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Refluxni choroba jicnu (gastroesophageal reflux disease — GERD) je multifaktoridlni onemocnéni, na kterém se mimo jiné podili
i geneticka predispozice jedince. Pri diagnostice GERD a jejich komplikaci, jako je BarrettQv jicen (Barrett’s esophagus — BE)
a adenokarcinom jicnu (esophageal adenocarcinoma - EAC), jsou standardné vyuzivany endoskopické metody a histologic-
ké vysetieni. Pro screening BE u osob se zvySenym rizikem vzniku tohoto onemocnéni i pfi sledovani rozvoje dysplazie BE
by vzorky jicnové sliznice mohly byt odebrany pomoci novodobych neendoskopickych postup, kterymi Ize minimalizovat
invazivnost zakroku a zlepsit compliance a adherenci pacientd k [é¢bé. Neendoskopicky odebrany vzorek sliznice jicnu je
mozné stejné jako vzorek ziskany endoskopickou biopsii analyzovat jak imunohistochemickym vysetfenim, tak provést
molekuldrné biologickou analyzu na specifické biomarkery. Markery jako caudal type homeobox 2 (CDX2) a protein p53 jiz
nasly své uplatnéni v diagnostice GERD, a proto se vyzkum v poslednich letech zaméfuje na identifikaci dalich biomarkerd,
pomoci kterych by bylo mozné spolehlivé predikovat vznik a rozvoj BE nebo EAC. Tento prehledovy ¢lanek shrnuje informace
o modernich neendoskopickych metodéach odbéru vzorkd sliznice jicnu a o biomarkerech, které byly v souvislosti s predikci
a diagnostikou BE a EAC studovany v neendoskopicky odebrané tkani a maji potencidl pro vyuziti v klinické praxi.

Kli¢ova slova: Barrettdyv jicen, adenokarcinom jicnu, biomarkery, Cytosponge™, EsoCheck, EsophaCaps™, miRNA, protein p53.

Biomarkers for non-endoscopic examination of esophageal mucosa

Gastroesophageal reflux disease (GERD) is a multifactorial disease; an individual’s genetic predisposition may contribute to the
development of this disorder. Endoscopic methods and histological examination are commonly used to diagnose GERD and its
complications such as Barrett’s esophagus (BE) and esophageal adenocarcinoma (EAC). For BE screening in high-risk individuals
as well as monitoring the development of BE dysplasia, esophageal mucosa samples could be taken using modern non-endo-
scopic procedures to minimize invasiveness of the procedure and improve patient adherence and compliance with a treatment.
Esophageal mucosa samples taken by non-endoscopic or endoscopic biopsy can be analyzed both by immunohistochemistry
and molecular biology analysis for specific biomarkers. Markers such as caudal type homeobox 2 (CDX2) and protein p53 have
found their use in GERD diagnosis, and therefore research in recent years has focused on identifying other biomarkers that
could reliably predict the development and progression of BE or EAC. This review article summarizes information on modern
non-endoscopic methods of sampling from the esophagus mucosa and biomarkers, which have been studied in connection
with the prediction and diagnosis of BE and EAC and have a potential for the use in clinical practice.
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Uvod

Barrett(lv jicen (Barrett's esophagus — BE) vznikajici v dtsledku chro-
nické refluxni choroby jicnu (gastroesophageal reflux disease — GERD)
je stav, pfi kterém dochézi v distalni ¢asti jicnu k transformaci dlazdico-
vého bunécného epitelu na cylindricky epitel s intestindIni metaplazif.
Onemocnéni je standardné diagnostikovano na zakladé endoskopické-
ho vysetfeni, bioptického odbéru tkané jicnu a ndlezu metaplastického
epitelu intestindlniho typu pfi histologickém vysetieni (1).

