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TEORETICKY UVOD

V teoretické Casti predkladané prace je podan prehled problematiky
patogeneze nadorového bujeni, zaklady diagnostiky, strategie |éCby a predikce
lé&ebného Uginku u pacient(l s kolorektalnim karcinomem. Uvodni kapitoly jsou
zameéfeny na zarazeni tématu predkladané prace do celkového kontextu soucasnych
znalosti o molekularné biologickych charakteristikach kolorektalniho karcinomu a
jejich vztahu ke specifické onkologické 1é¢bé. Dale je podan struény prehled
soucasnych nazord na problematiku prediktivnich a prognostickych faktord.
Vzhledem kvelmi komplexni povaze tématu neni mozné probrat vSechny
patogenetické, terapeutické a prediktivni aspekty kolorektalniho karcinomu do

detaill, nékteré sméry jsou proto pouze naznaceny.



1. MOLEKULARNI ZAKLADY NADOROVEHO RUSTU

1.1. ONKOGENY

Jako onkogeny oznacujeme geny, které prostfednictvim svych proteinovych
produktd pusobi transformaci normalniho bunéného fenotypu v nadorovy.
Onkogeny maji kli€ovou ulohu pfi vzniku nadorového bujeni a vznikaji z ¢asti
normalnich genl (protoonkogenu).

Protoonkogen je regulacni gen, ktery za fyziologickych podminek Fidi
kaskadu zajistujici spravnou posloupnost déju bunécného cyklu (Bishop JM, 1996).
Dojde-li k aktivaci protoonkogenu v nespravny ¢as, v nadmérném mnozstvi nebo
vznikne-li mutovana varianta protoonkogenu s rozdilnymi charakteristikami jeho
produktu, stava se z protoonkogenu onkogen. Bunka ziska ristovou vyhodu nad
burikami fyziologickymi, stava se burikou transformovanou. Podminkou zmény buriky
transformované na burku nadorovou je vétSinou nahromadéni dalSich genetickych
zmeén.

Onkogeny se projevu;ji jako dominantné transformujici geny a Ize je délit do

nékolika tfid podle charakteru regula¢nich pochodu, které ovliviuji (Tab. 1).

Produkty onkogenu ¢asto méni pfenos signalu z membranového receptoru do
bunééného jadra. Stimulace bunétného déleni je zahdjena v extranuklearnim
kompartmentu buriky navazanim signalni molekuly na receptor. Dochazi k aktivaci
proteinkinaz, které fosforyluji dalSi cytoplazmatické faktory, které nasledné vyusti
v kone¢né produkty schopné aktivovat jaderné geny. Prubéh pfenosu signalu

v burice je graficky znazornén (Obr 1).



Tabulka 1. Priklady znamych onkogenti

Onkogen

Mechanismus
poskozeni

Nalez u malignity

Rustovy faktor

v-sis (B —fetézec PDGF)
int 2 (rodina FGF)

int-1 (funkce neznama)

nadmeérna exprese
nadmeérna exprese
nadmeérna exprese

gliom/fibrosarkom
karcinom prsu
karcinom prsu

Membranovy receptor bez
proteinkinasové aktivity
Mas (receptor pro angiotenzin)

neni znam

karcinom prsu

Membranovy receptor

s tyrosinkinasovou aktivitou
c-erbB-1 (EGFR)

c-erbB-2 (HER2/Neu)

c-kit

c-fms

c-ret

nadmeérna exprese
nadmeérna exprese
mutace
nadmeérna exprese
mutace

karcinom plic, traCniku

karcinom prsu, slinivky bfisni

maligni melanom, GIST
sarkom
karcinom §titné Zlazy

Ne-receptorové tyrosinkinasy

Src mutace sarkomy

Bcer/abl flzni protein chronicka myeloidni
leukémie

G-proteiny

H-ras bodova mutace karcinom plic

K-ras bodova mutace karcinom slinivky bfisni,
karcinom tlustého stfeva

N-ras bodova mutace maligni melanom

Gsp bodova mutace karcinom §titné Zlazy

Serin —threoninové kinasy
c-raf

nadmeérna exprese

sarkom

Jaderné a mitochnodrialni
proteiny

c-myc

N-myc

c-fos

c-jun

bcl-2

nadmeérna exprese
nadmeérna exprese
nadmeérna exprese
nadmeérna exprese
nadmeérna exprese

Burkittdv lymfom
neuroblastom
osteosarkom

karcinomy

karcinom prsu a prostaty
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Obrazek 1. Regulacni kaskada nitrobunécné signalizace
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Mezi nejznaméjSi  zastupce onkogenl signalni transdukce patfi
guanosintrifosfat (GTP) — vazajici proteiny z rodiny RAS. U kolorektalniho karcinomu

se setkavame s mutacemi predevsim genu K-RAS (30-50%) (Gale et al., 1993).

K-RAS ma vyznamnou ulohu v EGFR signalni kaskadé s vlivem na proliferaci
nadorovych bunék, proces angiogeneze a metastazovani. V nadorech s mutovanym
genem K-RAS je permanentné produkovan signalni protein nezavisle na aktivaci
nadfazené signalni drahy, a tak dochazi ke kontinualni neregulované dostfedivé
signalizaci pro nadorovy rast. Castym nalezem u nadorti je rovnéz vyskyt mutaci

v genech kodujicich dalsi proteiny signalnich drah (BRAF-1, MEK, MAPK).
Transkripcni faktory jsou proteiny, které reguluji expresi genl v buné&ném

jadfe v zavislosti na ménicich se potfebach bunky. Patfi mezi né napf. produkty

protoonkogenu c-jun a c-fos, které tvorfi heterodimerni transkripéni faktor AP-1.

Zmeénéné onkoproteiny transkripénich faktord vedou ke vzniku populace tzv.
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imortalizovanych bunék s jinak normalnim fenotypem. K nadorové transformaci
dochazi po nasledném poskozeni nékterého z dalSich kli¢ovych gend (Rauscher et

al., 1988).

1.2. ONKOSUPRESOROVE GENY

Produkty onkosupresorovych genl jsou bilkoviny, které, na rozdil od
onkogentl, zpomaluji prabéh bunéfného cyklu (Tab. 2). Chovaji se autosomalné
recesivné, to znamena, ze teprve vypadek fyziologické funkce obou alel podmiriuje
vznik nadorového onemocnéni (Fearon ER, 1998). Naprostd vétSina dédic¢né
podminénych nadorovych onemocnéni je zpusobena pravé mutacemi

onkosupresorovych genu (p53, RB, APC, BRCA1, BRCA2, DPC, DCC).

Tabulka 2. Priklady onkosupresorovych gent

Onkosupresorovy gen | Funkce genu
Nador s vyskytem poskozeni daného genu

p53 G1 a G2/S

kontrolni body, apopt6za

kolorektalni karcinom, karcinom slinivky bfisni, karcinom
prsu, sarkomy, leukémie

Rb regulace ¢asné G1 faze bunécného cyklu
retinoblastom, malobuné&ny plicni karcinom
APC kooperace s integriny a beta-kateninem
kolorektalni karcinom
BRCAT embryonalni vyvoj mlééné Zlazy, reparace poskozeni DNA
karcinom prsu, karcinom vaje€nikul, kolorektélni karcinom
BRCA2 reparace DNA

karcinom prsu, karcinom vaje¢nikd, karcinom slinivky
brisni, dalSi nadory GIT

Smad4 intermediarni signalni molekula v transdukéni kaskadé
TGF-B
karcinom slinivky bfisni

p16 inhibitor cyklin dependentnich kinas CDK4 a CDK6

maligni melanom, karcinom slinivky brisni
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1.3. GENY REGULUJICI BUNECNY CYKLUS

Bunéény cyklus je komplexni déj, jehoz vysledkem je replikace burky.

