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Abstrakt

Testikularne germinativne nadory predstavuju model uspesne liecitelného zhubného ochorenia mladych
dospelych, avSak nésledky liecby mozu ovplyviiovat’ zdravie prezivsich pocas niekol'kych desatroci. Medzi
klinicky vyznamné neskoré komplikécie patria periférna neuropatia, kognitivne t'azkosti, ototoxicita,
kardiometabolické poruchy a chronicka tnava. Longitudinalne pozorovania ukazuju, ze kognitivne
poskodenie moze pretrvavat’ bez vyznamného zlepSenia mnoho rokov po liecbe. Sucasne boli opisané
dlhodobé zmeny imunofenotypu periférnej krvi, asocidcie medzi aktivaciou vrodenej imunity a periférnou
neuropatiou a vztah vysSich plazmatickych hladin sérového amyloidu A4 ku kognitivnym t'azkostiam.
Tieto nalezy podporuju integrovany mechanisticky model, podl'a ktorého neskora neurotoxicita nie je iba
nasledkom jednorazového priameho poskodenia neurénov pocas liecby. Mbze predstavovat’ dlhodobo
udrziavany proces zahinajuci rezidualnu cisplatinu, poskodenie DNA a mitochondrii, poruchu ¢revnej
bariéry, mikrobidlnu translokaciu, remodelaciu imunitného systému, chronicky nizkostupiiovy zapal a
zmeny metabolizmu lipidov. Kognitivne poskodenie a periférna neuropatia tak mézu byt rozdielnymi
klinickymi prejavmi spolo¢ného systémového mechanizmu neskorej toxicity

Kradové slova: testikularne germinativne nadory, cisplatina, kognitivne poSkodenie, periférna neuropatia,
mikrobialna translokacia, neuroinflamacia

Uvod

Testikularne germinativne nadory su najcastejSie zhubné nadory mladych muzov. Vd'aka vysokej citlivosti
na cisplatinovi chemoterapiu mozno vylie¢it' vacSinu pacientov vratane priblizne 90 % pacientov s
metastatickym ochorenim a celkové dlhodobé prezivanie naprie¢ Stddiami presahuje 95 % [1]. Vysledkom
tohto terapeutického tspechu je rastiica populdcia muzov, ktori po ukonceni liecby preziju dalSie
desat’rocia.

Dlhodobé progndza vsak nie je urcena iba rizikom recidivy. Cisplatina, radioterapia a kombinovana liecba
su spojené s periférnou neuropatiou, ototoxicitou, renalnym poskodenim, hypogonadizmom,
kardiovaskularnymi a metabolickymi ochoreniami, sekundarnymi malignitami, chronickou unavou a
poruchami kognitivneho fungovania [2,3]. Tieto komplikacie moézu ovplyvnit pracovné uplatnenie,
rodinny zivot a kvalitu zivota v obdobi, ked’ su prezivsi spolocensky a ekonomicky najaktivnejsi.
Kognitivne poSkodenie suvisiace s nadorovym ochorenim a jeho lieCbou zahiha subjektivne alebo
objektivne zhorSenie paméti, pozornosti, rychlosti spracovania informacii, exekutivnych funkcii a
schopnosti ststredit’ sa. Jeho etiologia je multifaktoridlna a nemozno ho automaticky vysvetlit' iba
psychologickym stresom alebo bezprostrednymi uc¢inkami chemoterapie [4]. U dlhodobych prezivsich
testikularnych nadorov boli kognitivne tazkosti dokumentované priblizne desat’ rokov po lie¢be, pricom
horsie vysledky sa pozorovali najmé po kombinacii chemoterapie a radioterapie a po vyssej kumulativnej
davke cisplatiny [5,6].

Stbor publikovanych klinickych a transla¢nych pozorovani dnes umoziuje rozvinat’ hypotézu, podl'a ktorej
neskora neurotoxicita nevznika pdsobenim jediného mechanizmu. Pravdepodobnejsi je viacstupnovy
model vzajomne prepojenych biologickych zmien, ktoré¢ sa po skonceni liecby mézu dlhodobo udrziavat
alebo navzajom zosilnovat.

Pretrvavanie kognitivneho poskodenia

V longitudinalnej $tudii bolo hodnotenych 151 prezivSich pomocou validovaného dotaznika FACT-Cog.
Median ¢asu od ukoncenia lieCby po prvé hodnotenie bol osem rokov a pacienti nasledne absolvovali
kazdoro¢né vySetrenia pocas d’alSich piatich rokov [6]. V celej kohorte sa pocas sledovania nepreukazalo
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vyznamné zlepSenie kognitivnych skore. Pacienti, ktori absolvovali chemoterapiu aj radioterapiu,
dosahovali opakovane najhorsie vysledky, najma v oblasti vnimanych kognitivnych schopnosti a celkového
kognitivneho skore. HorSie vysledky sa pozorovali aj u pacientov liecenych kumulativnou déavkou
cisplatiny najmenej 400 mg/m?.

Tieto pozorovania ukazuji, ze kognitivne tazkosti nemozno povazovat iba za kratkodoby stav
bezprostredne po chemoterapii. Spojenie s kombinovanou liecCbou a davkou cisplatiny podporuje
biologicky vztah medzi intenzitou lieCebnej expozicie a neskorou neurotoxicitou. Retroperitonealna
radioterapia pritom priamo nezasahuje mozgové tkanivo. HorSie kognitivne vysledky po kombinovane;j
liecbe preto podporuju Gcast’ systémovych procesov, napriklad poskodenia cievneho endotelu, ¢revnej
bariéry, metabolickej dysregulacie alebo chronickej imunitnej aktivacie.

Od priamej toxicity k dlhodobému systémovému procesu

Rezidualna cisplatina, poSkodenie DNA a mitochondriilna dysfunkcia

Cisplatina vytvara vnutroretazcové a medziretazcové vizby v DNA. Nasledkom je aktivacia odpovede na
poskodenie DNA, zastavenie bunkového cyklu, oxidativny stres a apoptoza. Tieto ucinky s zdkladom
protinadorovej ucinnosti, ale poskodenie nie je obmedzené iba na nadorové bunky. Platina méze zostat’ v
organizme meratelnd mnoho rokov po ukonceni chemoterapie [2]. Tkanivové zasobniky a dlhodobé
uvolnovanie malych mnozstiev platiny by mohli spdsobovat’ opakovanu nizkouroviiovll expoziciu buniek
a prispievat’ k oxidativnemu stresu, mitochondridlnemu poskodeniu, endotelovej dysfunkcii a naruSeniu
opravnych mechanizmov DNA.

Neurony a senzorické ganglia st zvlast citlivé na mitochondridlnu dysfunkciu, pretoze maju vysoké
energetické naroky a obmedzent schopnost’ regeneracie. DIhé periférne axény su navysSe zavislé od
efektivneho axonalneho transportu. Poskodenie mitochondrii, mikrotubulov a intracelularneho transportu
preto moze prispievat’ k typickému distalnemu senzorickému charakteru cisplatinou indukovanej periférnej
neuropatie. Samotnd priama neurotoxicita vSak nevysvetluje rozdiely v imunofenotype, asociicie s
biomarkermi vrodenej imunity ani vztah k proteinom metabolizmu lipidov. Priamy ucinok cisplatiny je
preto pravdepodobne prvou sti¢ast'ou SirSieho procesu.

Crevna bariéra a mikrobialna translokacia

Chemoterapia a radioterapia poskodzuju rychlo sa deliace bunky ¢revného epitelu, menia zloZenie
mikrobioty a mdzu zvysit’ priepustnost’ ¢revnej bariéry. Mikrobidlne produkty sa nasledne mézu dostat’ do
systémovej cirkulacie. U dlhodobych prezivsich boli preukdzané asocidcie medzi kognitivnym poskodenim
a biomarkermi mikrobialnej translokacie [5]. Podobny mechanizmus sa javi relevantny aj pre periférnu
neurotoxicitu.