BE byva ndhodné zachycen u pfiblizné 1,2-25% osob se zcela
chybéjicimi refluxnimi symptomy (s tzv. tichou GERD) (2). Priblizné
409% pacientl s adenokarcinomem jicnu (esophageal adenocarcino-
ma - EAC) nemé v predchozi anamnéze nalez symptomd GERD (1). Na
zakladé pfitomnosti nebo nepfitomnosti BE Ize charakterizovat 2 typy
EAC, u témér poloviny pacientt se EAC nevyskytuje v terénu intesti-
nalni metaplazie (3). Celopopulacnf screening, tak jak ho zndme napt.
u kolorektalnfho karcinomu, by byl s ohledem na naklady a nizkou miru
prevalence BE neefektivni. Avsak mohl by najit své uplatnéni u jedincd
s rizikovymi faktory, mezi které patif: vék nad 50 let, muzské pohlavi,
bild rasa, intraabdominalni obezita, chronické GERD symptomy, ale
také pozitivni rodinnd anamnéza BE nebo EAC u piibuznych prvniho
stupné (1, 4). Pacienti, kteff podstoupili jak endoskopii, tak neendosko-
pické vysetfeni, uvedli, Ze vysetfeni neendoskopickymi metodami je
rychlejsi a komfortnéjsi, coz by mohlo pfispét ke zlepseni compliance
a adherence k [é¢bé u téch pacient(, ktefi z endoskopického vysetrent
maji obavy (5).

V¢asné zachyceni pacientU s dysplastickymi a neoplastickymi zmé-
nami je klicové pro moznost jejich kurativniho feseni (4). U pacient( s BE
bez dysplastickych zmén (NDBE — non-dysplastic Barrett's esophagus)
je endoskopie indikovana jednou za 3-5 let, u dysplastickych nalez{
BE se intervaly zkracujf (6), nicméné EAC se vyvine béhem sledovanf
asi u 0,2-0,59% pacientt s NDBE za rok (7).

Prestoze standardni endoskopie a biopsie zlstavaji nejdllezitéjsim
nastrojem pro hodnoceni onemocnént slizni¢nich zmén v jicnu, pfi
screeningu BE by mohly byt nahrazeny jednoduchymi neendoskopic-
kymi metodami odbéru vzorku, které maji lepsi toleranci, a které Ize

provadét v prostfedf primarni péce a pfi nizsich ¢asovych nakladech.
Stejné jako endoskopicky odebrand tkan i tyto neendoskopicky ziskané
vzorky mohou byt analyzovdny pomoci histologické a imunohisto-
chemické (IHC) diagnostiky a molekuldrné biologickymi metodami
(8, 9). Ackoliv je endoskopicky pfistup pfi odbéru vzorkl vhodnéjsi
pro naslednou histologickou analyzu (pfedevsim cytologickou), tak
u neendoskopickych metod odbéru vzorku je moznou prednosti to,
Ze stér obsahuje bunky z celé cirkumference distélniho jicnu, ¢imz se

sance na zjisteni intestinalni metaplazie zvysuje.

Neendoskopické metody odbéru vzorki
sliznice jicnu

K neendoskopickému ziskanf vzorku sliznice jicnu maze byt vyuzit
EsophaCaps™(Capnostics LLC; Doylestown PA) nebo podobny systém
Cytosponge™ (Medtronic Gl Solutions) (10). V obou pripadech se jedna
o malou houbicku uzavienou v Zelatinové kapsli s navazanym vidknem
(Obr. 1). Pacient si vloZi kapsli do Ust a spolkne ji pfi zapiti vodou, pfitom
vlakno volné drZi v ruce. Po 5 minutach se Zelatinova kapsle v zaludku
rozpustia uvolni se kulovita polyuretanova houbicka o prdmeéru 3 cm.
Pacientovi je pomoci spreje aplikovdno lokdlni anestetikum (napf. 1%
lidokain) do dutiny Ustni a nasledné je houbicka pomoci vldkna vyta-
Zena. Po odbéru je vldkno od houbicky oddéleno a houbicka s pfilnu-
tymi povrchovymi burikami jicnu je umisténa do konzervacni tekutiny
(Cytolyt) pro nasledné zpracovani. Pro cytopatologické a IHC vysetienf
je tfeba bunécnou suspenzi centrifugovat, bunécny pelet zafixovat
resuspendaci ve formalinu, opét centrifugovat a prevést jej do parafinu.
Parafinovy blocek je ndsledné narezén, prenesen na sklicko a nabarven
standardnim postupem hematoxylin-eozinem, nebo je zpracovan pro
IHC detekci vybranych proteint (11). K detekci genetickych biomarkerd
pomoci molekuldrmé biologickych pfistupd (PCR nebo sekvenovéani no-
vé generace — next generation sequencing — NGS) je tfeba ze suspenze
bunék izolovat RNA nebo DNA, a tu analyzovat (12, 13).