V nékterych pfipadech probiha v ramci bunééného cyklu i diferenciace bunék.

Na Fizeni bunécného cyklu se podili stovky proteint. Zakladnimi regulaénimi
bilkovinami buné€ného cyklu jsou cykliny a cyklin dependentni kinazy (cdk). Cykliny
se v bunce cyklicky syntetizuji a zase rychle degraduji. Tyto molekuly aktivuji cdk,
které jsou v bunce pfitomné po cely bunéény cyklus. Komplexy cyklint a cdk svou
proteinkinazovou aktivitou reguluji fadu bilkovinnych substratl zapojenych do
vlastnich biochemickych pochodud v jednotlivych fazich bunécného cyklu (proteiny
zodpovédné za syntézu DNA v S-fazi, molekularni motory fidici transport chromatid
pfi  mitdbze) nebo proteind sregulaCnimi aktivitami (produkt nadorového

supresoroveho genu pRb) (Tab. 3).

Tabulka 3. Regulatory aktivity cyklin-dependentnich kinaz.

Aktivace cdk Inhibice cdk
Vazba cyklin na CDK Vazba inhibitord CDK ze skupiny INK
(p15, p16, p18, p19)
Fosforylace Thr161 CDK aktivaéni Vazba inhibitord ze skupiny p21, p27,
kinasou (komplex CDK7+cyklin H) p57
Defosforylace Tyr14 a Thr15 fosfatasou | Fosforylace Tyr14 a Thr15 inhibi¢ni
cdc25 kinasou wee1
Ubikvitinizace cyklind a CDK

Na aktivitu komplext cyklind a cdk maji zasadni vliv jejich inhibitory, proteiny
kddované nadorovymi supresorovymi geny napf. p15, p16, p18, p19, p21, p27 a

p57.
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Produktem nadorového supresorového genu p53 je nuklearni fosfoprotein.
Jako transkripéni faktor reguluje expresi fady genll, mezi které patfi napriklad
protein p21 - inhibitor komplexu cyklinu D/cdk4/6. Mutace v genu p53 jsou
nej¢astéjsi genetickou zménou u nadorl vibec. Priblizné 50 % lidskych nadord nese
inaktivovany protein p53 (Lane DP, 1992). Casty je vyskyt mutaci v genu p53, ale
dochazi i k hypermetylaci promotoru genu, ztratam alel nebo funkéni inaktivaci p53

proteinu.

1.4.  GENY REGULUJICI APOPTOZU

Apoptéza neboli programovana bunééna smrt je velmi dulezitym déjem v
fizeni rastu bunécnych populaci, stoji na opaéném polu vzhledem k mitéze. Vyzaduje
aktivni ucast buriky na svém vlastnim zaniku. V bunkach malignich nadorG Casto
dochazi k jejim porucham. Defekty v regulaci apoptdzy jsou charakteristickym rysem
bunék zhoubnych nadoru - podili se na rezistenci nadorovych bunék k G&inkim
radioterapie a chemoterapie (Cory et al., 2003).

Pribéh apoptdézy charakterizuje jednotny morfologicky obraz se vznikem
apoptotickych télisek. Biochemickou podstatou apoptézy je série regulovanych
proteolytickych Stépeni vykonnych apoptotickych proteolytickych enzyma (kaspaz),
jejichZz terminalnimi substraty jsou pro bunku Zivotné dulezité regulaéni a strukturni
bilkoviny. Aktivace apoptézy probiha vnitfni nebo vnéjsi cestou. Tyto cesty se spojuji
na urovni aktivace exekutivnich kaspaz (Obr. 2). K primarni aktivaci kaspaz z
neaktivnich prokaspaz v extrinzické Casti apoptézy dochazi cestou tzv. ,receptoru
smrti“ (TNF, CD95), ktere tvofi komplex DISC (death inducing signaling complex).

Spoustécim mechanismem vnitfini cesty apoptézy je uvolnéni cytochromu ¢ z

14



mitochondrie a nasledné sestaveni apoptozému. Postupna aktivace prokaspaz jiz
aktivnimi kaspazami vede jak k amplifikaci apoptotického signalu, tak také k jeho
propagaci napfi¢ bunéénymi kompartmenty.

V regulaci apoptézy sehravaji dulezitou roli proteiny rodiny Bcl-2. Do této
rodiny patfi pfes 20 proteint a obsahuje jak inhibitory (Bcl-2, Bcl-XL), tak aktivatory
(Bax, Bad, Bid) apoptézy (Sirvent et al.,, 2004). Jejich prostfednictvim vykazuje
zasadni vliv na prabéh apoptézy i protein p53, ktery je aktivatorem exprese genu Bax
a inhibitorem exprese Bcl-2. Schopnost bufky indukovat apoptézu uréuje mimo jiné
pomér intracelularnich koncentraci mezi skupinami proapoptotickych resp.
protiapoptotickych zastupcl rodiny Bcl-2, obvykle vyjadfovanych jako pomér jejich
dvou zastupcl Bcl-2/Bax. Nadmérna exprese Bcl-2 je negativnim prognostickym
markerem (Korsmeyer SJ, 1992), ale také moznym cilem protinadorové |écby

pomoci antisense oligonukleotidd (Waters et al., 2000).

Obrazek 2. Schématické znazornéni procesu apoptozy.
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1.5. GENY ODPOVEDNE ZA REPARACNI MECHANISMY DNA

Zachovani neposkozené genetické informace v bunice umoznuji geny, které
reparuji DNA. Reparace na urovni RNA je minimalni, nebot jde obvykle o kratkodobé
uchovavanou informaci v mnoha kopiich.

~Nukleotide-excision repair* (NER) odstraniuje pomérné Sirokou $kalu
ultrafialovym zafenim nebo chemickou kancerogenezi. Systém NER je zajisStovan
souborem genu xeroderma pigmentosum (XP).

Geny ,mismatched repair‘ systému (MMR) (MSH2, MLH1, PMS2, PMS1,
MSH3, MSH6) se ucastni oprav chybného parovani bazi v pribéhu replikace DNA.
Zarodec¢né mutace i jen v jednom z téchto genl zpusobuiji jejich nositelim zvySené

riziko vzniku kolorektalniho karcinomu i jinych malignit.

