM, ATR), gent
pro efektorové aktivatory genu TP53 (CHK1, CHK2) a genil kodujici proteiny ucastnici se
reparace DNA (napf. mutace v genech pro mismatch repair spojené s Lynchovym syndromem
nebo mutace v genech zapojenych do homologni rekombinace u syndromu HBOC (hereditary

breast and ovarian cancer syndrome)). (73)

Overexprese fosfoproteinu p53 je spojena se zvySenou progresi Barrettova jicnu
k adenokarcinomu. Detekce této overexprese mize slouzit jako biomarker, ktery predikuje
zvySené riziko vzniku adenokarcinomu na podkladé Barrettovy metaplazie. (74, 75)
V ezofageélnich buiikach, které byly vystaveny kyselému prostiedi o pH 4 a smési Zlucovych
kyselin, vznikaji pusobenim kyslikovych radikdli a enzymatické cyklooxygenace

vvvvvvv

a inaktivaci fosfoproteinu p53. (76)

3.4.4 Neomezeny replikac¢ni potencial

Replikac¢ni potencial jakékoli bunécné linie je predikovan zkracovanim telomer,
k némuz dochazi pti kazdém bunééném cyklu. Telomery jsou nekodujici repetitivni sekvence
na koncich chromozomi. Po dosaZeni kritického zkraceni se buiika ptestava delit. Zarodecné
a kmenové bunky, které maji neomezenou schopnost d€leni, jsou vybaveny enzymem

telomerazou, ktery zajiStuje dopliovani repetitivnich sekvenci na koncich chromozomii. Tento
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enzym je rovnéz exprimovan nadorovymi buiikami, coz podmifuje jejich neomezeny replikacni

potencial. (77)

Byla prokazana progresivni exprese gent kodujicich telomerazu v sekvenci

od normalniho epitelu jicnu pfes Barrettovu metaplazii po adenokarcinom. (78)

3.4.5 Nadorovy zanét

Asociace mezi aberantni aktivaci transkrip¢niho faktoru NF-xB (nuclear factor kappa-
light-chain- enhancer of activated B cells) a tumorogenezi v prostfedi chronického zanétu je
dobfe zndma. Dysregulace signalizace ptes faktor NF-kB podporuje piezivani, proliferaci
a migraci naddorovych bun¢k, angiogenezi a metastazovani, a byla zaznamenana u fady

solidnich 1 hematologickych malignit. (79)

Faktor NF-«B patii do rodiny proteini REL, jejiz ptislusnici se vyznacuji specifickou
homologni sekvenci 300 aminokyselin na N terminalnim konci peptidového fetézce
oznacovanou jako RHD doména (REL homology domain). Tato doména umoziuje tvorbu
dimeri mezi jednotnymi proteiny rodiny REL a vazbu na specifické DNA sekvence
v promotorovych oblastech cilovych genti a na inhibitory z rodiny IkB (inhibitors of NF-xB).
Transkripéni faktor NF-kB je aktivovan fadou stimulli, jako je oxidacni stres, partikule
infek&nich patogent (napf. virovd RNA), bakterialni lipopolisacharidy, prozanétlivé cytokiny
(napt. TNF-a), rastové faktory (napi. EGF), cigaretovy kout, kancerogeny, UV nebo ionizujici
zateni a poSkozeni DNA. Transkripéni faktor NF-kB tidi expresi Sirokého spektra genil, jejichz
proteiny reguluji zanétlivou odpoveéd’, bunéény rist, diferenciaci, apoptézu a angiogenezi.
Proteiny rodiny REL se rozdé€luji do dvou skupin. Prvni skupinu tvoii proteiny NF-xB1 (p50,
syntetizovan ve form& prekurzoru p105) a NF-«xB2 (p52, syntetizovan ve formé prekurzoru

p100) proteiny. Druhd skupina zahrnuje proteiny RelA (p65), RelB, c-REL. (80)

Aktivace transkripéniho faktoru NF-kB se uskutectiuje bud’ kanonickou, nebo
nekanonickou cestou. Iniciace kanonické drahy, tzv. klasické cesty, nastava v disledku
stimulace receptorti pro prozanétlivé cytokiny, jako jsou receptory TNFR (tumor necrosis factor
receptor), IL-1R (receptor pro IL-1), toll-like receptory (TLR3, TLR4, TLR7), antigenni
receptory na povrchu T a B lymfocyty (TCR, BCR) a receptor pro epidermalni riistovy faktor
(EGFR). Aktivované receptory stimuluji komplex IKK/CHUK (inhibitor kappaB

kinase/conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase), coz vede k fosforylaci IkB inhibitoru.
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Nasledné uvolnéni IkB inhibitoru z vazby na faktor NF-kB umoziuje tvorbu preferen¢niho
dimeru NF-kB1 (p50)/RELA nebo NF-kBI1(p50)/c-REL a ptfesun vzniklého dimeru
do bunécného jadra. Tam se vdze na promotorové oblasti cilovych genti a reguluje jejich

transkripci. (80)

Nekanonickéd draha je zavisld pouze na Cinnosti kindzového komplexu IKK/CHUK.
Stimulace receptori, jakou jsou BAFF-R (B cell-activating factor receptor), LTPR
(Ilymphotoxin-p receptor) a CD40 vyvolava aktivaci kindzového komplexu IKK
prostiednictvim NIK kinazy (NF-kB- inducing kinase). Tento kindzovy komplex ma schopnost
fosforylovat protein p100, coz zptisobi odstépeni ankyrinovych repetici od prekurzoru p100
a tim znemoziuje jeho transport do jadra. Vznikly dimer p52/RELB je nasledné translokovéan

do bunécného jadra. (80)

Vysledkem aktivace transkripéniho faktoru NF-«xB je zvySeni exprese mediatorti zanétu,
vcetné chemokinii (CCL2, CCL20, CXCL13, CXCL8), bunéénych adheznich molekul (ICAM-
1, VCAM-1, ELAM-1, E-selectin), cytokind (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a, INF-y),
rustovych faktort (GM- CSF) a inducibilnich enzymt (inducibilni syntdza oxidu dusnatého
(INOS), cyklooxygenaza 2 (COX-2), 5- lipooxygenaza). Tyto mediatory podporuji migraci
a aktivaci zanétlivych bunék a podileji se na utvareni zanétlivého prostredi. Transkripéni faktor
NF-«kB reguluje transkripci gent kddujicich regulatory bunééného cyklu (p21, cyklin D, p63),
antiapoptotickych genii (BCL-2, Bcl-2 X1) a transkripci gent pro inhibitory apoptozy (IAPs

inhibitory- napt. survivin, XIAP), které ovliviiuji bunécny rist a pfezivani. (79- 82)

Bylo prokazano, Ze slozky refluxdtu mohou zpisobovat aberantni aktivaci a/nebo
zvysenou expresi faktoru NF-xB. (83-86) ZvySena exprese faktoru NF-kB byla zaznamendna
v bioptovanych vzorcich ezofagealni sliznice odebranych z oblasti postizenych Barrettovou
metaplazii nebo adenokarcinomem, zatimco v normélnim dlazdicovém epitelu jicnu nebyla
pozorovana. (87) Tento zavér byl potvrzen i pomoci in vitro modelii, kde bunécné kultury
ezofagealni sliznice inkubované v ptitomnosti deoxycholové kyseliny vykazovaly zvySenou
aktivitu faktoru NF-KB a odpovidajici vyS$i koncentraci IL-8. (88) V sekvenci vyvoje
od Barrettova jicnu pfes dysplazii po ezofagealni adenokarcinom byla zjiSténa progresivni
exprese faktoru NF-«B, survivinu a Bcl3 proteinu, ktery plsobi jako negativni regulator NF-
kB. (68) Studie rovnéz potvrdily vliv refluxdtu na aktivaci faktoru NF-xB a jeho roli

v tumorogenezi hypopharyngealniho karcinomu. (89)
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3.4.5.1 Chronicky zanét — metaplazie — adenokarcinom