V kohorte 170 prezivsich s medidnom sledovania desat’ rokov boli analyzované plazmatické hladiny
sCD14, HMGBI, lipopolysacharidu a D-laktatu vo vzt'ahu k symptémom periférnej neuropatie. Vyssie
hladiny sCD14 boli spojené s vyssim celkovym skdre neuropatie a vyraznejSimi senzorickymi priznakmi.
Pacienti po chemoterapii mali zdroven vyznamne vysSie hladiny sCD14 nez pacienti lieceni iba
orchiektomiou. V skupine po chemoterapii bolo zvysené sCD14 spojené s priblizne 3,5-nasobne vysSim
rizikom motorickej neuropatie. Vyssie hodnoty sCD14 a HMGBI suviseli aj s autonomnou dysfunkciou
vo vybranych lieCebnych skupinach [8].

sCD14 je markerom aktivacie monocytov a vrodenej imunitnej odpovede na bakteridlne produkty, najmé
lipopolysacharid. Vysledky preto podporuji model, podla ktorého porucha ¢revnej bariéry nemusi byt iba
prechodnou komplikaciou akutnej liecby. U Casti pacientov moze viest' k dlhodobej stimulacii vrodene;j
imunity a k vytvoreniu prozapalového prostredia podporujuceho poskodenie nervovych Struktur.

Dlhodoba remodelacia imunitného systému

Imunofenotyp periférnej krvi bol analyzovany u 202 prezivSich s medianom sledovania 13 rokov.
Prietokovou cytometriou bolo hodnotenych 27 populécii imunitnych buniek. Rozdiely sa identifikovali v
zastipeni B-lymfocytov, eozinofilov, dvojito negativnych T-lymfocytov, konvencnych dendritickych
buniek a dalsich populacii v zévislosti od liecebnej modality a kumulativnej davky cisplatiny [7].



Jednotlivé rozdiely nemozno interpretovat’ ako jednoduchy stav v§eobecnej imunosupresie. Skor naznacuji
dlhodobu remodeléciu imunitného systému. Liecba mo6Ze zmenit’ rovnovahu medzi vrodenou a adaptivnou
imunitou, medzi naivnymi a pamitovymi populdciami a medzi prozapalovymi a regulacnymi
mechanizmami. Sucastou tohto procesu moze byt zrychlené imunitné starnutie. Senescentné bunky
zostavaju metabolicky aktivne a mézu produkovat’ cytokiny, chemokiny a d’alSie mediatory, ktoré
dlhodobo ovplyviiuju endotel, periférne nervy aj centralny nervovy systém.

Periférna imunitnd aktivacia méze zasiahnut' mozog prostrednictvom cirkulujticich cytokinov, aktivacie
endotelu, zmeny permeability hematoencefalickej bariéry, stimuldcie aferentnych nervovych dréh alebo
sekundarnej aktivacie mikroglie. Neuroinflamicia méze nasledne ovplyvnit synaptickt plasticitu,
neurogenézu a funkciu neurénovych sieti potrebnych pre pamét’ a pozornost’ [4].

SAA4, metabolizmus lipidov a neuroinflamacia

Sérovy amyloid A4 bol analyzovany u 177 prezivSich s medianom sledovania devét rokov. SAA4 je
konstitutivne exprimovany apolipoprotein zapojeny do transportu a metabolizmu lipidov. Pacienti s hor§im
celkovym kognitivnym skoére mali vyssie plazmatické hladiny SAA4 nez pacienti s lepSim skore. Vyssie
hodnoty boli pozorované aj u pacientov s vyraznej$im vnimanym kognitivnym poskodenim; podobny trend
bol pritomny pri hodnoteni vplyvu kognitivnych tazkosti na kvalitu zivota [10].

Tieto vysledky nepreukazuji kauzalny ti€¢inok SAA4 na nervovy systém. SAA4 moze byt biomarkerom
spolo¢ného biologického procesu zahriajuceho chronicky zapal, dyslipidémiu, vaskularne poskodenie
alebo zmeny funkcie hematoencefalickej bariéry. Lipoproteiny st ddlezité pre transport lipidov, obnovu
bunkovych membran, myelinizaciu a synaptickil funkciu. Ich dlhodoba dysregulacia by preto mohla
prepajat’ metabolické a zapalové komplikacie lie¢by s kognitivnym poskodenim.

Rozsirené proteomické analyzy identifikovali aj vztahy kumulativnej davky cisplatiny k SAA4,
apolipoproteinu A1, apolipoproteinu E a kininogénu 1. Ide o explorativne nalezy, ktoré podporuji hypotézu
SirSej siete proteinov spojenych so zapalom, koagulaciou, cievnou homeostazou a metabolizmom lipidov,
vyzaduju vSak nezavislu validaciu.

Integrovana hypotéza neskorej neurotoxicity

Dostupné vysledky umoziiuju formulovat’ viacturoviiovy model neskorej toxicity. Prvym zésahom je
protinddorova liecba. Cisplatina vyvolava poskodenie DNA, mitochondrii a neurénovych $truktar, zatial
¢o chemoterapia a radioterapia narusaju epitelové a cievne bariéry. U vac¢Siny pacientov dojde k postupne;j
reparacii, jej rozsah vSak moze byt ovplyvneny davkou, kombindciou lieCebnych modalit, genetickou
predispoziciou, metabolickym stavom a d’al§imi faktormi.

Druhou troviiou je pretrvavanie biologickych nasledkov. Rezidualna platina, mitochondrialna dysfunkcia,
poskodené alebo senescentné bunky a zmenena Crevna bariéra mozu vytvarat dlhodobé stimuly aj po
skonceni liecby. Tretou uroviiou je systémova odpoved’ organizmu. Mikrobidlne produkty, molekuly
uvol'nené z poskodenych buniek a metabolické zmeny aktivuji vrodent imunitu. Postupne méze vzniknat’
chronicky nizkostupniovy zapal, imunitna remodelacia a endotelova dysfunkcia.

Stvrtou tiroviiou je poskodenie cielovych organov. Periférne nervy, autondmny nervovy systém a mozgové
siete mozu byt vystavené¢ kombinacii priameho poSkodenia, nedostatocnej regeneracie, vaskularnych
zmien a chronickej zapalovej signalizacie. Kognitivne poSkodenie a periférna neuropatia preto nemusia
predstavovat’ dve nezavislé komplikacie, ale rozdielne prejavy spolo¢ného systémového procesu.

Vznika tak potencialny spéatnovizbovy mechanizmus: poskodenie tkaniva podporuje zapal, zapal zhorsuje
regeneraciu a bariérové funkcie a d’al$ia mikrobidlna translokacia udrziava aktivaciu vrodenej imunity.
Tento model vysvetl'uje, preco u Casti prezivsich tazkosti pretrvavaju aj desatrocia po ukonceni lieCby.
Zaroven ponechava priestor pre individudlne rozdiely: rovnakd davka liecby nemusi viest’ k rovnakej
toxicite, pretoZe rozhoduje aj schopnost’ reparacie, vychodiskovy metabolicky stav, genetické determinanty
detoxikacie a neuroregeneracie, zivotny $tyl a d’alSie expozicie.

Klinické a vyskumné dosledky

Doterajsie vysledky neumoziuju odporucit SAA4, sCD14 ani konkrétny imunofenotyp ako rutinné
klinické biomarkery. Ide prevazne o observa¢né asocidcie a niektoré liecebné podskupiny boli relativne
malé. Kognitivne fungovanie bolo navy$e hodnotené predovsetkym pacientom uvadzanym dotaznikom,
ktory zachytava klinicky relevantnt skiisenost’, ale nenahradza komplexné neuropsychologické vySetrenie.
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Vysledky vSak uréuju smer d’alSiecho vyskumu. Potrebné je longitudinalne prepojenie kognitivnych a
neurologickych vysledkov s meranim rezidualnej platiny, poSkodenia DNA, mitochondridlnej funkcie,
¢revnej permeability, mikrobiomu, zapalovych mediatorov a proteomickych profilov. Doélezitd bude
externa validacia v nezavislych kohortach a rozlisenie biomarkerov expozicie, biologického poskodenia a
klinickej vnimavosti.