Dalsi alternativu predstavuje EsoCheck (PAVmed Inc), ktery na rozdil
od predchozich dvou metod disponuje malym nafukovacim balonkem
s hrubym povrchem a 68 cm dlouhym katétrem, diky kterému mdze byt

Obr. 1. EsophaCap™ s uzavienou houbickou (A), s extrahovanou houbickou (B) (11), Cytosponge™ (C) (10)
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Obr. 2. EsoCheck je spolknut (1), balének je v Zaludku nafouknut (2), pomoci orientacnich znacek na katetru je EsoCheck vytazen asi 5 cm proximdiné od
gastroezofagedini junkce (3), baldnek je vyfouknut pro zabrdnéni kontaminace a vyjmut (4) (14)

g+ !

balonek v zaludku nafouknut a opétovné vyfouknut asi 5 cm proximalné
od gastroezofagedlni junkce, coz vyrazné snizuje riziko kontaminace
vzorku béhem vyjmuti aparatu (Obr. 2) (14).

Tyto neendoskopické postupy odbéru jicnové tkdné jsou kontrain-
dikovany u pacientl s dysfagif, poruchami polykani, zndmymi anatomic-
kymi abnormalitami jicnu a u pacient( uzivajicich antikoagulancia (10).

Slizniéni (tkaiové) biomarkery
pro Barrettiiv jicen

Analyzou vhodnych biomarkerd ve sliznici jicnu je mozné predi-
kovat vznik a rozvoj BE i EAC. Pojmem biomarker v souvislosti s timto
kontextem rozumime indikétor, u kterého sledujeme jeho:
i) genové alterace (mutace),
i) epigenetické modifikace (metylace, acetylace),

.ny"' 4|

i) genovou expresi medidtorové RNA (MRNA) i mikroRNA (miRNA)
a/nebo iv) detekujeme protein nebo peptid ve tkani.

K analyze genovych alteraci, epigenetickych modifikaci a exprese
genl je vyuzivano molekuldrné biologickych pfistupd, jejichz vyhodami
jsou automatizace pro zpracovani velkého poctu vzorkd a objektivita,
nebot metody obchazi subjektivni hodnoceni pfi IHC vyuZzivané pfi
detekci proteinovych biomarkert (Obr. 3) (15, 16).

Genetické biomarkery v kombinaci
s neendoskopickymi metodami

Protein p53 je transkripcni faktor, ktery reguluje bunécny cyklus pfi
poskozeni DNA. Inaktivujici mutace v genu pro p53 (TP53) vznikajici
v pribéhu neoplazie vedou bud k UpIné ztraté proteinu p53, nebo ke
zvysené expresi genu TP53 (Obr. 4) (17). Pro detekci mutaci ve struktufe

Obr. 3. Vysetreni biomarker ve vzorku jicnové sliznice ziskanych neendoskopickou metodou (vytvoreno pomoci programu BioRender.com)
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Obr. 4. Genetické a epigenetické markery pro BE v kombinaci s neendoskopickym odbérem vzorkd sliznice jicnu (vytvofeno pomoci programu BioRender.com)
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genu pro tento nadorovy supresor Ize vyuZit techniky zalozené na
PCR i NGS. Genetické zmény typické pro nddorové buriky mohou byt
uzite¢nym prognostickym markerem, slouzi k hodnocenf,low"a ,high
grade” dysplazif (LGD a HGD). Muta¢ni analyzu genu TP53 zprostfedko-
vava naprt. Oddélenf ékarské genetiky FN Brno (18).

