Biomarkery raka trzustki

EWA MALECKA-PANAS

KLINIKA CHOROB PRZEWODU
POKARMOWEGO UM W LOD1ZI



Problem PDAC

» PDAC jest czwartg przyczyng zgonu z powodu nabtonkowych
nowotworow ztosliwych w Swiecie zachodnim

» /te rokowanie wynika z braku skutecznej chemioterapii i
POZNEego rozpoznania

» Rozpoznanie jest zwykle stawiane w chwili, gdy guz jest
Zaawansowany miejscowo i obecne sqg przerzuty jawne lub
sukliniczne Yachida 2010

» Resekcja chirurgiczna jest obecnie jedyng szansg na
przedtuzenie czasu przezycia, ale tylko u 15-20% chorych ze
Swiezym rozpoznaniem guz jest resekcyjny Alexakis 2004

» Nawet w te] grupie sredni czas przezycia wynosi 20-22 miesiecy
Hidalgo 2010



Typy biomarkerow

» Markery prognostyczne:

» Biomarkery wskazujgce na przebieg choroby niezaleznie od
leczenia, uzyteczne dla diagnostyki, oceny przebiegu choroby

» Markery predykcyjne

» Pomagajgce ustalic odpowiedz na leczenie, zwykle nie sg
prognostyczne

» Markery prognostyczne i predykcyjne

» Uzyteczne w ocenie przebiegu choroby i wyborze sposobu
leczenia.

» Mogq by¢ jedoczesnie korzystne prognostycznie, ale
przewidywac opornos¢ na leczenie, np. MSI w RJG

» Czesciej wskazujg na zte rokowanie, ale wskazywac na
skutecznosc terapii ukierunkowanej, np. HER2 w raku sutka

» Uzyteczne w wyborze metody leczenia



Czy biomarkery mogg byc uzyteczne we
wczesne| diagnostyce RT

» Uwaza sie, ze RT postepuje i szybko i wczesnie
dochodzi do przerzutow

» Badania obrazowe, jak KT,EUS sg wykonywane po
pojawieniu sie objawow, nie wykrywajg wczesnych
resekcyjnych zmian i czesto nie roznicujg RT od PZT

» Niiski koszt i mata inwazyjnos¢ wskazujg,ze
biomarkery wykrywane w surowicy lub innych
materialach biologicznych pozostajg idealna
metodqg wczesnego wykrywania RT

» Nawet, gdy potencjalnie mozliwe sq przerzuty, czas
przezycia chorych po resekcji jest korzystniejszy niz
u chorych, v ktérych nie byta ona mozliwa



/rodta materiatu biologicznego

Slina :K-ras, MBD3L2, ACV1 DPM1111 miRNA czuto$¢ 90%, swoistosé
95% w réznicowaniu RT od zmian tagodnych i oséb zdrowych Zhang L
2010

Surowica
Sok trzustkowy — procedura inwazyjna, zanieczyszczenia
» Rak inwazyjny- ztuszczanie komaorek guza
» Duza zawarto$¢ biatek zwigzanych z guzem
» Mutacje DNA:K-ras, p&3,
» TP53 wczesny marker Kanda M 2013
» CAI19-9, CEA, DU-PAN2- w kombinacji: réznicowanie z PZT Agrawal 2017
Materiat pooperacyjny
Kat - ztuszczanie, badania populacyjne?

» K-ras, p53, w potgczeniu z CA 19-9 w surowicy
Umashankar K et al. 2013



CA 19-9

>

>

Najpowszechniej stosowany biomarker RT, zaakceptowany przez FDA do
monitorowania RT

Podwyzszony poziom CA19-9 spotyka sie u 75-85% chorych na PDAC

Nie jest to marker narzgdowo swoisty, a jego poziom wzrasta rowniez w
raku drég zétciowych, watroby, jelita grubego oraz przetyku, w
przewlekrym zapaleniu frzustki, marskosci wgtroby, cukrzycy i u chorych z
zO0ttaczkg o roznej etiologii

Srednia czuto$¢:80%, swoistosc:86% (Steinberg W et al1990)

Antygen CA 19-9 jest pochodng antygenu uktadu Lewis i osoby z rzadkim
uktadem antygenu Lewis a-b-stanowigce 3-7 % populacji nie wytwarzajqg
go i wyniki mogqg byc¢ fatszywie ujemne.