Dlouhodobé ptisobeni slozek refluxatu na ezofagealni sliznici vede k chronickému
zanétu, ktery podminluje vznik Barrettova jicnu, zndmé prekancer6zy adenokarcinomu jicnu
vzhledem ke zvysSené pravdépodobnosti vyvoje dysplasie a nasledného adenokarcinomu
v metaplastické sliznici. (90) Barrettiv jicen je definovan jako nédhrada diferencovaného
dlazdicobunécného epitelu sliznice jicnu cylindrickym epitelem s poharkovymi bunkami, ktery
se fyziologicky nachdzi ve stfevé. (91) Metaplazie piredstavuje adaptaci sliznice
na chronicky zanét. Zaména epitelu se mtize uskutecnit dvéma cestami - transdiferenciaci, tedy
pfeménou skvamoéznich bunc€k na buniky intestindlniho typu, nebo transkomitenci, tedy
diferenciaci nezralych progenitorovych bunék, které maji schopnost se pod vlivem okolnich
faktordt vyvinout v jakoukoliv buné¢nou linii. (91, 92) Mezi mozné zdroje progenitorovych
bun¢k, které migruji do chronicky drazdéné ezofagedlni sliznice v disledku refluxu, patii
buiiky umisténé v bazaln¢ vrstvé dlazdicového epitelu jicnu, buiiky lokalizované v oblasti
zalude¢ni kardie nebo gastroezofageélni junkce a zarode¢né buitky pochazejici z kostni diené,

které koluji krvi. (93- 96)

Molekularni podstatou Barrettova jicnu je refluxem navozena upregulace transkripcnich
faktorit z rodiny HOXB (homeobox domain transcription factors), které jsou zodpoveédné
za vznik intestindlniho epitelu (SOX9, FOXA2, CDX1, CDX2), a naopak downregulace
transkripcnich faktort, které podmiiuji dlazdicobunécénou diferenciaci (SOX2 a p63). (97- 99)
Do patogeneze intestindlni metaplazie jsou zapojené vyvojové signalni drahy Notch, Wnt
a Hedgehog. Tyto signdlni drdhy fidi béhem embryondlniho vyvoje bunééné déleni
a diferenciaci tkani, postnatalné zodpovidaji za obnovu kmenovych bunék a fizeni homeostazy

ruznych tkani. Deregulace kazdé z téchto signalizac¢nich drah pfispiva ke vzniku nadoru. (100)

Hedgehog signalni draha je aktivovana tfemi ligandy: Desert Hedgehog (DHH), Indian
Hedgehog (IHH) a Sonic Hedgehog (SHH). Znich posledné jmenovany ligand hraje
nejvyznamnéjsi roli pifi rozvoji Barrettova jicnu. Navazanim Hedgehog ligandu (HH)
na membranovy receptor Patched-1 (PTCH) dochazi k uvolnéni na ném navazaného
transdukéniho proteinu Smoothened (SMO), ktery nasledné aktivuje transkripéni aktivatory
GLI1 a GLI2 a soucasné potlacuje transkripcni supresor GLI 3. Vysledkem je exprese genti

zodpovédnych za bunécnou proliferaci a diferenciaci. (97)

Skvamozni buiiky jicnu, které jsou vystaveny chronické expozici kyselindm a zlu¢ovym

solim pfi prolongovaném refluxu, zvySen¢ uvoliuji Sonic Hedgehog (SHH) ligand. Tento HH
29



ligand se vaZze na membranovy receptor PTCH, ktery je lokalizovany na stromalnich
fibroblastech. Pod vlivem aktivované Hedgehog signalni drahy stromalni bunky ektopicky
secernuji protein BMP4 (bone- morphogenic protein 4), ktery apokrinné ptisobi na skvamozni
bunky jicnu a podnécuje u nich expresi transkripcnich faktortt SOX9 (SRY box transcription
factor 9) a FOXA2 (forkhead box protein A2). Tyto faktory indukuji transkripci gent, jako je
gen pro mucin 2 a gen pro cytokeratin 8, jejichz produkty pfispivaji k diferenciaci

progenitorovych bun¢k smérem k cylindrickému epitelu. (97, 101)

Notch signalni drédha zprostfedkovava juxtakrinni komunikaci mezi sousednimi
bunkami. Po vzdjemném kontaktu dvou bun¢k dochdzi k navézani Delta-like ligandu (DLLI,
DLL3, DLL4) a Jagged ligandu (JAG1, JAG2) na receptor Notch. Plisobenim gamma sekretazy
se odstépuje intracelularni ¢ast receptoru NICD (Notch intracellular domain), kterad se piendsi
do jadra a reguluje expresi cilovych genti. Tyto geny se podileji na vyvoji organismu
a postnatalné reguluji zasoby progenitorovych bunék v intestindlnich a ezofagealnich kryptach.

(102)

Pisobenim zlucovych soli a kyselin dochazi k aktivaci Notch signalni drahy
prostfednictvim NF-kB, ktera podminuje ektopickou expresi transkripéniho faktoru CDX2
(caudal type homeobox 2) v ezofagedlnich dlazdicovych bunikach, ktery tlumi Notch signalizaci
a vede kexpresi genli, jejichz produkty (Villin, Sucrase-isomaltase, MUC2) pfispivaji

k diferenciaci progenitorovych bun¢k na bunky poharkove. (103)

Deregulace Wnt signalni drdhy se podili jak na patogenezi Barrettova jicnu, tak
na procesu tumorogeneze. (104) Fyziologicky Wnt signélni draha tidi obnovu bun¢k stfevni
vystelky. Klicovou komponentou kanonické Wnt signalni drahy je B-catenin, jehoz hladina se
meéni v zavislosti na aktivité tzv. destrukéniho komplexu v bunice. Tento komplex je tvoien
axinem, proteinem APC (adenomatous polyposis coli), kindzou CK1 a kinazou GSK-3f3
(Glycogen synthase kinase-3f). Pfi absenci ligandu destrukéni komplex katalyzuje fosforylaci
B-cateninu, coz zapfiCini jeho degradaci v proteazomu. Po navéazani ligandu
na transmembranovy receptor Frizzled dochéazi k aktivaci Wnt signalni drdhy v nasledujici
posloupnosti: aktivovany Frizzled receptor — fosforylace koreceptoru LRP5/6 (low-density
lipoprotein receptor related 5/6) — translokace proteinil z rodiny Disheveled (Dsh) — inaktivace
GSK-3B a nasledny rozpad destrukéniho komplexu. Vysledkem je akumulace B-cateninu
v cytoplasmé, ktery v jadie aktivuje transkripéni faktory zrodiny LEF/TCF (lymphoid

enhancer factor/T-cell factor) zapojené do fizeni bunécné proliferace. (105)
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Aktivace Wnt signalni drahy zvySuje aktivitu Notch signalni drahy, expresi markert
sttevni diferenciace a produkci mucintl v dlazdicovych epitelialnich bunkéch jicnu in vitro.
(106) U pacienti s familiarni adenomatozni polypdzou, kterd je zptisobena inaktivujici mutaci
genu APC, dochazi k naruseni funkce destrukéniho komplexu, ktery za normalnich podminek
fosforyluje B-catenin. Tato dysfunkce vede k aberantni aktivaci Wnt signélni drahy a je spojena
s az devitinasobn¢ vyssi incidenci Barrettova jicnu ve srovndni s vékové odpovidajicimi

kontrolami. (107)

3.4.6 Angiogeneze

Nadorové lozisko do velikosti 1 — 2 mm?® zajiStuje své kyslikové a vyzivové potieby
prostou difuzi. Po ptekroceni této velikosti, kdy difuzni limit pro kyslik ¢ini pfiblizné¢ 100 pm,
jiz nddor potiebuje cévni zadsobeni pro dostate¢ny ptivod Zivin a kysliku. Nadorova angiogeneze
probihé nékolika mechanismy: puc¢enim, tvorbou mozaikovych cév, jejichz stény jsou vystlany
nadorovymi buitkami, procesem vaskulogenni mimikry, kdy nadorové buniky vytvareji kanalky
propojujici se s cévami, cévni koopci, tedy ristem nddoru podél jiz existujicich cév,
a vaskulogenezi, pfi které vznikaji primitivni cévy z migrujicich endotelovych bunék kostni

diené. (108)

Nadorovd neovaskularizace je proces s patologicky poruSenou rovnovahou
mezi angiogennimi faktory (napf. VEGF, angiopoetiny, bFGF) a antiangiogennimi faktory
(napf. trompospondin, endostatin) ve prospéch prvné jmenovanych. Novotvorba cév v naddoru
je indukovana hypoxii a zdnétem a facilitovana expresi onkogenti. V podminkach kyslikové
deprivace nedochéazi k hydroxylaci transkripéniho faktoru HIF-1a (hypoxia-inducible factor
la) 4- prolyl hydroxylazou, coZ vyustuje v jeho stabilizaci. Stabilizovany faktor HIF-1a se
vaze na geny obsahujici sekvenci HRE (hypoxia response element) v promotorové oblasti

a stimuluje expresi gent kddujici proangiogenni faktory. (108)