Role telomerazy

Telomery jsou repetitivni sekvence DNA na konci chromozomu, které
prichycuji konce chromatinovych viaken k jadernému cytoskeletu. Telomery nejsou
syntetizovany DNA polymerazou, ale prostfednictvim RNA templatu a
telomerazového proteinu (TERT). Opakované bunééné cykly vedou postupné ke
zkracovani chromatinovych vlaken, coz dovoli burice jen omezeny pocet déleni (50 -
80). V nadorovych bunkach s pfitomnosti mutace p53 &i pRb dochazi k prekonani
replikacniho limitu bunky (telomericky checkpoint) a k pokracovani v bunéném
cyklu. Aktivovand telomerdza prodluzuje telomery a tim umozni chromozomalné
nestabilnim burikam vy$8i nebo neomezeny pocet déleni a progresi jejich maligniho

potencialu (Buys Ch, 2000).
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2. KOLOREKTALNI KARCINOM

2.1. EPIDEMIOLOGIE KOLOREKTALNIHO KARCINOMU

Kolorektalni karcinom je nejCastéjSim nadorovym onemocnénim traviciho
traktu. Celosvétové patfi mezi onkologickd onemocnéni s nejvy$Si incidenci. V
Ceské republice zaujima 2. misto za karcinomem plic u muza a karcinomem prsu u
Zen. V roce 2006 byl v Ceské republice kolorektalni karcinom diagnostikovan u 7801
osob (UZIS CR Novotvary, 2006).

Statisticka evidence rozdéluje toto onemocnéni na zhoubny novotvar
tlustého stfeva, zhoubny novotvar rektosigmoidea a konecniku. Incidence tohoto
onemocnéni je mimofadné vysoka; béhem poslednich 20 let stoupl vyskyt
kolorektalniho karcinomu o 190% (UZIS CR Novotvary, 2006). V celoevropském
srovnani dosahujeme ve vyskytu karcinomu tlustého stfeva u muzl prvni misto, u
Zzen misto druhé. Mortalita v uvedeném obdobi stoupala pozvolnéji, zhruba o 135%,
coz lze pokladat za uspéch vEasnéjsi diagnostiky a ucinnéjsi 1écby. Nadory tlustého
stfeva a konecéniku predstavuji 15% vSech umrti na nadorovou diagno6zu.

V péc&i o nemocné s kolorektalnim karcinomem vSak zustava cela fada
rezerv. Celych 9-12% pfipadu neni |é€eno a je poprvé diagnostikovano az pfi umrti.
Podobné 10-15% pfipadd neni histologicky verifikovano. Radikalni operace je
provedena pouze u 60% nemocnych, chemoterapii je |1é€eno 25% pacientd. U
karcinomu rekta je predoperaéni radioterapie provadéna u 6-8% nemocnych,
pooperacni radioterapie u 13-17% nemocnych.

Absolutni po¢ty nemocnych s kolorektalnim karcinomem jsou nejvy$Si ve

vékové kategorii 65-75 let, v relativnich hodnotach vsak incidence narlsta plynule s
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vékem az do nejvysSiho véku. Nicméné prvni pfipady kolorektalniho karcinomu se

T

hereditarné podminéné formy karcinomu.

2.2. ETIOLOGIE KOLOREKTALNIHO KARCINOMU

Z patogenetického hlediska rozeznavame prevazujici sporadickou formu
kolorektalniho karcinomu a hereditarné podminéné nadory, které se vyskytuji u 5%
nemocnych (Vasen et al., 1999). VétSina kolorektalnich karcinomu tedy vznika jako
civilizaéni onemocnéni v dusledku komplexniho plsobeni faktord genetickych a

faktorl nespravného Zivotniho stylu (Sturmer et al., 2000).

Rizikové faktory

V metaanalyze 15 prospektivnich klinickych studii byl nalezen vztah mezi
mnozstvim spotfeby masa a incidenci nadoru tlustého stfeva a konec¢niku (Larsson
SC. et Wolk A, 2006). Zpusob tepelné Upravy masa (smazeni, pe€eni a uzeni)
zvySuje mnozstvi mutagennich amind v organismu, jejich vliv na riziko vzniku nadoru
byl studovan, publikované vysledky jsou v§ak rozporuplné (Augustsson et al., 1999).
Alkohol modifikuje relativni riziko (RR) onemocnéni zcela minimalné - RR 1,1
(metanalyza 27 studii - Longnecker et al., 1990). lkdyZ vldknina je stale povaZzovana
za ochranny factor (Bingham et al.,, 2003), vysledky randomizovanych studii
neprokazuji zadny prospéch na snizeni incidence adenomu a karcinomu tlustého
stfeva u skupin osob uzivajicich velké denni davky vldkniny (Cochrane rewiew,
2002). Vys8i denni spotfeba vapniku snizuje riziko onemocnéni kolorektalnim

karcinomem (Baron et al., 1999). Metaanalyza 18 epidemiologickych studii prokazala
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20% snizeni rizika vzniku kolorektalniho karcinomu u Zen uzivajicich kombinovanou
hormonalni substituéni 1é€bu (Grodstein et al., 1999). VysSi fyzicka aktivita snizuje
riziko onemocnéni o 40-50% (Friedenreich CM, 2001). Koufeni zvySuje cetnost
vyskytu adenoma i invazivnich karcinomu tlustého stfeva téméF dvojnasobné (RR
1,81) (Sturmer et al., 2000). Nemocni s idiopatickymi stfevnimi zanéty maiji zvysené
riziko onemocnéni kolorektalnim karcinomem, zvlasté v pfipadé doprovodné primarni
sklerotizujici cholangoitidy (Marchesa et al., 1997). Po desetiletém pribéhu
pankolitidy je riziko vzniku nadoru 1-2% ro¢né. Tyto nadory obvykle nevznikaji (na
rozdil od sporadickych forem) na podkladé adenomd.

Dle epidemiologickych studii lze tedy doporucit v primarni prevenci
nadorového onemocnéni tlustého stfeva a konecniku pfiméfenou télesnou aktivitu,
racionalni stravu, pfijem dostateéného mnozstvi vapniku a vitaminu D, vitaminu C,

beta-karotenu a selenu.

Geneticky podminéné nadory
Pouze 5% kolorektalnich karcinomu vzniké v dusledku vrozené predispozice.
Tyto hereditarni nadorové syndromy jsou zpusobeny mutacemi urcitych gent a maji

autozomalné dominantnich charakter (Tab.4).

Familiarni adenomatdzni polypéza (FAP)

Familiarni adenomatdzni polyp6za je autosomalné dominantni onemocnéni
(incidence 1 na 8000), které se typicky projevuje vznikem kolorektalniho karcinomu u
mladych jedincu na podkladé mnohocetnych (100 az 5000) adenomatdznich polypu
v tlustém stfevé. Geneticky defekt se nachazi vtumor supresorovém genu APC

(adenomatous polyposis coli).
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Pravdépodobnost vzniku kolorektéalniho karcinomu je velmi vysoka (100%)
do véku 50 let. Polypy se u klasické formy FAP zacinaji tvofit okolo 15. roku véku, ke
vzniku maligniho nadoru u neléCenych pfipadd dochazi nejcastéji ve C&tvrtém
deceniu, kdy rovnéz dochazi k ustaleni rastu polypid. Onemocnéni mlze byt spojeno
také s dalSimi klinickymi projevy polypézy v proximalnich Usecich GIT (duodenalni
polypy az u 80% pacientu), maligni nadory se mohou vyskytovat i v dalSich organech
(mozek, §titna Zlaza, hepatoblastom, karcinom zaludku a pankreatu).