We wczesnej fazie PDAC marker jest nieuzyteczny, zwykle prawidtowy,
za$ wysokie wartosci powyzej 500 silnie wskazujg na PDAC, ale jest to
zwykle zaawansowana postac choroby.

Wysokie stezenie przed zabiegiem operacyjnym wigze sie z niekorzystnym
rokowaniem.

/mniejszenie stezenia po leczeniu operacyjnym i normalizacja po
leczeniu adjuwantowym sqg zwigzane z korzystnym rokowaniem



Panele cytokin, jako biomarkery RT
Yako 2016

» Naqjszerze] zbadane:ll-1beta,ll-6, -8, 1110, VEGF, TGF

» Panel:CA19-9, llTbetaq, lI-6 i IL-8 poprawiaty skutecznosc
roznicowania RT z osobami zdrowymi w porownaniu z
samym CA19-9

» Wartosci ll-2, II-6, lI-10 VEGF i TGF obnizaty sie po leczeniu
operacyjnym lub po chemioterapii RT

» Brak wartosci predykcyjne|

» Poprawa swoistosci ( 21,7% vs 66,7%) w roznicowaniu RT z
tagodnymi chorobami trzustki panelu 1I-8, 1I-6, IP-10, PGDF i
CA19-9 w porownaniu z samym Cal9-9 kosztem czutosci
(81,4% vs 88,4%)



Potencjalne biomarkery 1

» DJ-1;nowy onkogen, zwigzany z aktywacjqg AKT (rola w opornosci na chemioterapie |
rozwoju guza); korelacja z inwazyjnoscig guza i przerzutowaniem

> g\loz]rg)s’r ekspresjiw 68,5% RT, korelacja ze stopniem zaawansowania (HE X ef al.

» Wysokie poziomy DJ-1 w soku trzustkowym chorych na RT (Tian M et al. 2008)

» W surowicy testem ELISA poziom DJ-1 podwyzszony w RT w poréwnaniu do PZT i
osOb zdrowych (Chen Y et al. 2012;He XY et al. 2011)

» Plektyna-1 réznicowanie RT od tagodnych chorob trzustki, wzrost ekspresji w PaniIN I, w
porownaniu do PaniIN I/1l (Bausch D et al. 2010)
» Ligand stymulujqcy proliferacje (Proliferation-inducing ligand;APRIL); nalezy do rodziny

TNF, istotna rola w obronie gospodarza, zapaleniu i rownowadze immunologicznej
(Wang F et al. 2011)

» Poziom APRIL w surowicy podwyzszony w RT, dodatnia korelacjaz CEA I Ca 19-9
» CzutoS¢ APRIL : 70,1%, swoistosc:5,5%; w kombinacji z CEA i CA 19-9:88,9% and 80%

» Przeciwciato monoklonalne anty-MUC, PAM4 nie zabarwia prawidtowego nabtonka
przewodowego frzustki, stabo zabarwia zmiany Panin 1ai 1B, silnie- komorki RT
INwWazyjnego, sugerowana rola we wczesne| diagnostyce RT (Gold DV 2007)

» Czutos¢ PAM4 dla RT w surowicy:82%, swoistosc:95%



Potencjalne biomarkery 2

>

ULBP2 — po badaniach mRNA, wykrywany za pomocg
immunohistochemii i w surowicy-podwyzszone wartosciw RT w
porownaniu z PZT i osobami zdrowymi, czutosc 83,8%, swoistosC
73,9%, w kombinacijiz CA19-2 AUC=0,210 Chen 2016

CEACAM, glikoproteina zotciowal, uczestniczy w mechanizmach
wzrostu guza, angiogenezie, immunomodulaciji; wykrywana w
surowicy festem ELISA w 91% RT, u 24% osob zdrowych, u 66%
chorych na PZT, korzystna kombinacja z CA19-9 Ballehaninna UK
2011

REG-4 wykrywany immunohistochemicznie, nastepnie testem ELISA,
czutosc dla RT 94,9%, swoistosc 64%, takze podwyzszone wartosci w
PZT Takayama 2010

Osteopontyna (OPN) stymuluje proliferacje i progresje raka,
podwyzszona ekspresja w RT, czutosc testu ELISA 80%, swoistosC 97%;
miarodajnosc wyzsza niz CA19-9 Poruk KE 2013

Rozpuszczalny iC3b wytwarzany w interakcjach komorek guza,
przeciwciat dla guza i uktadu dopetniacza, jego wzrost poprzedza
nawrot radiologiczny po resekcji guza Marten 2010