Dlouhodobé pusobici reflux na sliznici vyvolava oxidacni stres. (109) Reaktivni formy
kysliku se podileji na intracelularni signalizaci, bunécné proliferaci, energetickém
metabolismu, apoptoze, imunitnich reakci a obrané proti mikroorganizmim. PoruSenim
rovnovahy mezi tvorbou a eliminaci volnych radikalti vzniké oxidac¢ni stres, pii kterém vysoce
reaktivni radikaly poSkozuji bunééné komponenty, zptisobuji metabolické deregulace a méni

bunécnou signalizaci. PoSkozeni DNA zvySuje riziko mutaci v piipad¢ selhani reparacnich
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mechanizmil, ¢imz kyslikové radikaly pfispivaji k maligni transformaci bunc¢k. Néadorové
bunky si zaroven udrzuji vysokou antioxidacni aktivity, aby zabranily hromadéni reaktivnich

forem kysliku na cytotoxické urovné, které¢ by mohly vyvolat k jejich zaniku. (190)

Oxida¢ni stres rovnéZz podporuje angiogenezi. Proliferace endotelovych bunék
a zanétlivé bunky stimuluji expresi proangiogennich faktort, jakou jsou IL-8, VEGF (vascular
endothelial growth factor a FGF (fibroblast growth factor). (110) Potencialnim negativnim
regulatorem angiogenni aktivity je redukovany glutathion (GSH), ktery vychytavanim volnych
kyslikovych radikali pomahé udrzovat oxidacni rovnovahu. (112) Hladina GSH je v Barrettové
jicnu vyrazn€ niz8i nez v normalni sliznici jicnu. Naopak u Barrettovy metaplazie a
adenokarcinomu jicnu byla zjiSt€éna zvySena hladina antioxidaéniho enzymu
superoxiddismutazy (SOD). (113) Nadmérna exprese SOD bez adekvatniho zvySeni aktivity
katalazy vSak zvysuje koncentraci peroxidu vodiku, ktery se v ramci Fentonovy reakce rozklada
na vysoce reaktivni hydroxylové radikdly, coz vede ke zvySeni jejich intracelularni

koncentrace.

3.4.7 Invazivita a metastazovani

Invazivita a metastazovani patfi mezi kli€ové znaky nadorové progrese.
Metastaticka kaskada predstavuje posloupnost krokti, kterymi nadorova bunika musi projit, aby

byla schopna zaloZit metastazu v jiném organu. (114)

V inicidlni fazi nddorova bunka nabyva vlastnosti umoznujici jeji migraci a invazi
do cév. Epitelova nadorova buiika podstupuje epitelo-mezenchymovou tranzici, pfi niz ziskava
mezenchymovy fenotyp, ktery je charakterizovan ztratou adheznich molekul zajiStujicich
soudrznost mezi bunikami. Riistové faktory, jako jsou HGF (hepatocyte growth factor), EGF a
TGF-f aktivuji transkrip¢ni faktory ZEB 1/2 (zinc-finger E-box-binding homeobox 1), Slug,
Snail, Twist, které snizuji expresi E-cadherinu v epitelovych nddorovych buiikach. To vede
k naruSeni vazby nadorovych bun€k na komponenty extracelularni matrix v dasledku zmén
exprese integrini. (115) Modifikace cytoskeletu podnécuje polarizaci bunky a tvorbu
lamelopodii a filopodii, které vznikaji polymeraci aktinu a elongaci filament. Dopfedny pohyb
buniky je zajistén aktinomyozinovou kontrakci. (116) Migrujici buiika vylucuje proteolytické

enzymy typu matrixovych metaloproteaz, kalikreini a katepsini, které Stépi protein
ymy typ y P p pt p y
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extracelularniho prostfedi a vytvari prostor pro postup nadorové bunky. Okolni stroma obvykle
reaguje na nadorovou invazi zanétlivou reakci. Nadorové builky jsou vystaveny plisobeni
zanétlivych bunék. Napiiklad nadorova infiltrace cytotoxickymi CDS8" lymfocyty souvisi
s vys8i eliminaci nadorovych bungk a s niz§im rizikem metastazovani, zatimco infiltrace CD4"

T lymfocyty ptispiva k nddorové invazivité stimulaci makrofagi k produkci EGFR. (117)

Druhou etapou metastatické kaskady je intravazace, tedy proniknuti naddorovych bunck
do lymfatickych nebo krevnich cév. Nasledn¢€ nadorové buiky cirkuluji v krevnim fecisti jako
cirkulujici nadorové buiiky. Denné nador o velikosti 1 cm? uvolni do cévniho fegisté piiblizné
1 milion bunék. Z tohoto mnozstvi dokaze ptezit pouze 0,1% cirkulujicich bunék, které odolaji
utoklim imunitniho systému nebo mechanickému poskozeni krevnim proudénim. Tyto ptrezivsi
buiiky maji schopnost zachytit se v kapilarach cilového organu a iniciovat vznik metastatického

loziska. (115)

V cirkulaci vznikaji agregaty nadorovych bunck spolu s trombocyty, leukocyty
a fibrinovymi vldkny. Tyto mikrotromby se zachycuji v kapildrach cilového organu, pokud
jejich velikost prekro¢i primér kapilary. Buiky mikrotrombu adheruji k endotelu pomoci
cytoadhezind, jakou jsou ICAM (intercellular adhesion molecule), E a P selektiny, a nasledné
pronikaji transendotelové z cévy do intersticia, kde se snazi usadit. Kli¢ovym faktorem pro dalsi
vyvoj nadorovych bunék je jejich adaptace na nové mikroprostiedi. V sekundarnim organu opét
dochazi ke zmén¢ fenotypu nadorovych bunck prostfednictvim procesu mezenchymove-
epitelove tranzice, coz vede k tvorbé mezibunétnych kontaktl a spojeni mezi buiikami nadoru

a stromatu. (115)

Zlugové kyseliny a jejich soli obsazené v refluxatu indukuji produkci a sekreci VEGF-
A, ktery prostiednictvim transkripénich faktort ZEB1 a ZEB2 aktivuje procesy vedouci
k pfeméné staciondrnich epitelovych polarnich bunc€k ezofagedlni sliznice na mobilni,
nepolarni mezenchymové bunky. (118) Chronicky zanét vyvolany refluxem piispiva
k upregulaci adhezivnich molekul na endotelovych buiikach, jako jsou ICAM-1, VCAM a E-
selektinu. (119)
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4. HYPOTEZY

V nasi praci jsme testovali nasledujici hypotézy:

o Extraezofagedlni reflux mtize hrat roli v rozvoji adenokarcinomu plic, tedy

histologického podtypu NSCLC, ktery se relativné Casteji vyskytuje u nekurak.

e Stanoveni koncentrace pepsinu v bronchoalveoldrni lavazi metodou ELISA muze

slouzit k detekci pfitomnosti extraezofagealniho refluxu v dolnich dychacich cestach.
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. CILE VEDECKE PRACE

o Zjistit, zdali u 30 pacientl s plicnim adenokarcinomem dochézi k signifikantni vy$§imu
vyskytu extraezofagealniho refluxu v bronchidlnim stromu ve srovnani s kontrolnimi
skupinami. Pro detekci refluxu bude pouzita metoda stanoveni koncentrace pepsinu

v bronchoalveolarni lavazi pomoci testu ELISA.
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6. EXPERIMENTALNI PRACE

6.1. Metodika

6.1.1 Vstupni kritéria

Jedna se o prospektivni ptipadovou (case control) studii. Do studie byli zarazeni
pacienti, ktefi v letech 2019- 2023 podstoupili na 1. klinice tuberkul6zy a respira¢nich nemoci
Vseobecné fakultni nemocnice a 1. 1ékarské fakulty Univerzity Karlovy v Praze bronchoskopii

za ucCelem diagnostiky loziskového plicniho procesu a splnili vstupni kritéria studie.

Vstupni kritéria zahrnovala:

1. Veék>18 let

2. Loziskovy plicni proces s indikaci k bronchoskopické diagnostice

3. Histologicky verifikovany NSCLC, subtyp adenokarcinom, metastatické postizeni
plic pfi primarnim mimoplicnim nadoru nebo plicni sarkoidoza

4. CelozZivotni nekufaci nebo exkutéci s abstinenci delsi nez 5 let

5. Absence uzivani alkoholu

6. Absence uzivani inhibitora protonové pumpy nebo H2 blokatorti béhem posledniho

meésice

6.1.2 Metodika rozdéleni ucastnikii do jednotlivych skupin

Na zaklade¢ histologické verifikace plicniho procesu byli pacienti rozdéleni do tii skupin:
skupina snov¢ diagnostikovanym plicnim adenokarcinomem, skupina s metastatickym

postiZzenim plic pfi primarnim mimoplicnim nadoru a skupina s plicni formou sarkoidé6zy.