Epigenetické biomarkery v kombinaci
s neendoskopickymi metodami

Epigenetické alterace sice nezasahuji do primérn{ sekvence mo-
lekuly DNA, nicméné mohou vyznamné ovliviiovat genovou expresi
a v kone¢ném dlsledku i koncentraci proteinu, ktery koduiji (Obr. 4) (16).

Kidentifikaci hypermetylovanych gend Ize vyuzit systém lllumina
27k array, diky kterému jsme schopni kvantifikovat Urovers metylace ve
specifickych lokusech genomu (19), nebo Ize sekvenovat cely metylom
(20). Vysledky ziskané sekvenovanim DNA ze zdravé dlazdicové tkdné
jicnu jsou nasledné porovnavany se vzorky BE (19). Timto zplsobem
byly analyzovény metylace gend pro faktor vymény guanidinovych
nukleotidti (VAV3), transkrip¢ni faktor Twist-related protein 1
(TWIST1), reguldtor bunééného cyklu cyklin A1 (CCNAT) a vimentin
(VIM) a shledany jako vhodné biomarkery pro BE (15, 19, 20).

V souvislosti s BE byly déle studovany hypermetylace a s nimi spo-
jené inaktivace proapoptickych genl jako Runt-related transkripéni
faktor 3 (RUNX3), genli zapojenych do kontroly buné¢ného cyklu
jako cyklin dependentni kindza p16 nebo reparace DNA a tumor-
-supresorovych gend, jako jsou myoblast determinujici protein
1 (MYOD1), protein kindza C-vazajici protein (NELL1), A-kinaza
ukotvujici protein 12 (AKAP12) nebo protachykinin 1 (TACT) (21).
Déle z rodiny tumor-supresorovych gend byly analyzovany metylace
gend pro nékteré proteiny se strukturnimi motivy zinkovych prstt
(ZNF). Tyto proteiny jsou diky své struktufe schopny interakce s DNA,
RNA i jinymi proteiny a podileji se tak na transkripni regulaci, ubikviti-
nem zprostredkované degradaci proteinu, transdukci signélu, migraci
bunék a opravé DNA. Navic bylo zjisténo, ze mohou byt zapojené jak
do karcinogeneze, tak do tvorby metastaz (22).

VNITRNI LEKARSTV( / Vnitf Lék 2020; 66(7): e13-e19 /
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V procesu metastazovani, tedy uvolnéni nddorovych bunék z pri-
marniho loziska, je zapotrebi degradace extraceluldrni matrix, na
které se podileji rizné druhy proteinaz. Inhibitor cesty tkanového
faktoru 2 (TFPI2) vykazuje silnou inhibi¢ni aktivitu proti celé fadé
téchto proteindz, tim chrani extraceluldrni matrix proti degradaci
a s ni spojenou migraci nadorovych bunék. TFPI2 je ¢asto metylovan
u karcinomu jicnu (23).

Biomarkery exprese genii v kombinaci
s neendoskopickymi metodami

Mezi tyto biomarkery mizeme zafadit méné studované exprese
mRNA a miRNA, k jejichz analyze se vyuzivéa expresnich ¢ipl nebo RNA
sekvenovanf (16).

miRNA jsou malé nekddujici molekuly RNA, které rozpoznaji ci-
lovou sekvenci mRNA a inhibuji tak pfeklad mRNA do proteinu (24).
Kromé toho jsou profily miRNA Uzce spojovény se specifickou tkanf
nebo onemocnénim a v biologickych vzorcich jsou vysoce stabilnf.
Napfiklad ve vzorcich jicnu odebranych neendoskopickymi metodami
byly s BE asociovany miR-192, miR-194, miR-196a a miR-215 (Obr. 5) (12).
Problematice miRNA v kontextu s GERD se v Ceské republice vénuje
tym prof. Slabého, ktery v endoskopicky odebrané tkani BE i EAC zazna-
menal signifikantné zvysenou expresi miR-192 a miR-194 v porovnani
s normalnijicnovou tkanf (25).