Urokinazowy aktywator
plazminogenu

Enzym proteolityczny uwalniany z komorek raka

Uczestniczy w degradacji biatek btony podstawnej i macierzy,
utatwiajgc inwazje komorek raka do tkanek otaczajgcych

Aktywuje metaloproteinazy | czynniki wzrostowe;FGF,VEGF, IGF, TNF-alfa

Stymuluje migracje komaorek | angiogeneze, promujgc inwazje |
tworzenie przerzutow odlegtych

Opisano wzrost ekspresji tego biatka w rakach sutka,
jajnika,przetyku,zotgdka, a ostatnio-w raku frzustki

Duffy 2004, Halamkova 2011,He2007
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Serum level of Urokinase Plasminogen Activator (uPA) Correlates with the
Survival of Patients with Pancreatic Ductal Adenocarcinoma (PDAC)

Winter K'", Szczesniak P2, Bulska M?, Kumor-Kisielewska 27, Durko L', Gasiorowska A", Orszulak-Michalak D? and Majlecka Panas E"
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Figure 1: Median uPA serum concentration (ng/mi) in patients with PDAC, Figure 4: Correlation between uPA serum concentration (ng/m!) and survival

CP and in control group. (days) in PDAC patients.




Cukrzyca zwigzana z RT

» Swiezo wykryta cukrzyca wystepuje u potowy chorych na
RT, nawet we wczesne| fazie bezobjawowej

» Cukrzyca t 2 wystepuje czesto, a RT-rzadko- badania
przesiewowe u wszystkich chorych z nowowykrytg
cukrzycq nieefektywne

» Skuteczny marker réznicujgcy cukrzyce zwigzang z RT od
cukrzycy typu 2 jest niezbedny, ale wykrywatby tylko
potowe przypadkow RT

» Mechanizm karcinogenezy trzustki zwigzanej z cukrzycg

» Cukrzyca zwieksza proliferacje komorek nabtonka
przewodowego trzustki Butler 2010

» Insulinoopornosc i hiperinsulinemia (w porownaniu do obnizonych
poziomow insuliny w PZT); hiperinsulinemia jest przyczyng
obnizenia poziomu IGFB-1 i IGFB-2—1 wolnego IGF-1—IGF-1R
(wysoka ekspresja w komorkach RT)—tproliferacji komorek



Czulos¢ (a) i swoistos¢ () IGF1, IGFBP2 |
IGF1/IGFBP2 jako parametr diagnostyczny

RT Witodarczyk B Pancreatology 2017

Parametr a B Wartosé krytyczna

IGF-1 (ng/ml)

IGFBP-2 (ng/ml)

IGF-1/IGFBP-2




Biomarker roznicujgcy guz trzustki w
orzebiegu AZT od procesu ztosliwego

» Jednoczesny wzrost IgG4>280 mg/dl, przy CA19-9 <85 U/ml wskazuje
na guz w przebiegu AZT Chang 2014

. Sredni poziom IgG4 u
chorych na AZT=301,9
mg/dl;RT=123,mg/dl

« Punkt odciecialgG4 =210
mg/dl: najwyzsza
CczutosC:83,8% i
swoistosc:89,5% dla AZT

« 35% chorych na RTi
25,4% na PZT miato
IgG4>280 mg/dl!
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ig. 2. Comparison of serum IgG4 levels in patients with autoimmune pancreatitis
IP), pancreatic adenocarcinoma ( PA) and chronic pancreatitis { CP).

Talar-Wojnarowska 2014



Sciezka sygnatowa Hedgehog

» Rola w rozwoju i réznicowaniu tkanki embrionalnej, neurondw, miesni gtadkich,
kosci, komorek nabtonka i komorek hematopoetycznych oraz w tworzeniu
organow,w tym przewodu pokarmowego z wykluczeniem obszaru tworzenia
trzustki

Biatka Hh wigzg receptory btonowe:
» patched (Ptc)
» smoothened (Smo)

» Wigzanie ligandow Hh do Ptc powodujg aktywacje Smo i catej sciezki sygnatowe],
w tym czynnika fransrypcyjnego GLI

Kayed 2006
» W raku trzustki ulega aktywacji w
- komorkach raka

- tkance mezenchymalnej zrebu



Porownanie ekspresiji biatka Shh i SMO w raku
trzustki (RT), przewlektym zapaleniuv trzustki (PZT) i v

osOb zdrowych
Winter 2017
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Biatka Hedgehog w RT cd
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Badania metabolomu