Plicni adenokarcinom byl dale klasifikovan jako centralni nebo periferni na zékladé
kontaktu s hilovymi strukturami (tj. lobarni bronchy, lobarni nebo hlavni plicni tepny, hlavni
plicni Zily) na CT nebo PET/CT zobrazeni a/nebo podle umisténi nadoru do 2cm

od proximalniho bronchidlniho stromu pii bronchoskopickém vySetteni.

36



Stav koufeni byl ur€en na zdkladé dotaznikového Setieni ptfed provedenim
bronchoskopie. Pfi nasledné kontrole, zaméfené na zhodnoceni histologie, byly subjekty
op¢tovn¢ dotazovany na status koutfeni. Do studie byli zafazeni pouze pacienti, ktefi poskytli

konzistentni odpovédi potvrzujici absenci kouieni v obou ¢asovych bodech.

6.1.3 Shér a zpracovani vzorki

BAL byla provedena jako soucast bronchoskopického diagnostického algoritmu

plicniho procesu.
Provedeni bronchoalveolarni lavaze

Flexibilni bronchoskop byl zaveden do dychacich cest ptes laryngealni masku nebo
endotrachealni kanylu. Po zaklinéni bronchoskopu do subsegmentarniho bronchu pravého
sttedniho plicniho laloku byla provedena lavaz aplikaci 100 ml sterilniho fyziologického
roztoku. Odsatd bronchoalveolarni tekutina byla nésledné uchovdna na suchém ledu

a laboratorné zpracovédna do 1 hodiny od odbéru.
Centrifugace a uchovani

Ziskané dva alikvoty o objemu 1 ml byly centrifugovany (3000 otacek za minutu
po dobu 15 min pii teploté 3°C). Supernatanty byly skladovéany pii -70°C do doby dalSiho

zpracovani.
Méieni koncentrace pepsinu

Koncentrace pepsinu v alikvotech byla méfena pomoci komeréné dostupného kitu
pro pepsin (Human Pepsin ELISA Kit, BlueGene Biotech, Shanghai). Tento kit je urcen
pro kvantitativni stanoveni pepsinu v biologickych vzorcich. Vzorky byly inkubovany spole¢né
s konjugatem PP- HRP na pfedem potazené desti¢ce po dobu jedné hodiny. Po inkuba¢ni dobé
a pétinasobném promyti byly vzorky inkubovany se substratem pro enzym HRP. Nakonec byl
pfidan tetramethylbenzidinovy roztok zastavujici reakci. Zména barvy, ktera nastala, byla

zmefena pomoci spektrofotometru. Citlivost tohoto testu je 1 pg/ml.
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6.1.3 Statistika

Popisné statistiky byly prezentovany jako primér + smérodatna odchylka (SD, standard
deviation) nebo median s interkvartilovym rozsahem (IQR, interquartile range). K porovnani
dvou skupin byl pouzit Wilcoxoniv test a t-test. Pro srovnani vice skupin (plicni
adenokarcinom, plicni metastdzy, plicni sarkoidoza) byl aplikovan Kruskal-Wallisiv test
a analyza rozptylu (ANOVA test). K posouzeni homogenity skupin z hlediska pohlavi, statusu

koufeni a piitomnosti hemoragické BAL byl pouzit chi-kvadrat test (> test).

Asociace mezi koncentraci pepsinu v BAL a nezédvislymi proménnymi byla
analyzovéana pomoci linearniho regresniho modelu. VSechny dostupné proménné, vcetné veku,
pohlavi, statusu koutfeni a hemoragického charakteru BAL, byly zahrnuty do modelu. Kviili
poruseni pifedpokladu normality byli z analyzy vylouceni dva jedinci s extrémnimi hodnotami
pepsinu (> 1000 pg/ml). Diagnostické grafy linearniho regresniho modelu (grafy 1A- 1D)

ukazuji, ze nedochdzi k zddnému zasadnimu poruseni predpokladii modelu.

Podrobné popisy diagnostickych grafii linearniho regresniho modelu jsou nasledujici:
- Graf rezidui vs. predikovanych hodnot (Rezidual vs. Fitted plot): Vztah
mezi predikovanymi hodnotami a skute¢nymi vysledky se jevi jako linearni, coz naznacuje, ze
model je adekvatné prizptisoben datlim a reflektuje jejich strukturu.
- Q-Q graf (Normal Q-Q plot): Rezidua nevykazuji vyznamné odchylky od normalniho
rozdéleni, cozZ je potvrzeno 1 vysledky Shapiro-Wilkova testu normality (p = 0,644).
- Graf $kaly a rozloZeni (Scale-Location plot): Rezidua vykazuji ndhodny rozptyl, coz
naznacuje, ze piedpoklad homoskedasticity je pravdépodobné splnén.
- Graf rezidui a vlivu (Rezidual vs. Leverage plot): Na tomto grafu nebyla

identifikovana zadna vlivna pozorovani, ktera by mohla nepiimérené ovlivnit vysledky modelu.

Vsechny analyzy dat byly provedeny pomoci softwaru The R Project for Statistical
Computing, verze 4.2.2. (120)
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Grafy 1A - 1D: Diagnostické grafy linearniho regresniho modelu
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7. VYSLEDKY EXPERIMENTALNI PRACE

7.1 Charakteristika pacienti

Do studie bylo zafazeno celkem 71 pacientd, kteti byli na zéklad¢ histologické
verifikace rozdéleni do tfi skupin. Skupina I zahrnovala 30 pacientl s nové diagnostikovanym
adenokarcinomem plic. V této skupin¢ bylo pohlavi rovnomérné zastoupeno a vékovy median
pacienti Cinil 73 let. Do skupiny II byli zafazeni pacienti s histologicky verifikovanym
metastatickym postizenim plic pii primarnim mimoplicnim nadoru. NejcastéjSimi zdroji
plicnich metastaz byly karcinom prsu (27,59 %) a kolorektalnim karcinom (20,69 %). Median
véku této skupiny byl 68 let. Skupina III se skladala z pacientl s plicni formou sarkoidozy,
pficemz vékovy medidn byl 56 let. Tabulky 1, 2, 3 uvadi zékladni charakteristiky pacienti
v jednotlivych skupinéch.

Tabulka 1. Charakteristika ucastnika

Plicni Plicni
Skupina Sarkoidoza
adenokarcinom metastazy
(Skupina I) (Skupina II) (Skupina III) p- value

Velikost skupiny
30/71(42.25%) 29/71(40.85%) 12/71 (16.9%)

(“o0)
Vék (median [IQR])

73 (69,76) 68 (62,76) 56 (45,59) <0.001*
Pohlavi
Muz 15 /30 (50 %) 13/29 (44.8 %) 6/12 (50 %) 0.912°
Zena 15730 (50 %) 16 /29 (55.2 %) 6/12 (50 %)
Koufeni
Nekuraci 15730 (50 %) 16 /29 (55.2 %) 8/12 (66.7 %) 0.618°
Exkutaci 15730 (50 %) 13/29 (44.8 %) 4/12(33.3 %)
Hemoragicky BAL
Ne 23/30(76.7%) 24/29(82.8%) 11/12(91.7%) 0.515°
Ano 7730 (23.3%) 5729 (17.2%) 1/12 (8.3%)

%) Kruskal-Wallistiv test
®) Chi-kvadrat test
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Tabulka 2. Charakteristika skupiny s adenokarcinomem plic

Periferni plicni adenokarcinom

19/30 (63.33%)

Centralni plicni adenokarcinom 11/30 (36.67%)

1A2 2/30 (6.67%)
IA3 4/30 (13.33%)
IB 2/30 (6.67%)
A 1/30 (3.33%)
1B 2/30 (6.67%)

TNM 8.vydani A 6/30 (20.00%)
11IB 3/30 (10.00 %)
HIC 1/30 (3.33%)
IVA 1/30 (3.33%)
IVB 8/30 (26.67%)

Mutace

ALK 1/30 (3.33%)

EGFR 4/30 (13.33%)

Negativni 25/30 (83.33%)

PD- L1

PD-L1 TPS < 1%
PD-L1 TPS 1-49%
PD-L1 TPS > 50%

9 (30%)
12 (40%)
9 (30%)
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Tabulka 3. Charakteristika skupiny s plicnimi metastazami