Z nenadorovych symptomda FAP dominuji nalezy epidermoidnich cyst (30-
60% nemocnych), desmoidnich tumort a difuzni fibrézy mesenteria (20-30%),
osteomu dolni celisti (90% pacientd), kongenitalni hypertrofie pigmentu sitnice
(Gardnertv syndrom). Posledni ze zmifilovanych symptomd maze slouzit jako ¢asny
biomarker mutace APC genu. Onemocnéni je diagnostikovano na zéakladé nalezu
polypdzy tlustého stfeva a potvrzeno genetickym vySetfenim DNA v krvi na
pritomnost mutaci v APC genu. Pravidelna dispenzarizace u jedincl s vysokym
rizikem se zahajuje mezi 11. az 14. rokem véku. Signifikantniho snizeni mortality Ize
dosahnout jen chirurgickou lé¢bou. U léCenych pacientd (po totalni kolektomii
s ileoanalni anastomézou) muze byt pficinou umrti karcinom duodena (kolem 5%
pripadl) &i bfisni a retroperitonealni komplikace v dlsledku rastu desmoidnich
tumord. Riziko vzniku karcinomu kone¢niku (pokud nebyla provedena
proktokolektomie) vzrusta z 3,5% po 5 letech na 10% po 10 letech. Z téchto davodu
je nezbytna pravidelna dispenzarni péfe pacientl po preventivnim chirurgickém
vykonu. Pfi vyskytu polypld Zaludku a duodena je vhodné zvazit podavani
chemoprevence selektivnimi COX2 inhibitory.

Juvenilni polyp6za (JP) a Peutz-Jeghersuv syndrom (PJS) patfi k dal§im

gastrointestinalnim polypdznim syndromum, které zvysuiji riziko vzniku kolorektalniho
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karcinomu. Jejich incidence je nizka (1 na 100 000), diagn6za muze byt stanovena
na podkladé histologického vySetfeni polypd — hamartomy. Zarodecna mutace
v LKB1 genu predisponuje ke vzniku Peutz-Jeghersova syndromu a mutace

v genech SMAD4 nebo BMPR1A ke vzniku juvenilni polypo6zy.

Hereditarni nepolyp6zni kolorektalni karcinom (HNPCC)

Pod nazev hereditarni nepolyp6zni kolorektalni karcinom se v soucasnosti
zafazuji autosomalné dominantni onemocnéni dfive oznaCované jako Lynchav
syndrom | a Il. (incidence 1 na 200 - 1 000). Pro tuto nozologickou jednotku je kromé
vysokého rizika vzniku kolorektalniho karcinomu (asi 80%, nejCastéji ve véku mezi
40.-50. rokem Zivota) charakteristicky i vyskyt malignich nadord v dalSich
lokalizacich: endometrium (celozivotni riziko 27-71%), ovarium (3-13%), zaludek (2-
13%), tenké stfevo (4-7%) a nadory mozku (1-4%) (Vasen et al., 2007).

Genetickym podkladem onemocnéni je pritomnost hereditarni mutace v
jednom z DNA-reparaénich gentd: hMSH2, hMLH1, hPMS2, hMSH6. 90%
kolorektalnich karcinomi asociovanych s HNPCC je mikrosatelitové nestabilnich
(MSI), zatimco ve sporadickych nadorech je tento rys detekovan u asi 15% pfipadd.

V rodinach s HNPCC je provadén pravidelny screening (kolonoskopie,
hysteroskopie s biopsii endometria) vzhledem k vysokému riziku vzniku nadorovych

onemocnéni v téchto lokalizacich.

Muir-Torre syndrom

Jedna se o vzacné autozomalné dominantni onemocnéni charakterizované
nadory potnich zlaz nebo keratoakantomy kize asociované s visceralnimi malignimi

nadory (kolorektalni, endometridlni, urologické a jiné GIT nadory).
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Turcotlv syndrom

Jednad se o vyskyt nadoru mozku - glioblastoma multiforme (GBM)
v kombinaci s kolorektalnim karcinomem. Glioblastomy u tohoto syndromu vznikaji v

mladém véku (okolo 20ti let) a vyznacuji se mikrosatelitovou nestabilitou.

Familiarni vyskyt karcinomu tlustého stireva

Epidemiologické studie prokazaly, ze pfimi pfibuzni nemocnych
s kolorektalnim karcinomem maji 3 az 4x vy$Si pravdépodobnost tohoto onemocnéni

ve srovnani s ostatni populaci (celoZivotni riziko 2%).

Tabulka 4. Genetické abnormality u kolorektalniho karcinomu

Hereditarni syndrom Alterovany gen | Lokalizace
genu
Familiarni adenomatozni polypdza APC 5g21-22
Peutzlv-Jeghersliv syndrom STK, LKB1 11 19p13.3
Cowdenuv syndrom PTEN 10923.3
Familiarni juvenilni polyposa SMAD4, 18921.1
BMPR1A
Hereditarni nepolyp6zni kolorektalni hMSH-2, 2p22
karcinom hMSH-1 3p21.3
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2.3. PATOGENEZE KOLOREKTALNIHO KARCINOMU

Adenokarcinomy tlustého stfeva a kone¢niku vychazeji z bunék strevni
sliznice, ktera se trvale obménuje. Intenzivni proliferace bunék je vdak za normalnich
okolnosti v rovnovaze s jejich apoptézou a odluéovanim z povrchu sliznice. Poruseni
regulacnich mechanismi ma za nasledek postupnou zménu fenotypu bunék, ktera
nakonec vyusti ve vznik novotvaru. Jednim z vyznamnych faktor(, ktery ovliviiuje
mechanismus apoptézy, je protein APC, produkt stejnojmenného genu. Tento protein
je lokalizovan v bazalni membrané bunék sliznice tlustého stfeva a jeho exprese
narlista s migraci a diferenciaci bunék smérem k vrcholum krypt. Dysfunkce tohoto
proteinu na zakladé alterace genu APC se projevi selhanim apoptézy. Tato porucha
muze byt prvnim stupném kaskady nadorového rdstu, od tvorby polypl, na nez
navazuji dalsi defekty genu DCC na chromosomu 18q a genu p53 na chromosomu
17p (Obr. 3). S APC proteinem vchazi do interakci cela fada regulacnich proteind se
vztahem k adhezi bunék, jako jsou B-catenin, axin, konduktin, mikrotubularni
proteiny. Mitochondrialni cesta apoptézy je aktivovana prostfednictvim p53,
naslednou stimulaci BAX, vedouci k uvolnéni cytochromu ¢ a k aktivaci kaspaz.
Inhibitory apoptdzy (zahrnujici napf. survivin a XIAP) hraji dulezitou roli
v radiorezistenci u karcinomu konecniku. Z metod seriové analyzy genové exprese
(SAGE) a komparativni genové hybridizace (CGH) vyplyva, Ze rozdily v genovém
profilu a expresi mezi normalni sliznici a kolorektalnim karcinomem vykazuje vice

nez 500 genu.
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Obrazek 3. Mechanismus kancerogeneze u kolorektalniho karcinomu

(Klener P, 2002)

Elevace COX2
Inaktivace genu MSH-2 a MLH-1

Chromosom: 5q 129 189 17p
Alterace: mutace+ ztrata mutace ztrata mutace+ ztrata
Gen: APC, MCC k-ras DCC p53