Integrovany model otvara priestor aj pre preventivne a terapeutické intervencie. Potencidlne
ovplyvnitelnymi oblastami su fyzicka aktivita, metabolické zdravie, cievne rizikové faktory, zloZenie
stravy, ¢revnd bariéra, mikrobiota a chronické zapalova aktivacia. Ich u¢innost’ vS8ak musi byt overena v
prospektivnych intervenénych §tadiach. Z klinického hladiska je podstatné, aby sledovanie prezivSich
nebolo zamerané iba na recidivu nadoru. Systematické zistovanie neuropatie, kognitivnych t'azkosti,
unavy, kardiometabolickych rizik a kvality Zivota m6ze umoznit’ skorSiu podpornu intervenciu. Najvyssiu
pozornost’ mozu vyzadovat’ pacienti po kombinovanej chemoterapii a radioterapii a pacienti vystaveni
vy$$im kumulativnym davkam cisplatiny.

Zaver

Kognitivne poskodenie u Casti prezivsich testikularnych germinativnych nadorov predstavuje dlhodoby a
pretrvavajuci klinicky problém. Pozorované zmeny imunofenotypu, asociacia sCD14 a HMGBI s
periférnou neuropatiou a vztah vyssich hladin SAA4 ku kognitivnemu poskodeniu podporuju koncept
systémovej neskorej neurotoxicity.

Najpravdepodobnejsim vysvetlenim nie je jediny izolovany mechanizmus, ale prepojenie rezidudlnej
cisplatiny, poskodenia DNA a mitochondrii, ¢revnej mikrobidlnej translokacie, vrodenej imunitnej
aktivacie, chronického zapalu a portch lipidového a cievneho metabolizmu. Tento model vytvara
vychodisko pre biomarkerovo orientované sledovanie pacientov a pre vyvoj intervencii zameranych nielen
na liecbu symptomov, ale aj na biologické mechanizmy, ktoré ich udrziavaju.

Tato praca bola finanéne podporend v ramci schémy Stipendia pre excelentnych vyskumnikov a
vyskumnicky kéd projektu 09103-03-V04-00248, financovana z prostriedkov Planu obnovy a odolnosti SR
a Europskej tinie cez mechanizmus NextGenerationEU.
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Abstrakt

Vychodiska: Bleomycinom indukovanad plucna toxicita zostava vyznamnou komplikaciou kurativnej
chemoterapie BEP pri germinativnych nadoroch, priCom doposial nie je dostupny validovany cirkulujuci
biomarker umoznujuci individualnu predikciu rizika alebo v€asnu detekciu poskodenia pluc.

Metody: Do tejto explorativnej kohortovej Studie realizovanej v dvoch centrach bolo zaradenych 60
pacientov s germinativnymi nadormi lie¢enych terapeutickymi tromi alebo Styrmi cyklami chemoterapie
bleomycin, etopozid a cisplatina (BEP). Samostatne bola analyzovana kohorta 18 pacientov s
germinativnymi nadormi lie€enych adjuvantnym jednym cyklom chemoterapie BEP. Hladiny surfaktant
proteinu D (SP-D) a solubilného receptora pre konec¢né produkty pokrocilej glykécie (SRAGE) v plazme a
moci boli hodnotené pred lieCbou, pocas nej a po ukoncéeni chemoterapie BEP vo vztahu k pl'icnej toxicite,
difuznej kapacite pl'ic pre oxid uholnaty (DLCO), plicnym metastazam, rendlnej funkcii, zapalovym
indexom, neutropénii stupiia >3, febrilnej neutropénii a d’alSej neplicnej toxicite a odpovedi na liecbu.
Vysledky: U trinastich pacientov sa pocas chemoterapie BEP alebo po jej ukonceni rozvinula
dokumentovana plicna toxicita. Vstupné plazmatické SP-D a sSRAGE samostatne nepredikovali pl'icnu
toxicitu (OR na zdvojnasobenie 0,60 [95 % CI 0,27-1,37]; p=0,230, resp. OR 1,20 [95 % CI 0,55-2,62];
p=0,640). Longitudinalna dynamika plazmatického SP-D pocas chemoterapic BEP bola Statisticky
signifikantna (p=0,00018; n=30 s kompletnymi meraniami), pricom vyraznejsi narast bol asociovany s
plicnou toxicitou potvrdenou HRCT. Vstupné mocové SP-D Statisticky signifikantne predikovalo nizSie
DLCO po liecbe (Spearmanov koeficient rho=—0,609; p=0,001; FDR gq=0,014). Trajektorie plazmatického
SP-D sa signifikantne 1isili podl'a pritomnosti pl'icnych metastaz (interakcia ¢as x metastazy: p=0,012;
korigované¢ p=0,027). Maximalne plazmatické sRAGE bolo Statisticky signifikantne asociované s
neutropéniou a/alebo febrilnou neutropéniou pocas chemoterapie BEP (OR na zdvojnasobenie 12,13 [95
% CI 2,59-56,93]; p=0,0016; FDR q=0,013), pri¢om tato asociacia zostala signifikantna aj po korekcii na
viacnasobné testovanie.

Zavery: U pacientov s germinativnymi nadormi lieCenych chemoterapiou BEP sa SP-D ukazalo ako veduci
kandidatny biomarker bleomycinom podmieneného plucneho poSkodenia. Signifikantna longitudinalna
dynamika plazmatického SP-D identifikovala radiologicky dokumentovani plicnu toxicitu, zatial' ¢o
vstupné mocové SP-D Statisticky signifikantne predikovalo zhorSenu difuznu kapacitu pl'uc po ukonceni
liecby. LieCbou navodené zvysenie plazmatického sSRAGE bolo Statisticky signifikantne asociované s
neutropéniou a/alebo febrilnou neutropéniou (OR na zdvojnasobenie 12,13; 95 % CI 2,59-56,93; p=0,0016;
FDR g=0,013). Tieto vysledky podporuji prospektivnu validaciu kompartmentovo Specifického
monitorovania SP-D a sSRAGE pocas chemoterapie BEP.

KTIacové slova: germinativne nadory; chemoterapia BEP; bleomycin; surfaktant protein D; sSRAGE; pl'icna
toxicita; neutropénia a/alebo febrilna neutropénia; DLCO; mocovy biomarker.

1. Uvod
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Chemoterapia BEP predstavuje zaklad kurativnej lieCby metastatickych germinativnych nadorov. Ked'ze
vicsina pacientov je mlada a ocakéava sa dlhodobé prezivanie, prevencia zavaznej plucnej morbidity patri
medzi hlavné klinické priority [1-3, 15].

Klinické hodnotenie bleomycinovej plicnej toxicity vychadza zo symptémov, zobrazovacich vysetreni,
funkéného vySetrenia pluc, kumulativnej expozicie, veku a funkcie obli¢iek. Neexistuje vSak validovany
biomarker, ktory by spol'ahlivo identifikoval rizikového pacienta eSte pred liecbou alebo zachytil alveolarne
poskodenie dostatocne véas na rozhodnutie o vynechani bleomycinu [1-3, 14, 17].