Primarni zdroj plicnich metastaz

Karcinom prsu 8/29 (27.59%)
Kolorektalni karcinom 6/ 29 (20.69%)
Neuroendokrinni tumor a karcinom 3/29(10.34)

Ovarialni karcinom

1/29 (3.45%)

Karcinom pankreatu

1/29 (3.45%)

Melanom

2729 (6.90%)

B non-Hodgkinovy lymfomy

2729 (6.90%)

T non-Hodgkinovy lymfomy

1/29 (3.45%)

Karcinom ledviny

1/29 (3.45%)

Karcinom prostaty

2729 (6.90%)

Sarkomy

1/29 (3.45%)

NUT midline karcinom

1/29 (3.45%)
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7.2 Koncentrace pepsinu v bronchoalveolarni lavazi

Koncentrace pepsinu v BAL byly porovnavany mezi tfemi skupinami pomoci Kruskal-
Wallisova testu a ANOVA testu (tabulka 4). Median koncentrace pepsinu €inil 390.5 pg/ml
ve skuping I, 449.9 pg/ml ve skupiné Il a 447.5 pg/ml ve skupin€ III. Ackoli nebyl zaznamenéan
statisticky vyznamny rozdil v koncentraci pepsinu mezi definovanymi skupinami (p = 0,135,
Kruskal-Wallistiv test), byl pozorovan trend opacny k piedpokladané hypotéze, piicemz mirné
vysSi koncentrace pepsinu byly nalezeny ve skupinach s plicnimi metastdzami a plicni
sarkoiddzou (graf 2). Nebyla zjisténa zadna asociace mezi vékem a koncentraci pepsinu v BAL
(graf 3).

Po vylouceni hemoragickych vzorki BAL byla koncentrace pepsinu ve skupiné I
350.9 pg/ml ve skupiné I, 439.5 pg/ml ve skupiné I a 503.8 pg/ml ve skupiné III (tabulka 5,
graf 4). Mezi skupinou II a skupinou III nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil

v koncentracich pepsinu (p = 0,371, Wilcoxonilv test).

Tabulka 4. Porovnani koncentraci pepsinu v BAL mezi skupinami

Phcnl. Phcn,1 Plicni sarkoidéza  P-Value
adenokarcinom metastazy
n=30 n=29 n=12
Primér +/- SD 407.81 456.88 457.85 0,744
Koncentrace +-332.2 +/-219.67 +/-161.25
pepsinu
v pg/ml
Median [IQR] 390.55 4499 447.5 0,1352b

[272.45,438.45] [343.2,478.4] [355.35,563.95]

3 ANOVA test
Y Kruskal-Wallistv test
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Graf 2. Porovnani koncentraci pepsinu v BAL mezi skupinami

Nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil (p = 0,135, Kruskal-Wallistiv test) v koncentraci
pepsinu v BAL mezi skupinami, pfestoze skupiny s plicnimi metastazami a plicni sarkoidozou
vykazovaly trend k vys§im koncentracim pepsinu. Krabicové grafy znazoriuji medidn (sttedni
¢ara), interkvartilovy rozsah (IQR, ramecek) a rozsah od minimalni po maximalni hodnotu

4

(vngjsi ¢ary), pricemz odlehlé hodnoty jsou zobrazeny samostatn¢.
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Graf 3. Korelace mezi koncentraci pepsinu v BAL a vékem pacientii

Nebyla nalezena zadna statisticky vyznamna souvislost mezi vékem subjektii a koncentraci
pepsinu v BAL. V grafu jsou jednotlivé body, které reprezentuji koncentrace pepsinu v BAL,
rozmistény ndhodné, bez patrnych vzorcli nebo trendii, coz naznaCuje absenci korelace
mezi témito dvéma proménnymi. Rozlozeni bodu je ndhodné jak v horizontadlnim sméru (veék),
tak ve vertikalnim sméru (koncentrace pepsinu v BAL), coz dale potvrzuje, Zze mezi témito

dvéma faktory neexistuje zjevna souvislost.
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Tabulka 5. Porovnani koncentraci pepsinu v BAL mezi skupinami po vylouceni

hemoragickych vzorki BAL

Plicni Plicni Plicni p-value
adenokarcinom metastazy sarkoiddza
n=23 n=24 n=11
Pramér +/- SD 317.72 447.14 464.84 0,036*
Koncentrace /- 13535 +/-238.18 /1672
pepsinu
v pg/ml
Median [IQR] 350.9 439.45 503.8 0,023°
[243.8,407.2] [316.62,471.07] [350.2,568.6]
9 ANOVA test

b Kruskal-Wallistv test
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Graf 4. Porovniani koncentraci pepsinu v BAL mezi skupinami po vylouceni

hemoragickych vzorki BAL
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ve skupin€ pacientl s plicnim adenokarcinomem (p = 0,023, Kruskal-Wallistv test). Krabicové
grafy zobrazuji medidn (stfedni céra), interkvartilni rozsah (IQR, rdmecek) a rozsah

od minimalni po maximalni hodnotu (vnéjsi ¢ary), pticemz odlehlé hodnoty jsou znazornény

samostatné (kruhy).
=
i o
E
B
o
—
<L
2 o
=
5 8 -
c
@
o
F]
o
V]
(8]
(18]
| g
=
o i
[1}] ]
|8 ) — [
- i
PR ——
b 8 - i :
(Ts! ]
L[]
- i
1 ]
) ]
1 ]
L] e e— e e
L]
(]
L]
]
L)
)
= R T—
[ | |
Plicni adenokarcinom Plicni metastazy Plicni sarkoidoza

47



7.3 Linearni regresni model

Linearni regresni model analyzoval vztahy mezi v€kem, pohlavim, stavem koufeni
a hemoragickym charakterem BAL jako nezavislymi proménnymi a koncentraci pepsinu
v BAL jako zavislou proménnou. Model identifikoval stav koufeni (byvali kufaci)
a hemoragicky charakter BAL jako vyznamné prediktory koncentrace pepsinu v BAL (tabulka
6).

Tabulka 6. Predikce koncentrace pepsinu v BAL na zakladé linearni regresni analyzy

95% interval spolehlivosti pro koeficient

Odhad Spodni mez Horni mez p-value
Prisecik (intercept) 474,957 322,4074 627,5075 4,44E-08
Plicni adenokarcinom -75,623 -138,457 -12,7887 0,019119
Vék -1,777 -4,24291 0,688678 0,154757
Zenské pohlavi 16,628 -42,0543 75,3099 0,573244
Exkufaci 107,88 49,06649 166,6941 0,000508
Hemoragicky vzorek BAL 99,924 23,23115 176,6161 0,011489

Koeficient determinace (R?) = 0,2762
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7.4 Vztah mezi lokalizaci adenokarcinomu plic a koncentraci pepsinu v BAL

Analyza pomoci Wilcoxonova testu neodhalila statisticky vyznamny rozdil (p = 0,667)
v koncentraci pepsinu v BAL mezi skupinami pacientli s centralné lokalizovanym (median
382.9 pg/ml; IQR 288-450) a periferné lokalizovanym plicnim adenokarcinomem (medidn

398.2 pg/ml; IQR 244-435) (tabulka 7, graf 5).

Tabulka 7. Porovnani Kkoncentraci pepsinu v BAL mezi centralné a periferné

lokalizovanym plicnim adenokarcinomem

Centralni plicni Periferni plicni
adenokarcinom adenokarcinom p-value
n=11 n=19

Koncentrace

pepsinu Primér +/- SD 381.35 423.12 0,681

v pg/ml

+/-107.42 +/- 413.17
Median [IQR] 382.9 398.2 0,667%
[288.45,450.15] [243.8,434.9]
? t-test

) Wilcoxontv test
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Graf 5. Porovnani koncentraci pepsinu v BAL mezi periferné a centralné lokalizovanym

plicniho adenokarcinom

Wilcoxontiv test neodhalil signifikantni rozdil v koncentraci pepsinu v BAL mezi pacienty
s centraln¢ lokalizovanym a periferné lokalizovanym plicnim adenokarcinomem (p = 0,667).
Krabicové grafy znazoriiuji median (stiedni cara), interkvartilovy rozsah (IQR, ramecek)
a rozsah od minimalni po maximalni hodnotu (vné&jsi ¢ary), pficemz odlehlé hodnoty jsou

zobrazeny samostatn¢.
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7.5 Anamnéza koufeni a jeji vliv na koncentraci pepsinu v BAL

Koncentrace pepsinu v BAL byly porovnany mezi pacienty s historii koufeni a bez ni.
Byvali kufaci vykazovali signifikantné vyssi koncentrace pepsinu (p = 0,001, Wilcoxoniiv test,
median 458.4 pg/ml; IQR 399-546) ve srovnani s celozivotnimi nekuraky (median 350.9 pg/ml;
IQR 257-447) (tabulka 8, graf 6). V nasi studii jsme identifikovali dva vzorky s koncentraci
pepsinu nad 1000 pg/ml, pfi¢emz oba pochazely od byvalych kurakd.