/

Normalni | Casny L,/ Intermedialni || Pozdni }| karcinom }| metastazy

epitel adenom adenom adenom
‘/

Metylace alterované DNA Jiné genetické alterace

Epigenetické zmény u kolorektalniho karcinomu (DNA metylace, histonové
modifikace aj.) jsou v souasnosti intenzivné studovany. Predpokladd se, Ze
epigenetické zmény jsou €astéjsi pFi¢inou vzniku onemocnéni (12%) nez zarodeéné
mutace v genech MMR a APC (5%) a maji vztah k véku, dieté a vlivu Zivotniho
prostfedi. Podle typu hypermetylaci ur€itych gend, se onemocnéni klasifikuje do
jednotlivych skupin CIMP 1, CIMP 2, CIMP negativni (CIMP — CpG Islands
Methylation Phenotype). Jednotlivé skupiny jsou charakterizovany odliSnou lokalizaci
vzniku onemocnéni (proximalni, distalni ¢ast stfeva) a studuje se vztah k prognéze a

k 1é¢ebné odpovédi na jednotlivé modality 1é¢by (Issa JP, 2008, Deng et al.,2008).
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2.4. KLINICKA MANIFESTACE A DIAGNOSTIKA KOLOREKTALNIHO

KARCINOMU

Prdbéh onemocnéni kolorektalnim karcinomem zavisi na lokalizaci nadoru,
rozsahu a stadiu onemocnéni. Pokrocilé nadory vedou ke ztraté vahy, malnutrici,
anemizaci. Hlavnimi akutnimi komplikacemi jsou obstrukce a perforace streva. P¥i
metastatickém postizeni jater dominuji bolesti v pravém podzebfi, febrilie, poceni,
kachektizace, vznik ascitu. Kolorektalni karcinom v pravé poloviné tracniku vede
Casto ke krvaceni a ztratové anemii, kterd byva obvykle jedinym pfiznakem
onemocnéni pfi nadorech v této oblasti. V levé poloviné tracniku ovliviuji karcinomy
prichodnost stfeva, vedou ke zménam defekacniho stereotypu a k obstrukci.
Hlavnimi pfiznaky nadorl rekta je krvaceni, pfitomnost hlenu ve stolici a tenezmy.
Mikroskopicka enteroragie je pfitomna u vétsiny kolorektalnich karcinomd bez ohledu
na lokalizaci nadoru. Tento prikaz je zakladem screeningové metody— vySetieni
stolice na okultni krvaceni (hemocult - FOBT). Test spociva ve vySetfeni 3 po sobé
nasledujicich stolic. Pozitivni prediktivni hodnota testu je kolem 20% pro karcinomy a
5% pro adenomy. Pfi pozitivité testu je nutné provedeni pankolonoskopie.

Pfi klinickém vySetfeni pacienta zjiStujeme anamnézu, ktera se zamérfuje na
rodinny vyskyt onemocnéni, vyskyt polypl ¢i jinych malignit. Provadime fyzikalni
vySetfeni v€etné vySetieni per rektum. Kolonoskopicky je vySetfen cely tracnik az do
céka; provede se odbér vzorku tkané k histologickému vySetfeni, posoudi se lokalni
rozsah onemocnéni, vzdalenost nadoru od anu, exulcerace nebo hrozba akutni
obstrukce stfeva. K ur€eni klinického stadia a stanoveni pfedoperacni stagingu

(cTNM) se vyuziva kombinace zobrazovacich metod. Ultrazvuk nebo CT vySetieni
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bficha a panve umozni diagnostikovat jaterni metastazy a zvétSené lymfatické uzliny.
K vylou€eni plicnich metastaz je nutné provedeni RTG nebo CT hrudniku.

Zvlastni pozornost je tfeba vénovat vySetfeni nadortd v oblasti koneéniku.
Pfesna diagnostika rozsahu nadorového onemocnéni rozhoduje o indikaci
predoperaéni (neoadjuvantni) terapie a o charakteru resekéniho vykonu. Typ
operace je pro kvalitu Zivota zasadni. Jde o amputaci koneCniku Ci resekci s
anastomo6zou. Obraz o lokdlnim nalezu nadoru v oblasti kone¢niku pfinese
rektoskopie ¢&i kolonoskopie. Hloubku invaze nadoru, postizeni stény rekta,
eventualné postizeni pararektalnich lymfatickych uzlin Ize posoudit transrektalni
ultrasonografii (TRUS). Podobnou informaci nam prinese také magneticka rezonance
panve. Toto vySetfeni je zvlasté vhodné u fixovanych nadort. Laboratorné je
sledovan CEA jako hlavni marker (senzitivita je 50-60%) a Ca 19-9 jako vedlejsi
marker (senzitivita ~30%). Pfi nalezu hematurie, urologické symptomatologii nebo pfi
podezfeni na Sifeni nadoru mimo konecnik podle zobrazovacich metod se provadi
urologické vysSetfeni, u zen je nezbytné gynekologické vySetfeni. V pfipadé
nejasného nalezu nebo k doplnéni stagingu je vhodné provést vySetieni

pozitronovou emisni tomografii (PET nebo PET-CT).
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2.5. LECBA KOLOREKTALNIHO KARCINOMU

Terapie kolorektalniho karcinomu je komplexni, fidi se lokalizaci nadoru a

rozsahem onemocnéni, vzdy po zvazeni celkového stavu pacienta.

2.5.1. Chirurgie
modalitou a nachazi uplatnéni ve vSech stadiich onemocnéni.

Profylakticka chirurgie je indikovana u prekanceroznich stavd, jako je
familiarni adenomatozni polypéza, kde se po dikladném vySetfeni rozsahu zmén
doporuCuje  subtotalni kolektomie, ileorektalni anastoméza nebo totalni
proktokolektomie zakon&ena kontinentni ileostomii. U pacientd bez hereditarni
zatéze se ojedinélé stopkaté adenomy do velikosti 2 cm odstranuji endoskopickou
polypektomii, vétsi tubularni adenomy a prisedlé vilozni adenomy je zapotrebi fesit
resekci postizeného Useku stfeva, popf. specialnimi endoskopickymi technikami.

Kurativni chirurgicky vykon je hlavni Ié€ebnou metodou lokalizovanych stadii

kolorektalniho karcinomu (Tab.5).

Tabulka 5. Zakladni chirurgické vykony u lokalizovaného CRC

Lokalizace nadoru Typ vykonu

Karcinom céka, colon ascendens pravostranna hemikolektomie

Karcinom transversa resekce transversa

Karcinom colon descendens a sigmoidea levostranna hemikolektomie

Karcinom sigmoidea a rekta nizka predni resekce rektosigmatu
abdominoperinealni amputace rekta
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Soucasti radikalni resekce je také odstranéni mesokolickych a pararektalnich
uzlin a jejich histologické vySetfeni (pozadovany pocet 12 lymfatickych uzlin). U
karcinomu I. a Il. klinického stadia ma radikalni chirurgicky vykon kurativni Gc€inek, u
vy§Sich stadii se podava adjuvantni chemoterapie.

Paliativni chirurgie je nezastupitelna v 1éCbé& pokrocCilych a obturujicich
nadorl. V oblasti tracniku se indikuje omezena resekce s anastomézou, nékdy (u
nador( zcela obturujicich stfevni lumen) je nutna prosta kolostomie. U nadoru
distalniho rekta mize byt paliativnim FeSenim elektrokoagulace, laserova koagulace
nebo kryochirurgicky vykon, at iz je jeho cilem zastaveni krvaceni nebo pokus o
rekanalizaci samoexpandibilnim metalickym stentem. Kryochirurgie muze mit
analgeticky ucinek, nebot' znici senzitivni nervovéa vldkna. V pfipadé metastatického
postizeni jater &i plic se u resekabilnich metastaz provadi chirurgicka resekce.
Dal§imi lokalnimi IéCebnymi postupy pfi neresekabilnim metastatickém postizeni

jater je radiofrekvenc¢ni ablace, kryoterapie Ci terapie laserem.