» Metabolomika polega na badaniu unikalnych markerow chemicznych
poszczegolnych procesow metabolicznych w komorce

» Metabolom representuje odczyt fizjologiczny stanu biochemicznego w
roznych obszarach ustroju, dostarcza sygnatow fizjologicznych dotyczgcych
gOeOnzomu | proteomu odzwierciedlajgcych aktualny stan fenotypowy Oliver SG

» Dane metabolomu majq istotny potencjat w wykrywaniu ryzyka raka i
dostarczaniu informaciji nt przebiegajgcych procesdw karcinogenezy

» Metaboliczne zmiany w litych nowotworach ztosliwych, w tym w RT sg od
dawna znane, jako efekt Wartburga Warburg 1956

» Zmiany metabolizmu ( glikoliza beztlenowa) w komorkach raka pozwala na
|kch przelzyme w warunkach niedostateczne| podazy tlenu— proliferacja
omore

» Zastosowanie technik czute] spekirofofometrii masowej w badaniu
metabolomu komadrek RT doprowadzito do wykrycia wielu drobnych molekut i
metabolitdw uzytecznych w réznicowaniu RT i tagodnych chordb tego
narzgdu, zwtaszcza lipidow i kwasow ttuszczowych Zhang 2013
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Table 1 List of metabolites selected based on the multivariate elastic net analysis comprising the biomarker signature and their analysis of
variance results

Trainings set Test set

Metabolite name Fold change p Value FDR Fold change p Value FDR
CA199 18.36 6.89E-09 7.65E-06 1427 3.17E-09 1.07E06
Proline 0.69 2.24E-05 0.0027 0.75 0.0001 0.0082
Sphingomyelin (d182,C17:0) 1.15 0.005612 0.0400 1.15 0.0119 0.06%
Phosphatidylcholine (C18:0,C22:6) 1.26 8.59E-05 0.0034 1.06 0.2091 0.4619
Isocitrate 1.26 0.008074 0.0518 0.99 0.9159 0.9377
Sphinganine-1-phosphate (d18:0) 0.79 0.025867 0.1175 0.85 0.0705 0.2430
Histidine 0.77 0.000324 0.0073 0.79 0.0004 0.0109
Pyruvate 0.93 0.367408 0.6114 0.97 0.6479 0.7976
Ceramide (d18:1,C24:0) 0.79 0.001509 0.0167 0.80 0.0087 0.0583
Sphingomyelin (d17:1,C18:0) 1.36 4.86E-05 0.0029 1.37 4.61E-05 0.0078




PEN ACCESS

Pancreatic Biomarker Signature Score
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Podsumowanie

» Wiekszosc stowarzyszen i grup ekspertow nadal rekomenduje CA 19-9,
jako najlepiej zwalidowany marker RT, niemniej nie znajdujgcy
zastosowania we wczesnej diagnostyce | w badaniach
przesiewowych

» Wykrycie pojedynczego biatka kidre pozwalatoby na wykrycie RT
reprezentujgcego liczne, zroznicowane zmiany genetyczne jest mato
prawdopodobne.

» Nadzieje nalezy wigzac z kombinacjami roznych markerow

» Badania genomu réznych materiatow biologicznych mogg
zidentyfikowac substancje , ktére wymagajqg dalszych badan

» MRNA w surowicy, profile metaboliczne, krgzgce DNA etc mogqg byc
uzyteczne jako biomarkery w przysztosci

» Zintegrowane wieloosrodkowe badania, rejestry RT, wielonarodowe
biobanki i scista wspotpraca sg niezbedne dla przysztego postepu w
te] dziedzinie



vV vV vV vV vV v ©v v v v Vv

Acknowledgements

Prof.dr.hab.n.med.Pawet Lampe

Prof. dr hab.n.med.Janina Grzegorczyk
Prof. dr hab. n med. Marian Danilewicz
Prof. dr hab. n med.Matgorzata Wggrowska-Danilewicz
Dr med. Olga Stasikowska

Dr hab. Renata Talar-Wojnarowska

Dr hab.Anita Ggsiorowska

Dr hab. Marek Olakowski

Dr Pharm Piotr Szczesniak

Dr med.tukasz Durko

Dr Katarzyna Winter