Po vylouceni hemoragickych vzorkit BAL ztstala koncentrace pepsinu u byvalych
kutakid (medidn 329.5 pg/ml; IQR 247-440) stale signifikantné vyssi (p = 0,002, Wilcoxontiv
test) nez u celozivotnich nekurakl (median 451.5 pg/ml; IQR 392-487) (tabulka 9).

Tabulka 8. Srovnani koncentrace pepsinu v BAL mezi celoZivotnimi nekuriaky a byvalymi

kuraky
Nekuraci Exkuraci p-value
n=39 n=32

Primér +/- SD 353.4 537.35 0,006
Koncentrace
pepsinu +/- 146.14 +/- 334.73
v pg/ml

Median [IQR] 350.9 458.4 0,001®

[257.45,446.6] [399.17,545.95]

9 t-test

) Wilcoxontv test

Tabulka 9. Srovnani koncentrace pepsinu v BAL mezi celoZivotnimi nekuiaky a byvalymi

kuiaky po vylou¢eni hemoragickych vzorki BAL

Nekuraci Exkuraci p-value
n=34 n=24
Koncentrace
pepsinu Median [IQR] 329.5 451.5
v pg/ml
[246.85,440.42] [392.18,487.3] 0,002

3 Wilcoxontv test
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Graf 6. Porovnani koncentrace pepsinu v BAL mezi celoZivotnimi nekuriky a byvalymi

kuraky

Koncentrace pepsinu v. BAL byly u byvalych kufakitl signifikantné vys$i ve srovnani
s celozivotnimi nekufdky (p = 0,001, Wilcoxoniiv test). Krabicové grafy zndzornuji median
(stfedni Cara), interkvartilovy rozsah (IQR, ramecek) a rozsah od minimélni po maximalni

7

hodnotu (vngjsi Cary), ptiCemz odlehlé hodnoty jsou zobrazeny samostatné.
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7.6. Hemoragicky charakter BAL jako faktor ovliviiujici koncentraci pepsinu v BAL

Porovnani koncentraci pepsinu mezi hemoragickymi vzorky (median 483.9 pg/ml, IQR

404-581) a nehemoragickymi vzorky BAL (median 395.4 pg/ml, IQR 280-482) prokazalo

signifikantné vyssi hladiny pepsinu v hemoragickych vzorcich BAL (p = 0,01, Wilcoxontiv
test) (tabulka 10, graf 7).

Tabulka 10. Srovnani koncentrace pepsin mezi hemoragickymi a nehemoragickymi

vzorky BAL
Nehemoragicky Hemoragicky
BAL BAL p-value
n=58 n=13
Koncentrace
pepsinu Primér +/- SD 399.18 601.96 0,119%
v pg/ml
+/- 198.36 +/- 428.21
Median [IQR] 395.35 483.9 0,01
[280.2,472.43] [404,581]
Y t-test

) Wilcoxontv test

53




Graf 7. Srovnani koncentrace pepsinu mezi hemoragickymi a nehemoragickymi vzorky

BAL

Porovnani koncentraci pepsinu mezi hemoragickymi a nehemoragickymi vzorky BAL ukazalo

statisticky vyssi hladiny pepsinu v hemoragickych BAL (p=0,01, Wilcoxontv test). Krabicové

grafy zndzornuji medidn (stfedni cara), interkvartilovy rozsah (IQR, ramecek) a rozsah

od minimalni po maximalni hodnotu (vné&jsi ¢ary), ptfiCemz odlehlé hodnoty jsou zobrazeny

samostatné.
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8. DISKUSE

V nasi studii jsme zkoumali souvislosti mezi koncentraci pepsinu v BAL a riznymi
faktory, jako je hemoragicky charakter BAL, lokalizace plicniho adenokarcinomu, vék, pohlavi
a stav koufeni. Kromé toho jsme studovali vztah mezi koncentraci pepsinu v BAL a typem
loziskového plicniho procesu (plicni adenokarcinom, plicni metastdzy pii primarnim
mimoplicnim nadoru nebo plicni sarkoidoza) s cilem vyhodnotit hypotézu, ze EER pfispiva
k rozvoji plicniho adenokarcinomu, tedy histologického podtypu NSCLC, ktery je relativné

cast&ji diagnostikovan u nekurakli ve srovnani s ostatnimi histologickymi subtypy NSCLC.

Pokud by existovala kauzdlni souvislost mezi EER a rozvojem plicniho
adenokarcinomu, oc¢ekavali bychom vyssi vyskyt EER (hodnoceného na zaklad¢é koncentrace
pepsinu v BAL) u pacientl s plicnim adenokarcinomem ve srovnani s pacienty s jinymi typy
plicnich onemocnéni, at’ jiz malignimi- plicni metastdzy pifi primarnim mimoplicni nadoru,
nebo nemalignimi- plicni sarkoid6zou. Vysledky nasi studie vSak tuto hypotézu nepodporuyji.
Pti zahrnuti vSech vzorkli BAL jsme mezi skupinami nezjistili statisticky vyznamny rozdil
v koncentracich pepsinu v BAL (p = 0,135, Kruskal-Wallisiv test). Po vylouceni
hemoragickych vzorki BAL, u nichz miZe pfitomnost hemoglobinu zpusobit faleSn€ zvySené
hladiny pepsinu, byla koncentrace pepsinu v BAL u pacientll s plicnim adenokarcinomem

dokonce signifikantné€ niz$i nez u kontrolnich skupin (p = 0,023, Kruskal- Wallisiiv test).

Vyhodou nasi studie je disledné rozliSeni mezi celozivotnimi nekufdky a byvalymi
kutaky a vylouceni soucasnych kufakt ze studie. Koufeni je zndmym kofaktorem GER, protoze
piispiva ke snizeni tonu dolniho jicnového svérace, zménéné motilit€ jicnu, opozdénému
vyprazdnéni zaludku, zvySené sekreci Zalude¢ni kyseliny a snizené produkci slin, které bézné
neutralizuji kyselost refluxu. (121) Koufeni je také vyznamnym rizikovym faktorem plicniho
karcinomu. Kufaci maji az 20 krat vyssi riziko vzniku NSCLC ve srovnani s nekuraky. (122)
Silnda vazba mezi koufenim a refluxem, stejné jako mezi koufenim a NSCLC, podtrhuje
dilezitost zohlednéni anamnézy koufeni pifi zkoumani potencidlniho spojeni mezi EER a
NSCLC. Jinymi slovy, protoze vétSina pacienti s NSCLC ma pozitivni kutdckou anamnézu,
muze byt zvySena prevalence EER u téchto pacientl spise vysledkem falesné korelace nez

piimé kauzalni souvislosti.
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Epidemiologicka studie Hsu a kolektiv uvadi, ze pacienti s GERD méli vyssi riziko
rakoviny plic ve srovnani s populaci bez GERD. (123) Hlavnim nedostatkem této studie vSak
bylo zaclenéni vyznamného procenta kutaka. Lin Li a kolektiv prokazali pomoci Mendelian
randomizaéni analyzy, Ze GERD zvySuje riziko rozvoje NSCLC (odds ratio (OR) = 1,37; 95%
CI 1,16-1,63, p = 0,0003), avSak status koufeni nebyl v tomto vyzkumu zohlednén. (124)
Vereczkei a kolektiv provedli kohortovou studii s 25 pacienty s resekabilnim plicnim
adenokarcinomem a s 25 pacienty se plicnim skvamoéznim karcinomem. GERD byl hodnocen
pomoci 24hodinové pH-metrie. Reflux byl detekovan u 40 % pacientd s plicnim
adenokarcinomem a 32 % pacientil s plicnim skvamo6znim karcinomem. Jejich ptvodni
hypotéza, kterd predpokladala signifikantn¢ vys$si vyskyt refluxu u pacienti s plicnim
adenokarcinomem, se nepotvrdila. Je vSak nutné poznamenat, ze 40 % pacientl s plicnim
adenokarcinomem a 52 % plicnim skvamdznim karcinomem byli kufaci, coZ by mohlo vysvétlit

vys$si miru GERD ve studijni skupin€ oproti populacni prevalenci uvadéné v literatute. (125)