2.5.2. Radioterapie

Radioterapie nachazi uplatnéni predevsim u nadoru konecniku, a to zejména
ve formé predoperacni radioterapie ¢asto v kombinaci s chemoterapii. V IéCbé téchto
lokalné pokroc€ilych ¢&i hraniéné resekabilnich nadoru je predoperacni ozareni
standardnim postupem, jehoz pfinos pro nasledny rozsah chirurgického vykonu,
redukci lokdlnich recidiv i pro dlouhodobé preziti byl prokazan. Prfedoperacni
radioterapie nadorl  koneCniku v kombinaci s chemoterapii pfinasi  10%
patologickych kompletnich odpovédi (pCR), u 9% nemocnych neni dosazeno klinické
odpovédi v dusledku Siroké heterogenity nadorovych bunék karcinomu rekta (Palmer

et al., 2005). Pooperacni radioterapie (také chemoradioterapie) se pouziva u
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pacientl s nadory konec¢niku lokalizovanymi pod peritonealni fasou dle klinického
stadia onemocnéni.

Paliativni radioterapie se vyuziva v lé¢bé inoperabilnich lokalnich recidiv,
muze mit hemostypticky efekt u krvacejicich nadord a jako symptomaticka

analgeticka Ié¢ba pfi postizeni skeletu.

2.5.3. Chemoterapie

Chemoterapie je dulezitou soucasti komplexni terapie kolorektalniho
karcinomu predevSim jako adjuvantni lé¢ba u pacientd Ill. klinického stadia a u
pacientd Il. klinického stadia s vysokym rizikem (exulcerovany tumor, pozitivni
resekéni linie, operacni fez v tésném sousedstvi nadorové infiltrace, T4 nador, G3,
nedostatecné vySetifeni lymfatickych uzlin < 12, angioinvaze, lymfangioinvaze,
predoperaéni elevace CEA, manifestace nadoru ileoznim stavem). Zakladni
|léCebnou modalitou je chemoterapie u pacientd slokalné pokrocilym a

generalizovanym onemocnénim.

NejuzivanéjSim chemoterapeutikem v 1é¢bé kolorektalniho karcinomu je jiz ~

50 let cytostatikum ze skupiny pyrimidinovych analog - 5-fluorouracil (5-FU).

5-fluorouracil je trvale velmi dilezitou soucasti kombinovanych
chemoterapeutickych rezimu také pfi [éCbé dalSich adenokarcinomd zazivaciho
traktu (jicnu, zaludku, ZluCovych cest, slinivky bfigni), nadord prsu a spinocelularnich
nadord hlavy a krku, anu a gynekologické oblasti. 5-fluorouracil je také soucasti
novych rezimd v kombinaci s moderni cilenou biologickou 1é¢bou. Chemoterapie 5-
fluorouracilem je dobfe tolerovana. Spektrum a intenzita nezadoucich Uc€inka zavisi

na zpuUsobu aplikace (bolusova versus kontinualni), coz pravdépodobné souvisi s
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odliSnym mechanismem 0c&inku. Pfi bolusovém podani se uplatiiuje pFedevsim
mechanismus inhibice RNA a dominuje hematologicka toxicita s incidenci 31%. Pfi
kontinualnim podavani prevazuje mechanismus inhibice thymidylatsyntazy (TS)
zpusobujici naruseni syntézy DNA a pFevlada toxicita slizni¢ni a kozni toxicita (hand
—foot syndrom, incidence 34%) (Sobrero et al., 1997). ZlepSeni |éCebné odpovédi je
dosazeno kombinaci s leukovorinem (LV). Rezim FUFA je obecné oznaceni pro
kombinaci 5-fluorouracilu a leukovorinu. V adjuvantni indikaci byla také zkouSena
cytostatika (irinotekan, oxaliplatina) v kombinaci s FUFA. Irinotekan v kombinaci s
bolusovou aplikaci FUFA (IFL) mél pfi srovnatelné efektivité s FUFA vétsi procento
neutropenii, febrilnich neutropenii a umrti, proto neni tato kombinace v adjuvanci
pouzivana. Naopak kombinace oxaliplatiny s kontinualnim rezimem FUFA (FOLFOX)
vede redukci relapst onemocnéni az o 26 %, nejcastéjSim nezadoucim ucinkem je
narlstajici neurotoxicita oxaliplatiny. Kombinovana chemoterapie FOLFOX byla

zafazena do standardu pro adjuvantni chemoterapii nador tlustého streva.

V paliativni chemoterapii pokrocilych stadii je rovnéz zakladnim cytostatikem
5-fluorouracil, jehoz Ié€ebna uc€innost v monoterapii je mala, tj. 10 — 15 % lé€ebnych
odpovédi s medianem preziti 10 mésica. Pfi kontinudlnim podavani 5-fluorouracilu
v kombinaci s leukovorinem (FUFA dle de Gramonta) dosahuje |é¢ebna odpovéd
33-44% a median preziti 14 mésict (de Gramont et al., 1998). Zasadni zlepSeni
léCebnych vysledkl u generalizovaného CRC prokazaly klinické studie lll. faze
srovnavajicich kombinace cytostatik nové generace (irinotekan, oxaliplatina) s
kontinualnimi rezimy FUFA (FOLFOX, FOLFIRI) (Tab.6). Toto zlepSeni vyplyva
z léCebnych odpovédi, které jsou pro rezimy FOLFOX a FOLFIRI kolem 50% s
prodlouzenim medianu preziti az na 20 mésicu. Dalsi alternativou je nahrazeni

kontinuélni aplikace 5-fluorouracilu kapecitabinem. LéCebné vysledky s peroralnim
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kapecitabinem jsou srovnatelné s podavanim kontinualniho 5-fluorouracilu a jsou
ovéreny i v ramci klinického hodnoceni (Mayer RJ, 2001).

Dosazeni dalSiho zlepSeni |éCebné odpovédi priblizné o 10 % pfinasi
podavani téchto rezimd v kombinaci s biologickou IéEbou - monoklonalnimi
protilatkami (cetuximab, bevacizumab). Kombinace chemoterapie a biologické IéCby
podavané vramci perioperacni terapie metastatického kolorektalniho karcinomu
umoziuji nasledné radikalni resekci jaternich metastaz, a tim zlepSuji Sleté preziti

pacientl na 39% (5leté preziti pacientd s neresekabilnim metastatickym CRC je 0%).

Tabulka 6. Chemoterapeutické rezimy pouzivané v I|écbé kolorektalniho

karcinomu (typ lécby A - adjuvantni, P — paliativni, CHT - chemoterapie).