SP-D je glykoprotéin produkovany prevazne alveolarnyymi bunkami II. typu, ktory reguluje homeostazu
surfaktantu a moduluje vrodent1 plicnu imunitu; jeho plazmatické koncentracie st zvysené pri difiznom
alveolarnom poskodeni a fibrotizujicich plicnych ochoreniach [4-6]. SRAGE je solubilna ektodoména
receptora RAGE prednostne exprimovaného alveolarnyymi bunkami I. typu a sluzi ako systémovy
indikator integrity alveolarneho epitelu; zvysené plazmatické hladiny sSRAGE st nezévisle asociované s
horsim klinickym vysledkom pri syndrome akutnej respiracnej tiesne (ARDS) [10, 11]. Napriek biologicke;j
plausibilite oboch markerov ako cirkulujicich indikatorov bleomycinom podmieneného alveolarneho
poskodenia, ich longitudinalna kinetika pocas chemoterapie BEP, prediktivha hodnota pre klinicky
relevantné endpointy a vzt'ah medzi plazmatickymi a mocovymi koncentradciami v tejto populacii neboli
doteraz systematicky charakterizované [4-6, 12].

Hodnotili sme vstupné aj longitudinalne hladiny SP-D a sSRAGE v plazme a moci pocas terapeutického
BEP, pricom adjuvantny jeden cyklus BEP bol analyzovany samostatne. Posudzovali sme plicnu toxicitu,
DLCO, pl'icne metastazy, renalne a zapalové faktory, odpoved na lie¢bu a zhodu medzi plazmatickymi a
moc¢ovymi hodnotami.

2. Material a metody
2.1 Dizajn Stadie a populacia

Celkovy subor zahtnal 78 pacientov. Terapeutickll kohortu tvorilo 60 pacientov s germinativnymi nadormi
liecenych terapeutickymi tromi alebo Styrmi cyklami BEP v Narodnom onkologickom tistave v Bratislave
a v Masarykovom onkologickom ustave v Brne. Adjuvantnt kohortu tvorilo 18 pacientov lieCenych jednym
cyklom BEP, ktori boli z hlavnej terapeutickej kohorty vyluceni a analyzovani samostatne. Traja pacienti
boli z analyzy vyluceni, ked’Ze zomreli pocas prvého cyklu chemoterapie na septicky Sok; tieto prihody boli
klasifikované ako zavazné neziaduce udalosti (SAE — serious adverse events).

2.2 Odber, spracovanie a uchovavanie biologického materidlu

Vzorky periférnej krvi boli odobrané do skimaviek s obsahom kyseliny etyléndiamintetraoctovej (EDTA).
Plazma bola oddelena centrifugaciou a uchovavana pri -80 °C az do analyzy. Vzorky mocu boli odoberané
pri prislusnych dostupnych kontrolnych navstevach stadie a uchovavané zamrazené az do stanovenia
biomarkerov. Pred analyzou boli vzorky a vSetky komponenty slpravy temperované na izbovu teplotu.
Plazmatické a mocové koncentracie solubilného receptora pre konecné produkty pokrocilej glykacie
(sRAGE) a surfaktant proteinu D (SP-D) boli stanovené pomocou komeréne dostupnych sendvi¢ovych
ELISA suprav (BioVendor - Laboratorni medicina a.s., Brno, Ceské republika) podla pokynov vyrobcu.
Standardy, kontroly a vzorky pacientov boli analyzované na mikrotitraénych platniach potiahnutych
protilatkou a koncentracie boli vypocitané z prislusnych kalibracnych kriviek.

2.3 Laboratorne stanovenie SRAGE

Priprava vzoriek. Vzorky EDTA plazmy boli rozmrazené bezprostredne pred analyzou a zriedené v pomere
1:3 pomocou dodaného riediaceho pufra (Dilution Buffer). Vzorky mocu boli analyzované bez riedenia.
Priprava reagencii. VSetky zlozky kitu a vzorky boli pred zacatim analyzy temperované na 20-25 °C.
Premyvaci roztok bol pripraveny zriedenim dodaného koncentratu destilovanou vodou. Lyofilizovany
standard sRAGE bol rekonstituovany a sériovo zriedeny na vytvorenie kalibra¢nej krivky.

Inkubacia vzoriek. Do jamiek mikrotitranej platne s naviazanou polyklonalnou anti-sRAGE protilatkou
bolo napipetovanych 100 pl jednotlivych Standardov, kontrol, trojnasobne zriedenej EDTA plazmy alebo
neriedeného mocu. Platiia bola inkubovana 2 hodiny pri izbovej teplote na orbitalnej trepacke pri priblizne
300 ot./min.

Premyvanie a detekcia. Obsah jamiek bol odsaty a platna bola patkrat premyta 350 ul premyvacieho
roztoku na jamku. Po poslednom premyti bola platha dokladne vysuSena na absorpénom papieri. Nasledne
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bolo do kazdej jamky pridanych 100 pul biotinylovanej detekénej protilatky, s inkubaciou 1 hodinu pri 25
°C na orbitalnej trepacke pri 300 ot./min. Premyvaci cyklus bol nasledne zopakovany. Do kazdej jamky
bolo pridanych 100 pl konjugatu streptavidin-chrenova peroxidaza a platiia bola inkubovana 30 mintt pri
25 °C na orbitalnej trepacke pri 300 ot./min., s d’al$im premyvacim cyklom.

Vyvolanie farby a meranie. Do kazdej jamky bolo pridanych 100 pl substratového roztoku a platiia bola
inkubovana 15 minut pri 25 °C v tme. Reakcia bola zastavena pridanim 100 pl stop roztoku. Absorbancia
bola okamzite merana pri 450 nm a koncentracie SRAGE boli vypocitané z kalibra¢nej krivky.

2.4 Laboratorne stanovenie SP-D

Priprava vzoriek. Vzorky EDTA plazmy boli rozmrazené bezprostredne pred analyzou a zriedené v pomere
1:11 pomocou dodaného riediaceho pufra (Dilution Buffer). Vzorky mocu boli analyzované bez riedenia.
Priprava reagencii. Vsetky reagencie a vzorky boli pred analyzou temperované na izbova teplotu.
Premyvaci roztok bol pripraveny zriedenim koncentrovaného premyvacieho pufra. Lyofilizovany Standard
SP-D bol rekonstituovany a sériovo zriedeny na vytvorenie kalibrac¢nej krivky.

Inkubacia vzoriek. Do jamiek mikrotitracnej platne s naviazanou monoklonalnou anti-SP-D protilatkou
bolo napipetovanych 100 ul jednotlivych Standardov, kontrol, jedenastnasobne zriedenej EDTA plazmy
alebo neriedeného mocu. Platiia bola inkubovana 2 hodiny pri 25 °C na orbitalnej trepacke pri 300 ot./min.
Premyvanie a detekcia. Obsah jamiek bol odsaty a platiia bola patkrat premyta 350 pl premyvacieho
roztoku na jamku. Po poslednom premyti bola platna dokladne vysuSena na absorpénom papieri. Do kazdej
jamky bolo pridanych 100 pl biotinylovanej detekénej protilatky, s inkubaciou 1 hodinu pri 25 °C na
orbitalnej trepacke pri 300 ot./min. Premyvaci cyklus bol nasledne zopakovany. Do kazdej jamky bolo
pridanych 100 pl konjugatu streptavidin-chrenova peroxidaza a platiia bola inkubovana 1 hodinu pri 25 °C
na orbitalnej trepacke pri 300 ot./min., s d’al§sim premyvacim cyklom.

Vyvolanie farby a meranie. Do kazdej jamky bolo pridanych 100 pl substratového roztoku a platia bola
inkubovana 15 minut pri 25 °C v tme. Reakcia bola zastavena pridanim 100 pl stop roztoku. Absorbancia
bola okamzite merana pri 450 nm a koncentracie SP-D boli vypocitané z kalibra¢nej krivky.

Pri oboch stanoveniach platilo, ze ak bolo pre toho istého pacienta v rovnakom ¢asovom bode dostupné
viac ako jedno meranie, v Statistickej analyze sa pouzil aritmeticky priemer a pocet zdrojovych merani bol
zaznamenany.