Proteinové a peptidové biomarkery
v kombinaci s neendoskopickymi metodami

Ke stanoven( koncentrace proteinového biomarkeru ve vzorku jic-
nové tkane je nejcastéji vyuzivana technika IHC, tedy barveni proteinu
specifickymi protildtkami. Pro posouzeni dysplazie u pacientl s BE
doporucuje Britska gastroenterologicka spolecnost IHC vysetieni vyse
zminéného proteinu p53 (26).

Dalsimi studovanymi biomarkery v souvislosti s needoskopickymi
metodami jsou peptidy z rodiny trifolatového faktoru (TFF). Rodina
je tvofena tfemi peptidy TFF1, TFF2 a TFF3 vyskytujicimi se v burikach

www.casopisvnitrnilekarstvi.cz
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Obr. 5. Biomarkery exprese genti a proteinové biomarkery pro BE v kombinaci s neendoskopickym odbérem vzork sliznice jicnu (vytvoreno pomoci pro-

gramu BioRender.com)
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produkujicich mucin, ktery se svymi protizanétlivymi, angiogennimi
a reparac¢nimi Uc¢inky podili na ochrané a obnové Zaludec¢nf a intes-
tindlni sliznice. Za fyziologickych podminek je exprese gent téchto
peptidd tkanové (bunécné) specifickd (Obr. 6), proto muize byt sta-
novenf jejich koncentrace vyuzito k detekci a hodnocenf intestinalnf
metaplazie (27).

Déle jsou s BE asociovény potencidlni biomarkery proto-onkogen
c-Myc, aurora kinaza A (AurKA) a mucin 2 (MUC2) (Obr. 5). Protein
c-Myc se uplatnuje v regulaci buné¢ného metabolismu ¢i rlistu a nad-
mérna exprese jeho genu je spojovana s metabolickymi procesy ve-
doucimi ke zvysené tvorbé nukleovych kyselin, proteint a lipidd, které
jsou nezbytné pro rychlou bunécnou proliferaci transformovanych
bunék (28). AurkA je reguldtorem mitdzy, pficemz jeji zvysend exprese
je asociovana s nestabilitou chromozomd a aneuploidif (zména poctu
chromozomd) ovliviujici vyvoj BE smérem k EAC (29). MUC2 je hlavni
intestindIni mucin produkovany pohérkovymi burikami v gastrointes-
tindInim traktu. V dysplastickych a EAC vzorcich je viak IHC proteinu
MUC2 negativni, coz vyrazné snizuje senzitivitu screeningového testu
pro BE (11).

PrestoZe se Zadny biomarker zatim nedostal do stadia rutinniho
klinického pouzivani (26), nékteré laboratore nabizeji ke standardnimu
histologickému vysetieni endoskopicky odebrané jicnové tkané také
IHC doplikové vysetfeni proteinu p53, kterym Ize dobfe hodnotit stu-
pen dysplazie, nebo analyzu specifického proteinu pro intestindIni epitel
tzv. caudal type homeobox 2 (CDX2), ktery se vyuziva pro potvrzeni BE
s poharkovymi burikami, ale i bez nich (30, 31).

www.casopisvnitrnilekarstvi.cz
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0br. 6. Exprese peptidi TFF v gastrointestindlnim traktu (vytvoreno pomoci
programu BioRender.com)
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V literatufe jsou prezentovany vysledky studif, jejichZ cilem je iden-
tifikace dalsich biomarkerd, které by mohly spolu s klinickymi a enviro-
mentalnimi faktory predikovat vznik a rozvoj BE nebo EAC (26). VSechny
dosud studované biomarkery, které byly testovany v kombinaci s neen-
doskopickymi metodami odbéru vzorkd sliznice jicnu a u kterych byla
hodnocena senzitivita a specifita, jsou shrnuty v Tab. 1.