V retrospektivni pfipadové studii Amarnath a kolektiv zjistili signifikantné vyssi vyskyt
GERD u pacientii s NSCLC ve srovnani s kontrolni skupinou bez diagnozy plicniho karcinomu
(20,4 % vs. 11,6 %, p < 0,001), coz naznacuje, ze GERD je rizikovym faktorem pro NSCLC
(OR = 1,86, CI = 1,26 - 2,73). Lécba GERD formou H2 blokator nebo inhibitori protonové
pumpy nevedla ke sniZeni rizika NSCLC (OR = 1,01, 95% CI=0,48 - 2,12). Studie ma nicméné
nékolik limitaci. I pfes relativné velky pocet Gcastnikii (N = 543) a zaméfeni na nekufdckou
populaci, coZ je oproti dfive zminénym studiim zasadni zlepSeni, jsou spolehlivost diagnozy
GERD a ptesnost urceni nekurackého statusu diskutabilni. Studie zahrnovala pacienty s GERD
identifikované pouze na zékladé¢ kédu GERD podle mezinarodni klasifikace nemoci (ICD)
v jejich zdravotnich zdznamech, bez ovéfeni pfitomnosti GERD bud’ gastrofibroskopii s biopsii
nebo 24hodinovou pH-metrii. Nekufak byl navic uréen pouze na zaklad¢é absence kuiacké
anamnézy, coz, jak sami autofi uznavaji, mohlo vést k zatazeni nezndmeého podilu kutaki

s neuplnymi zdznamy. (126)

Signifikantni rozdil v koncentracich pepsinu v . BAL mezi celoZivotnimi nekuiaky
a byvalymi kutéky (p = 0,001, Wilcoxontuv test) naznacuje, ze koufeni mize mit dlouhodoby
vliv na koncentraci pepsinu v dychacich cestach, ktery pretrvava i po ukonceni kouteni. Lze
spekulovat, ze tento efekt miize byt zptisobem oslabenim dolniho jicnového svérace v disledku

koufeni, které¢ miize mit dlouhodobé nasledky i po jeho skonceni.
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Fakt, ze stav koufeni v nasi studii byl uren pouze na zdklad¢ ptimého dotazovani
a nikoliv objektivnimi metodami, jako je napi. detekce kotininu, piedstavuje jedno z omezeni
naSeho vyzkumu. Nicméné detekce kotininu poskytuje relevantni vysledky pouze n€kolik tydnti
po ukonceni koufeni. NaSe studie rozliSovala mezi celozivotnimi nekuidky a byvalymi kuraky,
kteti se zdrzovali koufeni vice nez 5 let. Toto omezeni tedy pravdépodobné nemélo vyrazny
vliv na klasifikaci naSich pacientli. Piestoze uplynula dlouhd doba od ukonceni koufeni, je
piekvapivé, ze koncentrace pepsinu v BAL ztlistavaji signifikantné vyssi u byvalych kuiaka

ve srovnani s celozivotnimi nekuraky.

Koncentrace pepsinu v BAL byla nejvyssi ve skupiné pacientl s plicni sarkoidozou,
avsak tento vysledek nebyl statisticky vyznamny. Navic tato skupina zahrnovala pouze 12
ucastnikti, coz predstavuje jedno z omezeni nasi studie. V soucasné dob¢ neexistuje zadny
mechanismus spojujici reflux a plicni sarkoidézu. Presto nékteré studie naznacuji moznou
souvislost mezi témito dvéma patologickymi stavy. (127, 128) PeSek se svym kolektivem
prokazali vysokou prevalenci GERD u pacientii se sarkoidézou. Pomoci 24hodinové
multikanalové jicnové impedance s pH-metrii byl reflux detekovan u 19 z 25 pacienti. GERD
muze souviset s nékterymi komorbiditami u pacientt se sarkoidézou a mtize negativné ovlivnit
rozsah parenchymového postizeni plic. (127) Ovéteni hypotézy o zvySené prevalenci EER
u pacientll s plicni sarkoid6zou si vyzaduje dal§i vyzkum s vétSim poctem Ucastnikil v této

kohorté.

Fukui a kolektiv navrhli, ze periferné lokalizovany plicni adenokarcinom
pravdépodobné vznikd z pneumocytl typu II a Clara bungk, zatimco centralné lokalizovany
plicni adenokarcinom by mohl mit svlij plivod v glandularnim epitelu. (39) Tento epitel,
umistnény ve sliznici dychacich cest, muze pfijit teoreticky do kontaktu s refluxdtem a byt
potencionalné nachylné;jsi viici t€inkim refluxu. Nase studie vSak nepodpoftila hypotézu, Ze
centraln¢ lokalizovany plicni adenokarcinom je spojen s vy$$im vyskytem EER nez periferné

lokalizovany plicni adenokarcinom.

V na$i studii jsme prokézali statisticky vySs$i koncentrace pepsinu v hemoragickych
vzorcich ve srovnani s nehemoragickymi vzorky BAL (p = 0,01, Wilcoxoniiv test). Falesné

pozitivni vysledky detekce pepsinu v hemoragickych vzorcich pomoci ELISA mohou byt
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zpusobeny interferenci hemoglobinu a dal§ich krevnich proteinti s ¢inidly pouzivanymi
v ELISA testu. (129) Z tohoto divodu byly hemoragické vzorky vylouceny. Naopak

koncentrace pepsinu v BAL neni zavisla na véku pacientti a pohlavi.

Vzhledem k faktu, ze pepsin neni normalné ptitomen ve vysokych koncentracich
v dolnich dychacich cestach, je opodstatnény piredpoklad, Zze jeho detekce
v BAL muze byt biomarkerem aspirace. Nicméné je tfeba podotknout, ze detekce EER
v dolnich dychacich cestach stanovenim koncentrace pepsinu v BAL metodou ELISA neni
etablovanou a standardizovanou metodou pro diagnostiku tohoto stavu. Diagnostika EER je
slozitd a v soucCasnosti neexistuje zadny zlaty standard diagnostického algoritmu.
Mezi standardizované a uznavané metody prukazu EER patii dotazniky typu RSI (reflux
symptom index), endoskopie (ezofagogastroduodenoskopie, laryngoskopie,
videolaryngoskopie) s biopsii a 24hodinova dvoukandlovd pH-metrie nebo multikanalova

intraluminalni impedance s pH monitorovanim. (130)

Bohuzel pouziti dotaznikt typu RSI je u naSich pacienti omezené kvili vyraznému
prekryvani symptomti mezi EER a plicnimi onemocnénimi (napft. kasel, dusnost, zahlenéni,
bolest na hrudi..). Ostatni zminéné metody znamenaji dal$i invazivni vysetfeni pacientd,
ptfi¢emz kazda z nich ma své limitace. Pfi endoskopii hornich dychacich cest je nalez v ORL

oblasti nespecificky pro reflux a nemusi odrazet stav v dolnich dychacich cestach.

Zatimco pH-metrie je spolehlivd pii detekci kyselého refluxu, nedokéaze rozlisit
mezi kyselym a nekyselym refluxem. Tato diferenciace je klinicky relevantni, protoZe nekysely
reflux obsahujici Zlu€ové kyseliny a jejich soli, pankreatické kyseliny a pepsin, se podili
na patogenezi plicnich onemocnéni. Prodlouzend expozice témto latkam mize vyvolat

zanétlivou reakcei, remodelaci dychacich cest a poSkozeni plicni tkané.

Multikandlové intraluminélni impedance s pH-metrii (MII-pH) mé vyhodu v detekci jak
kyselého, tak nekyselého refluxu. Avsak i tento postup mé své nevyhody, jakoZto technicka

slozitost, nepohodli pacientli a obtizna interpretace vysledku.

Provedeni BAL béhem bronchoskopie, kterd je béZnou soucasti diagnostiky plicnich

procest u téchto pacientd, je komfortnéjsi a navic umoznuje ziskani vzorku ptimo z dolnich
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dychacich cest. Na druhé stran€ pouziti BAL omezuje vybér kontrolni skupiny na pacienty jiz
indikované k bronchoskopii, protoze nabor dobrovolnikii z normalni populace by byl eticky

pochybny vzhledem k invazivni povaze bronchoskopie.