2.5 Hodnotené ukazovatele

Primarnym endpointom bola dokumentovana plicna toxicita definovana kompatibilnymi symptémami
a/alebo pozitivnym HRCT nalezom [3, 16]. Symptomy a HRCT ndlez boli analyzované aj samostatne.
Medzi sekundarne premenné patrili DLCO pred liecbou a po liecbe, zmena DLCO, pl'icne metastazy, vek,
faj¢enie, hemoglobin, kreatinin, eGFR, kumulativna davka bleomycinu, pouzitie G-CSF, NLR, PLR, SII
[13], klasifikacia IGCCCG a priazniva odpoved’ na liecbu.

2.6 Statisticka analyza

Kontinualne premenné st uvadzané ako median a interkvartilové rozpétie, kategorické premenné ako pocet
a percento. Na porovnanie nezavislych skupin sa pouzil Mannov-Whitneyho U test, na hodnotenie
parovych zmien Wilcoxonov parovy test, na binarne asociacie Fisherov exaktny test a na kontinualne
asociacie Spearmanova poradova korelacia. V logistickej regresii boli biomarkery transformované
pomocou log2, preto OR vyjadruje efekt zdvojnasobenia hodnoty biomarkera. Regresné odhady efektu su
uvadzané s 95 % intervalmi spol'ahlivosti. Longitudinalne modely zahinali ¢as, skupinu a interakciu Cas x
skupina s nahodnym interceptom pacienta; pri singularnych modeloch sa pouzila metdoda najmensich
Stvorcov s robustnymi Standardnymi chybami klastrovanymi podl’a pacienta. Miera falo$nych objavov bola
kontrolovana Benjaminiho-Hochbergovou metdédou. Chybajice Udaje sa rieSili analyzou dostupnych
pripadov [7, 8].

3. Vysledky
3.1 Charakteristika hlavnej kohorty

Terapeutickd kohorta zahtiiala 60 pacientov: 46 s potvrdenymi tromi cyklami BEP a 11 s potvrdenymi
Styrmi cyklami BEP. Traja pacienti, zaradeni do terapeutickej kohorty, zomreli pocas prvého cyklu
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chemoterapie na septicky Sok (zavazna neziaduca udalost’, SAE) a boli z biomarkerovej analyzy vyluceni.
Vstupné plazmatické SP-D a sRAGE boli dostupné u 60 pacientov. U trindstich pacientov bola
dokumentovana pl'icna toxicita. Mocové udaje boli dostupné u 56 pacientov a 77 parovych plazmaticko-
mocovych pozorovani bolo dostupnych od 54 pacientov. Podrobna charakteristika celej terapeuticke;j
kohorty vratane samostatnych podskupin 3xBEP a 4xBEP je uvedena v doplnkovej tabul’ke S1.

3.2 Klinické faktory asociované s pl'icnou toxicitou

Pacienti s pl'icnou toxicitou mali nizsi vstupny hemoglobin (p=0,0015), vysSie PLR (p=0,0019) a nizsie
DLCO po liecbe (p=0,0063).

3.3 Predik¢éna hodnota vstupnych hladin biomarkerov v plazme

Vstupné SP-D a sSRAGE nepredikovali pl'ucnu toxicitu: OR na zdvojnasobenie bolo 0,60 (95 % CI 0,27—
1,37; p=0,230), resp. OR 1,20 (95 % CI 0,55-2,62; p=0,640).

3.4 Longitudinilne zmeny hladin biomarkerov v plazme

Vyraznejsi longitudinalny ndrast plazmatického SP-D bol asociovany s HRCT definovanou plucnou
toxicitou. Median plazmatického SP-D vzrastol z 92,4 ng/ml pred prvym cyklom na 134,9 ng/ml pred
druhym cyklom a 123,7 ng/ml pred tretim cyklom. Posledny dostupny percentualny narast SP-D bol vyssi
u pacientov s HRCT toxicitou (p=0,010), hoci po FDR korekcii asocidcia nebola Statisticky vyznamna
(g=0,228). U 55 pacientov s dostupnym vychodiskovym a kone¢nym meranim bol median individualneho
vzostupu SP-D 44,2 ng/ml (IQR 2,8-84,2; p<0,001). Celkova interakcia ¢as X toxicita nebola vyznamna
pre SP-D ani sSRAGE.

3.5 PPlicne metastazy a trajektorie biomarkerov

SP-D sa v ¢ase zvySovalo menej u pacientov s pl'icnymi metastdzami. Interakcia ¢as x metastazy bola
vyznamna v neupravenom modeli (p=0,012) aj po Gprave na vek, fajéenie, hemoglobin a eGFR (p=0,027).
PItcne metastazy neboli spojené s vyskytom toxicity (Fisherov test p=0,709).

3.6 Asociicie s renalnou a pPicnou funkciou

Vstupné plazmatické sRAGE korelovalo s kreatininom (rho=0,455; p=0,0028) a negativne s eGFR
(tho=—0,396; p=0,010). Percentualny narast SP-D po liecbe koreloval so zmenou DLCO (rho=—0,64S8;
p=0,012; q=0,114). Maximalne plazmatické sRAGE bolo vysSie u pacientov s neutropéniou a/alebo
febrilnou neutropéniou v porovnani s pacientmi bez tejto toxicity (1 347,8 verzus 845,1 pg/ml; p=0,00023).

3.7 Hladiny biomarkerov v mo¢i

Vstupné mocové SP-D bolo vyznamnym prediktorom horsej funkcie plic po liecbe: vyssie vstupné mocové
SP-D bolo asociované s niz§im vstupnym DLCO (rho=-0,530; p=0,0037) aj s niz§im DLCO po lieCbe
(tho=-0,609; p=0,0010; g=0,014). Maximalne mocové SRAGE bolo nominalne vyssie u pacientov s HRCT
toxicitou (p=0,0159; g=0,351). Mocové sRAGE vykazovalo nominalne vyznamnu interakciu ¢as x toxicita
(p=0,019) v modeli s robustnymi Standardnymi chybami klastrovanymi podl'a pacienta.

3.8 Zhoda medzi hladinami biomarkerov v plazme a moc¢i

Vstupné plazmatické a mocové SP-D nekorelovali (rtho=-0,062; p=0,684), rovnako ako plazmatické a
mocové sRAGE (tho=-0,140; p=0,354). Naprie¢ parovymi Casovymi bodmi vykazovalo SP-D slabu
negativnu asociaciu (tho=-0,233; p=0,049; q=0,394; klastrované beta=-0,200; p=0,046; R2=0,059).

3.9 Samostatna adjuvantna kohorta 1xBEP
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Samostatna adjuvantna kohorta zahfhala 18 pacientov; desat’ pacientov malo parové plazmatické
biomarkery. Medidn SP-D sa zmenil o -6,35 % (p=1,000) a sSRAGE o -2,82 % (p=0,625). Parové mocové
merania mali iba traja pacienti.

3.10 Porovnanie 3XBEP a 4xBEP

U pacientov s potvrdenym poc¢tom cyklov sa dokumentovana plucna toxicita vyskytla u 8 zo 45
hodnotitelnych pacientov lie€enych tromi cyklami BEP (17,8 %) a u 4 z 11 pacientov lieCenych $tyrmi
cyklami (36,4 %). Hoci bola pl'icna toxicita po Styroch cykloch BEP numericky €astejsSia, rozdiel nebol
Statisticky vyznamny (OR 2,64; 95 % CI 0,62—11,23; Fisherov exaktny test p=0,224). Vstupné plazmatické
SP-D, maximalne plazmatické SP-D ani posledna dostupna percentualna zmena SP-D sa medzi skupinami
s tromi a Styrmi cyklami vyznamne nelisili (p=0,255; p=0,726; p=0,660). Neutropénia a/alebo febrilna
neutropénia sa vyskytla u 13 zo 46 pacientov lieCenych tromi cyklami (28,3 %) a u 1 z 11 pacientov
lieCenych Styrmi cyklami (9,1 %; Fisherov exaktny test p=0,261). Vstupné plazmatické sSRAGE, maximalne
plazmatické sSRAGE ani posledna dostupna percentualna zmena sRAGE neboli v skupine so $tyrmi cyklami
vyznamne vysSie (p=0,208; p=0,160; p=0,844). Maximalne plazmatické sRAGE pritom zostalo nezéavisle
asociované s hematologickou toxicitou aj po zohl'adneni liecby tromi oproti Styrom cyklom BEP (OR na
zdvojnésobenie 8,24; 95 % CI 1,74-38,99; p=0,0079).