Typ | Rezim CHT Zpusob aplikace
lécby
A | FUFA leukovorin 20mg/m* + 5-FU 425 mg/m~ 5dni i.v.

bolus a 28 dni

A + P | de Gramotulv rezim leukovorin 200mg/m? 2 hod + 5-FU 400 mg/m®
i.v.+ 5-FU 2500 mg/m? k.inf. 48 hod a 14 dni

A + P | kapecitabin 2500 mg/m* p.o. ve 2 dennich davkach 14 dni a 3
tydny

A + P | FOLFOX oxaliplatina 85 mg/m* inf. 2hod +

leukovorin 200mg/m? 2 hod + 5-FU 400 mg/m? i.v.
+ 5-FU 2500 mg/m? k.inf. 48 hod a 14 dni

P FOLFIRI irinotekan 180mg/m2inf. 1,5 hod +
leukovorin 200mg/m? 2hod + 5-FU 400 mg/m? i.v.
+ 5-FU 2500 mg/m? k.inf. 48 hod a 14 dni

P Kombinace bevacizumab 5mg/kg 1 hod + FOLFOX ¢i
llinie | s bevacizumabem FOLFIRI a 14 dni
P | Kombinace Cetuximab 400mg/m® poté 250 mg/m® 1 hod +
Il.linie | s cetuximabem FOLFIRI & FOLFOX a 14 dni , nebo
Cetuximab + irinotekan 90mg/m? a 7 dni
P Monoterapie Panitumumab 6mg/kg a 14 dni

S panitumumabem
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Mechanismus Uc¢inku fluoropyrimidint

Fluoropyrimidiny se svym mechanismem Uc¢inku fadi do skupiny cytostatik
inhibujicich biosyntézu nukleovych kyselin. Zplisob zasahu fluorovanych pyrimidinud
(analoga uracilu) do biosyntézy nukleovych kyselin je vS§ak mnohostranny.

5-fluorouracil jako matefska latka této skupiny plasobi nejméné dvéma
mechanismy. Teprve po intracelularni konverzi na nukleotid 5-fluorouridinmonofosfat
(5-FUMP) vznikaji vlastni cytotoxické latky, kterymi jsou 5-fluorouridintrifosfat
(5-FUTP) a 5-fluorodeoxyuridinmonofosfat (5-FAUMP). Antimetabolit 5-FUTP se
inkorporuje do RNA, a tim ovliviiuje jeji funkce v zasazené burce. 5-FAUMP se vaze
na enzym thymidylatsyntdzu (TS) a brani tak tvorbé nukleotidu
deoxythymidinmonofosfatu (dTMP), nasledné vzniku deoxythymidintrifosfatu (dTTP),
coz vede k inhibici syntézy DNA (Obr. 5). Nadbytek tetrahydrolistové kyseliny
(leukovorin-LV) vytvéaFi spolu s fluorouridinem a thymidylatsyntdzou komplex, ktery
blokuje dal$i syntézu thymidinu (Waters J, 2001).

Az 80% aplikovaného 5-FU je katabolizovano v jatrech; polo¢as rozpadu je
kratky (5—15 min). Prvnim katabolickym krokem je redukce pyrimidinového kruhu 5-
FU enzymem dihydropyrimidindehydrogenazou (DPD). Vyslednym produktem
katabolismu 5-FU je fluoro-B-alanin (FBAL). Tento metabolit je vylu€ovan moci, ma
dlouhy polo€as rozpadu a mize pusobit neurotoxicky (Gorlick and Bertino, 1999,

Kuhn JD, 2001).

Dalsi klasické fluoropyrimidiny

5-fluorodeoxyuridin (FUDR) je derivdtem 5-FU vyznacujicim se nejvysSi

extrakeni frakci v jatrech. Jeho intraarterialni aplikace do arteria hepatica zajisti az
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400nasobnou expozici cytostatika v nadoru ve srovnani s nitrozilnim podanim a
zaroven nizkou systémovou toxicitu.

Tegafur (Ftorafur) je charakterizovan zvySenou lipofilitou, coz rozSifuje
spektrum jeho G&innosti o mozkové nadory. Je k dispozici v peroralni formé, ktera
usnadnuje ambulantni 1é¢bu. Vyznacuje se opozdénou hematologickou toxicitou.

Kapecitabin (Xeloda) je peroralni fluoropyrimidinovy prekurzor (prolék), ktery
je vjaterni a v nadorové tkani postupné ve 3 krocich (enzymy karboxyesterazou,
cytidindeamindzou a thymidinfosforylazou) konvertovan na 5-FU. Postupné
uvoliovani 5-FU zaruCuje protrahovany Uucinek. Predpoklada se, Ze selektivni
aktivace thymidinfosforylazou (TP) v nadorové tkani zlepSuje terapeuticky pomér

kapecitabinu (Malet-Martino and Martino, 2002).

Obrazek 5. Metabolismus fluoropyrimidinti (Waters J, 2001)

Metabolismus fluoropyrimidina
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Kombinované fluoropyrimidiny

Potlaeni katabolického Gc€inku enzymu dihydropyrimidindehydrogenazy
(DPD) je spojeno s prodlouzenim terapeutické aktivity 5-FU. 5-FU neni tak rychle
metabolizovan na neaktivni latky. Inhibitory DPD mohou zvyS$it chemosenzitivitu 5-
FU. Vyznamna redukce biotransformace 5-FU pomoci inhibitord DPD musi byt
doprovazena také snizenim davek 5-FU, aby se zamezilo pfipadnym zavaznym
toxickym U¢inkim (Haaz et al., 1996).

Ethyniluracil (Eniluracil) je ireverzibilnim inaktivatorem DPD. Jeho podani
snizuje inter a intraindividualni variabilitu biotransformace 5-FU a vliv cirkadianniho
rytmu 5-FU. Peroralné podavany ethyniluracil inaktivuje DPD v gastrointestinalnim
traktu a v jatrech, ¢imz zlepSi dostupnost 5-FU az na 100% a polo¢as rozpadu
prodlouZi z 5-15 min na 4-6 hod (Saleem et al, 2000).

UFT (Orzel) je peroréalni cytostatikum obsahujici uracil a tegafur v poméru
4:1. Uracil v nadorové tkani kompetitivné reverzibilné inhibuje enzym DPD. Tegafur

slouzi jako prekursor 5-FU, ktery je konvertovan enzymy v jatrech na 5-FU.

Specifické inhibitory thymidylatsyntazy (TS)

Jednim z hlavnich mechanismd u¢inku fluorovanym pyrimidind je inhibice
enzymu thymidylatsyntdzy. Existuji v8ak i cytostatika ze skupiny antifolatu, které se
vazi na jiné vazebné misto enzymu TS, a tim inhibuji tvorbu deoxythymidintrifosfatu
(dTTP), klicového nukleotidu pro syntézu DNA (Jackman et al.,1991).

Ke specifickym inhibitordm thymidylatsyntazy ze skupiny antifolik fadime
pemetrexed (MTA-multi target antifolat), nolatrexed a raltitrexed (Tomudex).

Vysledky publikovanych studii s raltitrexedem prokazaly kratSi dobu do progrese
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onemocnéni u pacientl s pokroc€ilym kolorektalnim karcinomem a odlisny profil

nezadoucich Uginka (elevace transaminaz) (Cocconi et al 1998).