Vysledky nasi studie naznacuji, Ze stanoveni koncentrace pepsinu v BAL by se
v budoucnu mohlo stat dal$im cennym néstrojem bronchoskopické diagnostiky plicnich
onemocnéni. EER pfispiva k rozvoji a/nebo k exacerbaci fady plicnich chorob. Vétsina dosud
publikovanych studii, které vyuzivaly stanoveni koncentrace pepsinu v BAL jako biomarkeru
aspirace u dospélych, se zaméfila na EER jako potencidlni pfi¢inny faktor exacerbace
idiopatické plicni fibrozy a dalSich progredujicich fibrotizujicich intersticialnich plicnich
nemoci, rozvoje recidivujicich pneumoniich u ventilovanych pacientii a rozvoje obliterujici
bronchiolitidy po plicni transplantaci. (131-135) Tyto studie, podobné jako naSe studie, byly
navrzeny s cilem porovnat hladiny pepsinu v BAL mezi specifickymi skupinami pacienti a
kontrolnimi skupinami. Ucastnici studii byli rekrutovani ztad pacientd podstupujici
bronchoskopii kviili diagnostice plicniho onemocnéni. Pouze jedna studie zaradila do kontrolni
skupiny zdravé dobrovolniky. Je vSak tfeba poznamenat, Ze se jednalo o skupinu ¢itajici pouze
4 dobrovolniky s vékovym medidnem 39 let, pficemZ vybér byl omezen na zdravotniky dané
nemocnice. (132) Stejné¢ jako naSe studie ani ostatni vyzkumy vyuzivajici pepsin jako

biomarker aspirace nemély za cil definovat patologické hodnoty pepsinu v BAL.

K zodpovézeni tedy zlstava standardizace dané metody. Na rozdil od sliznice jicnu
nedisponuje sliznice dychacich cest obrannymi mechanismy proti ptisobeni slozek refluxatu.
Ve skutecnosti je nachylnéjsi k poskozeni zpisobenému refluxatem. Obecné tvrzeni, Ze kazda
mikroaspirace refluxu do dychacich cest vedouci k detekci pepsinu v BAL je kauzalné spojena
s rozvojem nebo zhorSenim plicniho onemocnéni, neni opodstatnéné. Je proto kli¢ové stanovit
patologické prah koncentrace pepsinu v dolnich dychacich cestach pro EER a zvazit vSechny
faktory, které ovliviluji hladinu pepsinu v BAL, nez bude tato metoda zavedena
do bézné klinické praxe. Dle zavéri nasi studie se témito faktory jevi hemoragicky charakter

BAL a anamnéza koufeni.

Literatura uvadi, Ze hladina pepsinu v BAL miiZe byt ovlivnéna 1 jinymi faktory nez
aspiraci, jako je kontaminace bronchoskopu obsahem hornich dychacich cest, doba od posledni

refluxni epizody v okamziku provadéni BAL nebo poloha pacienta. (135)
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V budoucnu bude nezbytné¢ provést dalsi studie zaméfené na stanoveni klinicky
relevantnich hodnot koncentrace pepsinu v BAL. Tyto studie by mély zahrnovat vétsi
a raznorod¢jsi kohorty, véetné ucCasti zdravych dobrovolnikli. Déale bude klicové definovat

vSechny faktory, které ovliviuji koncentraci pepsinu v BAL.

Pfesny mechanismus, jakym reflux miize pfispét k rozvoji plicniho adenokarcinomu,
zustava stale neobjasnén. NaSe studie nezkoumala kauzalni cesty spojujici reflux
s tumorogenezi plicniho adenokarcinomu. Na zaklad¢ piedchozich vyzkumd, které zkoumaly
sekvenci reflux - Barrettlv jicen - ezofagealni adenokarcinom, lze hypotetizovat, ze chronicky
zanét vyvolany refluxem muze vést ke zvySené proliferaci buiiek a jejich nadorové

transformaci.

Oveéfeni této teorie pomoci jedno-bunééné transcriptomiky by bylo velmi vhodné. Tento
ptistup by mohl poskytnout cenné poznatky o tom, jak zadnét zplisobeny refluxem ovliviiuje
bunécéné a molekularni procesy, které se podileji na vyvoji plicniho adenokarcinomu. Analyza
genovych profili jednotlivych bunék by umoznila lepsi pochopeni heterogennich reakci

na reflux a identifikaci klicovych mechanismii, které ptispivaji k rozvoji adenokarcinomu plic.

Nase studie méla n€kolik limitaci. Mezi hlavni nedostatky patii maly pocet ucastnikl
a metodologické aspekty. Zejména skupina pacientii s plicni sarkoidézou zahrnovala pouze 12

ucastnikll, coz mohlo sniZit statistickou silu srovnani a ovlivnit spolehlivost vysledk.

DalSim dilezitym omezenim je absence standardizace detekce pepsinu v BAL metodou
ELISA jako biomarkeru pro EER v dolnich dychacich cestach. Tento pfistup, ackoli méné
invazivni nez pH-metrie, postrada etablované prahové hodnoty, coz miize ztézovat interpretaci
vysledkl. K tomu pfispiva i skutecnost, ze pfitomnost hemoragickych vzorki BAL muze

zpusobit falesné pozitivni vysledky, coz zvySuje riziko chybnych zavéri.

Tyto faktory zdiraziuji potifebu dalSiho vyzkumu a vypracovani standardizovanych
protokolti, které by umoznily efektivnéj$i vyuziti stanoveni koncentrace pepsinu jako

spolehlivého biomarkeru pro diagnostiku refluxu v dolnich dychacich cestach.
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9. ZAVERY A ZHODNOCENI CIiLU PRACE

Hlavnim cilem studie bylo vyhodnotit hypotézu, ze EER pfispiva k rozvoji plicniho
adenokarcinomu, a to na zéklad¢ porovnani koncentraci pepsinu v BAL mezi skupinou pacientti

s adenokarcinomem plic a kontrolnimi skupinami.

Studie nenalezla statisticky vyznamny rozdil v koncentracich pepsinu v BAL mezi pacienty
s plicnim adenokarcinomem a kontrolnimi skupinami (plicni metastazy, plicni sarkoiddza).

Po vylouceni hemoragickych vzorkii BAL vSak byla koncentrace pepsinu u pacienti s plicnim

Tvwr

Linearni regresni model identifikoval dvé proménné, kufdckou anamnézu a hemoragicky
charakter BAL, jako vyznamné faktory ovliviiujici koncentraci pepsinu v BAL. VEk a pohlavi

se neukazaly jako relevantni faktory.

Metoda detekce pepsinu v BAL pomoci testu ELISA vykazuje potencial slouZit jako moZny
biomarker aspirace, nicméné vyzaduje dalsi validaci, standardizaci a stanoveni diagnostickych

prahovych hodnot pro $irsi klinické uziti.
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10. SOUHRN

Studie porovnavala koncentrace pepsinu v BAL mezi pacienty s plicnim adenokarcinomem,
s metastatickym postizenim plic pfi primdrnim mimoplicnim nadoru a s plicni sarkoid6zou.
Statisticky vyznamné rozdily v koncentracich pepsinu mezi témito tiemi skupinami nebyly
nalezeny (p =0,135), coZ naznacuje, ze souvislost mezi EER a plicnim adenokarcinomem, ktera
je popisovana v literatufe, mize byt spiSe disledkem rozdili v koufeni mezi jednotlivci

s ptitomnosti ¢i nepfitomnosti refluxu nez skuteCnym kauzalnim vztahem.

Lineéarni regresni analyza odhalila, Ze kutdcka anamnéza a hemoragicky charakter BAL
maji statisticky vyznamny vliv na koncentraci pepsinu v BAL. Po vylouceni hemoragickych

vzorkli BAL vykazovala skupina s plicnim adenokarcinomem signifikantn€ nejnizsi

koncentraci pepsinu (p = 0,023).

Signifikantni rozdil v koncentracich pepsinu mezi celozivotnimi nekufdky a byvalymi
kutaky ukazuje, ze koufeni mize mit dlouhodoby vliv na koncentraci pepsinu v dychacich

cestach.
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SUMMARY

The study compared pepsin concentrations in BAL among patients with lung
adenocarcinoma, metastatic lung involvement and pulmonary sarcoidosis. No statistically
significant differences in pepsin concentrations were found between these three groups
(p=0,135). This finding suggests that the association between extraesophageal reflux and lung
adenocarcinoma described in the literature may be more related to differences in smoking habits

among individuals with or without reflux, rather than a true causal relationship.

Linear regression analysis identified smoking history and the hemorrhagic character
of the BAL as significant factors influencing pepsin concentrations. After excluding
hemorrhagic BAL samples, the lung adenocarcinoma group showed significantly lower pepsin

levels compared to the other groups (p = 0,023).

A significant difference in pepsin concentrations between lifelong non-smokers and former
smokers suggests that smoking may have a long-term impact on pepsin levels in the airways,

which persists even after smoking cessation.
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