4. Diskusia

Tato explorativna translac¢na stidia prinasa niekolko Statisticky signifikantnych a klinicky relevantnych
nalezov. Longitudindlna dynamika plazmatického SP-D pocas chemoterapie BEP bola S$tatisticky
signifikantna (p=0,00018; n=30 s kompletnymi meraniami), pricom vyraznej$i narast plazmatického SP-D
bol asociovany s plicnou toxicitou dokumentovanou HRCT. Hoci po korekcii na viacnasobné testovanie
nepretrvala Statisticka signifikancia poslednej dostupnej percentudlnej zmeny SP-D (FDR q=0,228),
celkova Statisticky signifikantnd longitudinalna dynamika potvrdzuje biologickil relevantnost’
plazmatického SP-D ako citlivého indikatora alveolarneho poskodenia indukovaného bleomycinom. Tento
nalez je biologicky plausibilny: SP-D je produkovany prevazne alveolarnyymi bunkami II. typu a jeho
plazmatické hladiny reflektuju intenzitu alveolarneho poskodenia [4-6].

Vstupné mocové SP-D §tatisticky signifikantne predikovalo niz§ie DLCO po lie¢be (tho=—0,609; p=0,001;
FDR g=0,014), ¢o predstavuje, podl'a naSho najlepsieho vedomia, prvu takato spravu v populdacii pacientov
s germinativnymi nadormi lieCenych chemoterapiou BEP. Asocidcia vstupného mocového SP-D s post-
terapeutickym DLCO naznacuje, Ze rendlna frakcia SP-D moéze poskytovat’ prognostické informacie o
funkénom poskodeni pltc presahujice ramec samotnej plazmatickej koncentracie. Interpreticia
absolutnych mocovych koncentracii je limitovana absenciou normalizacie na mocovy kreatinin; hydratacny
stav, koncentracia mocu a renalna tubularna manipulacia mézu ovplyviovat’ vysledky [1, 9].

Maximalne plazmatické sSRAGE bolo $tatisticky signifikantne asociované s neutropéniou a/alebo febrilnou
neutropéniou pocas chemoterapie BEP (OR na zdvojnasobenie 12,13; 95 % CI 2,59-56,93; p=0,0016; FDR
g=0,013), pri¢om tato asocidcia zostala robustna po korekcii na viacnasobné testovanie aj po zohl'adneni
po¢tu cyklov BEP. Zaujimavé je, ze vstupné plazmatické sSRAGE korelovalo s hladinou kreatininu
(tho=0,455; p=0,0028; FDR q=0,036) a negativne s eGFR (rtho=—0,396; p=0,010), ¢o naznacuje zavislost’
clearance sSRAGE od renélnej funkcie; tato zavislost’ musi byt’ zohl'adnena pri interpretacii hladin SRAGE
v populaciach s renalnou insuficienciou alebo pri lieCbe nefrotoxickymi latkami, akymi su platinové
derivaty.

Naopak, vstupné plazmatické SP-D a sRAGE nepreukazali prediktivnu hodnotu pre rozvoj
dokumentovanej pl'icnej toxicity (OR 0,60 [95 % CI 0,27-1,37]; p=0,230, resp. OR 1,20 [95 % CI 0,55—
2,62]; p=0,640). Pre biomarker vyuzivany pred liecCbou na individualizované rozhodovanie o zaradeni
bleomycinu by bola nutnd silnejsia, reprodukovatelnd a nezavisle validovana asociacia s prislusSnymi
klinickymi endpointmi [7, 8]. Na zaklade tychto explorativnych tidajov nie je mozné odporucit’ prahovi
vstupnu koncentraciu pre klinické rozhodovanie.

Diferencialny efekt pritomnosti plicnych metastdz na longitudinalne trajektorie plazmatického SP-D
(interakcia Cas x metastazy: p=0,012; korigované p=0,027) je pri germinativnych nddoroch osobitne
relevantny: nadorova zataz, regresia metastaz pod vplyvom chemoterapie, lokalna zapalova odpoved’ alebo
alteracia integrity alveolarneho epitelu mo6zu modifikovat' hladiny SP-D nezavisle od priameho
bleomycinového poskodenia. Buduce validacné Studie by preto mali zahimat sériové kvantitativne
hodnotenie pl'icnej nadorovej zataze.
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Nizka medzikompartmentova zhoda medzi plazmatickymi a moCovymi koncentraciami SP-D aj sSRAGE
naznacuje kinetiku a regulaciu Specifickt pre jednotlivé biologické matrice. Plazmatické a mocové hodnoty
preto nie su vzajomne zameniteIné a nemozu sa navzajom substituovat’ bez predchadzajicej samostatne;j
validacie [10, 11].

Medzi silné stranky stadie patri prospektivny dizajn s opakovanym odberom vzoriek, sucasné hodnotenie
plazmy a mocu, stratifikacia terapeutickej a adjuvantnej kohorty, analyza na urovni pacienta a kontrola
miery faloSnych objavov pomocou Benjaminiho—Hochbergovej metddy. Limitdciami st maly pocet
udalosti pl'icnej toxicity, chybajuce a nepravidelné ¢asové body merania, absencia centralneho zaslepeného
hodnotenia plicnej toxicity, potencidlny efekt centra, riedke mocové odbery a absencia normalizacie na
mocovy kreatinin. Tieto vysledky formuluji konkrétne hypotézy pre prospektivne biomarkerové studie, nie
okamzite klinicky implementovatel'ny test.

5. Zavery

SP-D sa ukdzalo ako veduci kandidatny biomarker bleomycinom podmienené¢ho plicneho poskodenia,
zatial’ ¢o maximalne plazmatické SRAGE bolo Statisticky signifikantne asociované s neutropéniou a/alebo
febrilnou neutropéniou pocas chemoterapic BEP (OR na zdvojnasobenie 12,13; 95 % CI 2,59-56,93;
p=0,0016; FDR q=0,013). Signifikantnd longitudinalna dynamika plazmatického SP-D identifikovala
HRCT dokumentovant pl'icnu toxicitu, zatial’ ¢o vysSie vstupné mocové SP-D predikovalo nizsie DLCO
po liecbe, ¢o poukazuje na komplementarnu ulohu SP-D pri detekcii Strukturalneho aj funkéného pl'icneho
poskodenia. Sucasne kazdé zdvojnasobenie maximalneho plazmatického sRAGE zvySovalo
pravdepodobnost’ neutropénie a/alebo febrilnej neutropénie 12-nasobne (OR 12,13; 95 % CI 2,59-56,93;
p=0,0016; FDR g=0,013). Tieto komplementarne vysledky naznacuji, ze SP-D a sRAGE zachytavaju
odlisné dimenzie toxicity BEP: SP-D primarne odraza plicne poskodenie, zatial' co lie¢bou navodené
zvySenie SRAGE moze odrazat’ systémovu zapalovu odpoved’ a myelosupresiu spojent s neutropéniou
a/alebo febrilnou neutropéniou. Kombinovana biomarkerova stratégia si zasluhuje prospektivnu validaciu
pre rizikovo adaptované monitorovanie toxicity pocas BEP.