Aby se neendoskopicka screeningova technika pro BE mohla stét
soucasti standardni klinické praxe, méla by byt jeji specifita a senzitivita
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Tab. 1. Studované biomarkery v kombinaci s neendoskopickymi metodami odbéru vzorkd jicnové sliznice

Detekce Pocet os?’b gdbér’v zo’r kljl Biomarker Metoda . Specifita % | Senzitivita% | citace®
(kontroly*/ pripady) | jicnové tkané stanoveni
BE 0/501 Cytosponge TFF3 IHC 83,8%/93,5° 73,3%/90,0° [34]
BE 445/596 Cytosponge TFF3 HC R4 79,9/87,2 [35]
progrese 376 NDBE/92 dysplazie Cytosponge TP53 mutace NGS 85,0 58,0 [36]
do LDG/HDG cMyc IHC 72,0 63,0
AurkA IHC 70,0 78,0
p53 IHC 96,0 58,0
MYOD! metylace MethyLight PCR 67,0 64,0
RUNX3 metylace MethyLight PCR 74,0 60,0
BE 139/169 Cytosponge TFPI2 metylace MethyLight PCR 95,7 82,2 [19]
TWISTT metylace MethyLight PCR 93,0 69,8
ZNF345 metylace MethyLight PCR 100,0 62,4
ZNF569 metylace MethyLight PCR 99,2 59,1
BE 20/20 EsophaCap VAV3 + ZNF682 metylace metyla¢né 100,0 100,0 [20]
specifickd gPCR
BE 26/38 Cytosponge exprese miR-1963, gPCRa IHC 93,7 93,1 [12]
mMiR-192, miR-194 a miR-215
v kombinaci s TFF3
progrese do NDBE 36/50 EsoCheck VIM + CCNAT metylace NGS 91,7 90,3/94,4¢ [15]
BE 14/14 EsophaCap pl6, NELL1, AKAP12, TACT metyla¢né 62,2 94,4* [13]
metylace specifickd gPCR
BE 34/102 EsophaCap MUC2 IHC 100,0 54,2 [

*kontroly — jedinci s dyspepsii nebo refluxnimi symptomy bez endoskopické evidence NDBE, BE, dysplazie nebo EAC
a=1cm dlouhy segment BE, b = 2 cm dlouhy segment BE, ¢ > 3cm dlouhy segment BE

#v kombinaci s vékem
Sstudie sefazené dle roku publikovdni vzestupné

alespon 90% nebo vyssi. Zatimco specifita je definovana jako pravdé-
podobnost, Ze test je negativni u osob bez hledaného onemocnénti, tak
senzitivita udava charakteristiku klinického testu korektné identifikovat
pacienty s danym onemocnénim (32). Specifita i senzitivita mohou byt
ovlivnény délkou segmentu Barrettova jicnu. Tento trend je analogicky
i u endoskopické metody, kdy se diagnostika intestindlni metaplazie
zlepduje s délkou segmentu Barrettova jicnu a poc¢tem odebranych
biopsif (1).

Testovaci technika by dale méla byt nakladové efektivni, prijatelna
pro testovanou populaci, dobfe implementovatelnd do prostfedi pri-
marni péce nebo do rutinni gastroenterologické praxe, a predevsim
Uc¢inna ve snizenf incidence a mortality EAC (33).

Zaveér

V¢asna detekce dysplazie a ¢asného EAC jicnu mize byt nesnadna,
protoZe vétsina pacientl je asymptomaticka, dokud neprogredujf
do pokrocilejsich a kurabilné nelécitelnych stadii. Celoplosny endo-
skopicky screening téchto asymptomatickych jedincl je z hlediska
invazivnosti, casové narocnosti, a pfedevsim nizké miry prevalence
BE a EAC neredlny.

Resenim by mohlo byt vyuZiti neinvazivnich neendoskopickych
metod (Cytosponge™, EsophaCaps™, Esocheck) s néslednym stanove-
nim genetickych, epigenetickych, genové expresnich a proteinovych
¢i peptidovych biomarkerd u rizikové populace a pacientl s NDBE.
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