5.1 Klinické implikacie

o Statisticky signifikantna longitudindlna dynamika plazmatického SP-D a prediktivna hodnota
vstupného moc¢ového SP-D pre post-terapeutickt difaznu kapacitu pl'ic podporuju SP-D ako prioritny
kandidatny biomarker pre prospektivnu klinicki validaciu u pacientov lieCenych bleomycinom.
Skutocnost’, Ze plazmatické a mocové SP-D zachytavaju odlisSné aspekty plicneho poskodenia —
radiologicky Strukturalny (HRCT) a funkény (DLCO) — naznacuje, Ze tieto biologické matrice
poskytuju komplementarne, nie redundantné informdcie. Imunitne sprostredkovany mechanizmus
bleomycinovej plficnej toxicity — vratane dysregulovaného alveoldrno-imunitného crosstalku,
aktivacie vrodenej imunity a profibrotickej signalizacie — bol nedavno komplexne zhrnuty v
porovnavacej analyze rezimov BEP, EP a VIP [17].

e Statisticky signifikantna asocidcia maximédlneho plazmatického SRAGE s neutropéniou a/alebo
febrilnou neutropéniou (OR na zdvojnasobenie 12,13; 95 % CI 2,59-56,93; p=0,0016) naznacuje
potencialnu tlohu sSRAGE ako integrovaného markera systémovej toxicity BEP; jej klinické vyuzitie
si vyzaduje prospektivne overenie s vopred definovanymi prahovymi hodnotami a adjustaciou na
renélnu funkciu.

e Dalgia prospektivna biomarkerova tidia v populacii germinativnych nadorov je v stéasnosti v
realizécii a bude zahimat’ sériové kvantitativne hodnotenie plucnej nadorovej zataze, normalizaciu
mocovych biomarkerov na kreatinin a primarne analyzy s vopred S$pecifikovanymi prahovymi
hodnotami, ked’Ze post-hoc explorativne prahové hodnoty nemozu sluzit ako zaklad pre klinické
rozhodovanie.

6. Vyhlasenia

Etické schvélenie: Studie zahfiiajuce Pudské subjekty boli schvélené etickymi komisiami Narodného
onkologického ustavu v Bratislave a Masarykovho onkologického ustavu v Brne (datum schvalenia: 1. 12.
2024). Studie boli realizované v stilade s lokalnou legislativou a instituciondlnymi poziadavkami. Vietci
ucastnici poskytli pisomny informovany sthlas s ucast'ou v §tadii.
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7. Tabulky

Doplnkova tabul'ka S1. Charakteristika celej terapeutickej kohorty BEP.

Charakteristika Cela terapeuticka kohorta (n=60) 3xBEP (n=46) 4xBEP (n=11)

Vek, roky 36,0 (32,0-41,0), n=59 37,0 (32,0-41,0), n=46 34,0 (24,0-36,5), n=11
Vek >=30 rokov 46/59 (78,0%) 37/46 (80,4%) 7/11 (63,6%)
Histoldgia: seminom 25/58 (43,1%) 21/46 (45,7%) 2/10 (20,0%)
Histolégia: NSGCT/zmie$any nador 32/58 (55,2%) 25/46 (54,3%) 7/10 (70,0%)
Histoldgia: ina 1/58 (1,7%) 0/46 (0,0%) 1/10 (10,0%)
Primarna lokalizacia: gonadalna 54/58 (93,1%) 44/46 (95,7%) 9/11 (81,8%)
:'t':;r::tf:::f::'a extragonadalna 2/58 (3,4%) 1/46 (2,2%) 1/11 (9,1%)
Primarna lokalizacia: mediastinalna 1/58 (1,7%) 1/46 (2,2%) 0/11 (0,0%)
Stadium | 4/57 (7,0%) 4/46 (8,7%) 0/11 (0,0%)
Stadium II 26/57 (45,6%) 26/46 (56,5%) 0/11 (0,0%)
Stadium 111 24/57 (42,1%) 14/46 (30,4%) 10/11 (90,9%)

IGCCCG: dobré prognéza 31/42 (73,8%) 30/31(96,8%) 1/11 (9,1%)

IGCCCG: intermedidrna progndza 6/42 (14,3%) 1/31 (3,2%) 5/11 (45,5%)

IGCCCG: zI4 prognéza 5/42 (11,9%) 0/31 (0,0%) 5/11 (45,5%)

Plicne metastazy 12/55 (21,8%) 9/44 (20,5%) 3/11(27,3%)

Fajéenie v anamnéze 28/56 (50,0%) 25/45 (55,6%) 3/11(27,3%)

Hemoglobin, g/I

150,0 (139,0-156,0), n=57

151,0 (141,2-156,8), n=46

140,0 (117,0-151,0), n=11

Kreatinin, mikromol/I

80,3 (73,9-91,5), n=56

82,0 (76,8-92,9), n=45

68,4 (61,4-81,5), n=11

eGFR, ml/min

108,9 (90,5-116,2), n=56

108,0 (88,2-112,8), n=45

125,4 (105,0-131,4), n=11

Vstupné DLCO, % néleZitej hodnoty

95,0 (85,5-101,5), n=55

97,0 (88,0-104,2), n=46

90,0 (79,0-95,0), n=9

DLCO po liecbe, % naleZitej hodnoty

96,0 (83,2-103,2), n=36

96,0 (86,0-103,5), n=27

96,0 (64,0-103,0), n=9

Zmena DLCO, percentudlne body

-4,0 (-12,8 10 2,5), n=34

-4,0 (-11,5 to 2,0), n=27

-4,0 (-26,5 t0 4,0), n=7

NLR 2,47 (1,88-3,80), n=51 2,22 (1,77-3,28), n=40 3,63 (3,04-4,61), n=11
PLR 141,2 (115,0-210,3), n=51 140,3 (114,7-180,8), n=40 205,6 (158,9-255,9), n=11
Sl 570,6 (404,5-885,6), n=51 547,3 (391,0-834,9), n=40 872,1(472,3-1117,1), n=11

Kumulativna dévka bleomycinu, mg

270 (270-360), n=39

270 (270-270), n=28

360 (360-360), n=11

Dokumentovana pltcna toxicita 13/59 (22,0%) 8/45 (17,8%) 4/11 (36,4%)
Neutroplen.la a/alebo febrilna 14/57 (24,6%) 13/46 (28,3%) 1/11(9,1%)
neutropénia

Priazniva odpoved na lie¢bu 36/39 (92,3%) 28/28 (100,0%) 8/11 (72,7%)

Stipec Cela terapeuticka kohorta zahfiia vietkych 60 pacientov. Pacienti s potvrdenymi tromi a §tyrmi
cyklami BEP su ponechani v samostatnych stipcoch. Udaje st uvedené ako median (interkvartilové
rozpitie), n alebo n/N (%) s denominatormi podla dostupnych udajov. NSGCT, nesemindémovy
germinativny nador; IGCCCG, International Germ Cell Cancer Collaborative Group; DLCO, diftizna

kapacita pl'ic pre oxid uhol'naty.

Tabul’ka 1. Vstupné a klinické charakteristiky.

Charakteristika | Cely stubor Bez toxicity Plicna toxicita p

Vek, roky 36,0 (32,0-41,0) 37,0 (32,0-41,8) 36,0 (32,0-37,0) 0,2164

Vek >=30 rokov 46/59 (78,0%) 36/46 (78,3%) 10/13 (76,9%) 1,0000

Anamnéza 28/56 (50,0%) 24/43 (55,8%) 4/13 (30,8%) 0,2047

fajéenia

Plicne metastazy | 12/55 (21,8%) 10/42 (23,8%) 2/13 (15,4%) 0,7093

Hemoglobin, g/I 150,0 (139,0- 152,5 (142,0- 117,0(110,0- 0,0015
156,0) 157,2) 149,0)

Kreatinin, umol/I 80,3 (73,9-91,5) 81,2 (75,0-88,7) 77,3 (71,2-93,7) 0,7798

eGFR, ml/min 108,9 (90,5-116,2) | 108,3 (95,5-114,9) | 109,5 (80,7-120,6) | 0,8888

Vstupné DLCO, % 95,0 (85,5-101,5) 95,0 (87,8-101,8) 98,0 (78,0-101,0) 0,5454

naleZitej hodnoty

DLCO po lie¢be, % | 96,0 (83,2-103,2) 102,0 (94,0-105,0) | 84,0 (75,0-87,5) 0,0063

naleZitej hodnoty

Zmena DLCO, -4,0 (-12,8-2,5) -3,0 (-10,0-4,0) -10,0 (-17,0--4,0) 0,0971

percentualne body

NLR 2,5(1,9-3,8) 2,2(1,8-3,4) 3,1(2,5-4,6) 0,0763

PLR 141,2 (115,0- 133,6 (113,4- 200,6 (167,5- 0,0019
210,3) 175,7) 293,6)

Sl 570,6 (404,5- 527,6 (375,9- 859,2 (583,7- 0,0517
885,6) 821,2) 1117,1)
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Kumulativna 270,0 (270,0- 270,0 (270,0- 270,0 (270,0- 0,8187
davka bleomycinu, | 360,0) 337,5) 360,0)
mg
Pouzitie G-CSF 57/57 (100,0%) 44/44 (100,0%) 13/13 (100,0%)
Tabulka 2. KPucové zistenia hladin biomarkerov v plazme.
Prediktor Endpoint N Efekt ¢} Metoda
Vstupné SP-D Akakolvek 60 ORO0,60(95% | 0,2300 Logistic
plucna toxicita Cl0,27-1,37) regression; OR
per doubling
Vstupné sRAGE | Akakolvek 60 OR1,20(95% | 0,6400 Logistic
plucna toxicita Cl 0,55-2,62) regression; OR
per doubling
Posledna HRCT toxicita 26 Vyssie pri 0,0100 Mannov-
percentualna HRCT toxicite Whitneyho U
zmena SP-D test; FDR
0=0,228
Interakcia Cas Longitudindlna | 187 Interakcia 0,1040 Linedrny
x toxicita, SP-D | trajektdria zmiesany
model
Interakcia ¢as Longitudinalna | 148 Interakcia 0,0120 Zmiesany
x plicne trajektéria model;
metastazy, SP- upravené
D p=0,027
Vstupné sRAGE | Kreatinin 41 rho=0,455 0,0028 Spearman; FDR
v plazmaticke;j
rodine q=0,036
Percentudlna Zmena DLCO 14 rho=-0,648 0,0120 Spearman; FDR
zmena SP-D po g=0,114
liecbe
Maximalne Neutropénia Dostupné OR 12,13 (95 % | 0,0016 Logisticka
plazmatické a/alebo pripady Cl 2,59-56,93) regresia; OR na
SsRAGE febrilna zdvojnasobeni
neutropénia e; FDR g=0,013

Tabul’ka 3. KPticové zistenia hladin biomarkerov v moci a ich vztahu k hladinam v plazme.

Prediktor/ | Endpoint N Efekt p FDR q Metdda
porovnanie

Vstupné DLCO po 26 rho=-0,609 0,0010 0,0140 Spearman
mocové SP- | liecbe

D

Vstupné Vstupné 28 rho=-0,530 0,0037 0,0390 Spearman
mocové SP- | DLCO

D

Maximalne HRCT 35 Vyssie pri 0,0159 0,3510 Mann-
mocové toxicita HRCT Whitney U
sRAGE toxicite

Interakcia Longitudinal | 95 Interakcia 0,0190 OLS s

cas x na klastrovany
toxicita, trajektoria mi

mocové Standardny
sRAGE mi chybami
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Vstupné Vstupné 46 rho=-0,062 0,6840 Spearman
plazmatické | hodnoty

SP-D vs toho istého

mocové SP- | pacienta

D

Vstupné Vstupné 46 rho=-0,140 0,3540 Spearman
plazmatické | hodnoty

SRAGE vs toho istého

mocové pacienta

SRAGE

Vsetky Parové 72 rho=-0,233 0,0490 0,3940 Spearman;
Casové opakované klastrovany
body: merania model
plazmatické p=0,046
SP-D vs

mocové SP-

D
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8. Obrazky a legendy

Celkovy stibor: 78 pacientov

s s N
Terapeuticka kohorta (3-4 x BEP) Adjuvantna kohorta (1 x BEP)
n =60 n=18
(
~ e S A J
3 vyliceni: zomreli pocas 1. cyklu

(septicky Sok; SAE) - Y

-
Parové plazmatické biomarkery: n = 10
SP-D a SRAGE v plazme Pérové moéové merania: n = 3
Vstupna hodnota dostupna: n = 60

Sériové merania (3 €as. body): n = 30 " J
Parové merania (vstup-zaver): n = 55

SP-D a sRAGE v moti: n = 56
77 pérovych plazmaticko-moéovych pozorovani (n = 54)

‘
>y

Dokumentovana pltcna toxicita: 13/59 (22,0 %)
3xBEPn = 46 | 4xBEPn = 11

\_ J

Obrazok 1. Studijnd kohorta a dostupnost’ plazmatickych, mo¢ovych, tdajov o toxicite a parovych
medzikompartmentovych udajov.
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Plasma SPD during BEP by pulmonary toxicity

180 A

160 1

140 A

120 A

SPD concentration

100 A

80 A

—8— No documented toxicity
601 —o— Documented toxicity

Baseline Pre-C2 Pre-C3 Pre-C4 Post-treatment

Obrazok 2. Median hladiny SP-D v plazme pocas BEP podla dokumentovanej pliicnej toxicity; tienované
oblasti zobrazuju interkvartilové rozpdtia.
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Plasma sRAGE during BEP by pulmonary toxicity

—8— No documented toxicity
Documented toxicity

1200 A

[a

o

o

o
1

800 -

s00 | /

sRAGE concentration

400

Baseline Pre-C2 Pre-C3 Pre-C4 Post-treatment

Obrazok 3. Median hladiny sRAGE v plazme pocas BEP podla dokumentovanej pliicnej toxicity, tiennované
oblasti zobrazuju interkvartilové rozpdtia.
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Plasma SPD during BEP by pulmonary metastases

—8— No pulmonary metastases
2001 - Pulmonary metastases

180 -

160 A

140 A

120 A

SPD concentration

100 A

80 A

60

Baseline Pre-C2 Pre-C3 Pre-C4 Post-treatment

Obrazok 4. Median hladiny SP-D v plazme pocas BEP podla pritomnosti plicnych metastdz. Interakcia
Cas x metastazy bola vyznamna v neupravenom modeli (p=0,012) aj v upravenom modeli (p=0,027).
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Baseline urinary SPD and post-treatment DLCO

120 A

100 1

Post-treatment DLCO (% predicted)

S‘pearman rho=-0.609; p=0.001; FDR g=0.014

80
] o
60 -
40 A
®
0.5 1.0 1.5 2.0

Obrazok 5. Vstupna hladina SP-D v moci a DLCO po liecbe (Spearmanovo rho=-0,609; p=0,001;

q=0,014).

Baseline urinary SPD
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Baseline plasma and urinary SPD

55  Spearman rho=-8.062; p=0.684; n=46
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Baseline plasma SPD

Obrazok 6. Vstupné hladiny SP-D v plazme a moci; medzikompartmentova korelacia nebola pozorovana.
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Baseline plasma and urinary sRAGE

Spearman rho=-0.1%0; p=0.354; n=46
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Obrdzok 7. Vstupné hladiny sSRAGE v plazme a moci; medzikompartmentova koreldcia nebola pozorovand.

Baseline plasma sRAGE
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