2.5.4. Cilena biologicka lécba

Hlub8i poznani molekularnich principd pfenosu signalu, bunécné
komunikace, procesu angiogeneze a metastazovani prispélo krozvoji cilené
molekularni biologické IéCby, vyuzivajici pfimého zasahu kli¢ovych teréovych struktur
nadorové bunky. Tim se odliSuje od chemoterapie, ktera pusobi predevsim na
proliferujici buriky. Cilena molekularni 1é¢ba (targeted therapy) jiz neni jen
predmétem vyzkumu, ale je realitou v klinické praxi v 1é€bé kolorektalniho karcinomu
(Pfeiffer et al., 2007), také v IéCbé karcinomu prsu, bronchogenniho karcinomu,
karcinomu ledviny, jater atd. Molekularni Iéky naruSuji zakladni signalni drahy,
pricemz protinadorového G&inku muaze byt dosazeno cilenim IéCiva nejen proti
nadorové burice, ale také proti burikam nadorového stromatu.

Zakladnimi nastroji cilené biologické léCby jsou monoklonalni protilatky a
nizkomolekulové jednozéasahové €i vicezasahové tyrosinkinazové inhibitory (Obr. 6).
Ve srovnani s konvenéni chemoterapii pfinasi tento l1é¢ebny zpusob jiné spektrum
nezadoucich ucinku, prevladaji alergické projevy a kozni zmény, které odezni
vétSinou brzy po preruSeni 1éCby. Kvalita Zivota tak neni vyraznym zplsobem
negativné ovlivnéna. Vyskyt koznich zmén (akneformni exantém) muze byt faktorem
predpovidajicim IéCebny efekt (Cunningham et al., 2004).

Cetuximab (Erbitux) je chimérickd 1gG1 monoklondlni protilatka. Cetuximab
soutézi s endogennim ligandem o vazbu na externi doménu receptoru pro
epidermalni rustovy faktor (erbB-1/EGFR). Navazanim cetuximabu na EGF receptor

se blokuje signalni transdukce, coz inhibuje rast nadoru a vede k apoptdze. K dal§im
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ucinkam patfi inhibice produkce angiogennich faktorli, zprostfedkovani na
protilatkach zavislé bunécné cytotoxicity (antibody-dependent cell cytotoxicity -
ADCC) a synergické pusobeni s chemoterapii a radioterapii. Analyzy studii
FOLFOX+cetuximab a FOLFIRI+cetuximab prokazaly vysSi l1éCebnou odpovéd u
nemocnych s normalnim, nemutovanym ,wild type“ K-RAS, proto je lé¢ba EGFR
inhibitory indikovana pouze u pacientd s nemutovanym K-RAS.

Bevacizumab (Avastin) je monoklonalni protilatka, ktera soutézi o vazbu na
externi doménu receptoru pro vaskularni endotelialni rastovy faktor (VEGF). Timto
zpusobem potladuje angiogenezi a zpomaluje &i zastavuje rust nadoru. Priblizné u
50% pacientd s metastazujicim kolorektalnim karcinomem je VEGF nadmérné
exprimovan (Emmanouilides et al., 2007). Spolehlivé prediktory pro Iécbu
bevacizumabem se nepodafilo odhalit, G¢innost bevacizumabu u normalniho a
mutovaného K-RAS neni rozdilnd (Hurwitz et al., 2009). Kombinovana Iécba 2
monoklonalnimi protilatkami — anti VEGF + anti EGFR s chemoterapii v prvni linii
pokrocilého kolorektalniho karcinomu (studie CAIRO2 a PACCE) vedla ke zkraceni
preziti a narastu nezadouci ucinkl léCby. Prepoklada se, Zze dochazi k negativnim
interakcim mezi latkami cilenymi na VEGF a EGFR signalni cestu.

Pamitumumab (Vectibix) je anti EGFR 100% humanizovana monoklonalni
protilatka, kterd se podava v monoterapii u pacientd s chemorefrakternim
metastazujicim kolorektalnim karcinomem. Vazba panitumumabu na EGFR vede
k inhibici buné&ného rastu, indukci apoptézy a snizeni produkce interleukinu- 8 a
prediktorem lé¢ebné odpovédi na biologickou terapii panitumumabem (Amado et al,
2008), zatimco u pacientu Ié€enych pouze chemoterapii s fluoropyrimidiny nema stav

K-RAS Zadnou prediktivni hodnotu (Etienne-Grimaldi et al., 2008).
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Obrazek 6. Monoklonalni protilatky a TKI EGFR- mechanismus ucinku
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2.5.5. Experimentalni lécba kolorektalniho karcinomu
V soucasnosti probihaji klinické studie I. a Il.faze s experimentalni cilenou
biologickou |éCbou (Tab.7), kterad ovliviuje predevS§im procesy nitrobunecné

signalizace (napf.inhibitory cyklindependentnich kinaz, inhibitory angiogeneze).

Tabulka 7. Prehled experimentalni Ié¢by kolorektalniho karcinomu

Cilova molekula- mechanismus ucinku | Experimentalni Iék v terapii CRC
TK inhibitor EGFR Gefitinib, Erlotinib

TK inhibitor VEGFR Vatalanib

Vazba na B tubulin ABT-751, Epothylon D, DJ-927
GARFT inhibitor Pelitrexol

c-kit, ber-abl, PDGF Imatinib mesylat

Inhibitor angiogeneze Thalidomid
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3. MOZNOSTI STANOVENI PROGNOZY A PREDIKCE

LECEBNEHO VYSLEDKU CHEMOTERAPIE

3.1. PREDIKTIVNI A PROGNOSTICKE FAKTORY

V soucasnosti je v onkologii v popfedi zajmu studium prognostickych a
prediktivnich faktor, kiteré mohou déle charakterizovat jinak velmi heterogenni
nadorové onemocnéni.

Prognosticky faktor je spojen s klinickym vystupem pro pacienta—
s progndzou: s dobou preziti (overall survival OS), s dobou od zahjeni IéCby do
novych pfiznakd nemoci (progress free survival PFS), nebo s dobou bez zndmek
onemocnéni (disease free interval DFI). Prognostické faktory plsobi nezavisle na
podané |écbé, umoznuji rozdéleni pacientd do skupin (tzv.stratifikace rizika). U
pacientu jednotlivych prognostickych skupin je pak indikovana rizné intenzivni 1éCba,
pfiznivé prognostické faktory mohou selektovat pacienty bez nutnosti adjuvantni
onkologické lecby.

Prediktivni faktor predpovida rozdilnou ucinnost (Ié€ebnou odpovéd) na
urCitou onkologickou terapii. Prediktivni faktory mohou individualizovat
protinaddorovou |éCbu (tailoring therapy). Vzhledem ktomu, Ze prediktivni faktory
reflektuji odpovéd nadoru na specifickou protinadorovou IéCbu, mohou tak
optimalizovat vybér cytostatik a biologické 1éEby dle jejich mechanismu ucinku a
profilu toxicity.

V nadorové tkani kolorektalniho karcinomu a v okolni zdravé stfevni sliznici

bylo studovano pfiblizné 25 moznych prognostickych a prediktivnich markert. Mezi
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velmi slibné patfi chromosomalni delece (DCC, DPC4), ztrata heterogenity 18q
chromosomu (LOH), status p53, mikrosatelitova instabilita (MSI), nadorova DNA
ploidita, CEA, EGFR, K-RAS (vztah k terapii EGFR monoklonalnimi protilatkami),
enzymy TP, TS, DPD, OPRT (vztah kterapii 5-FU), UGT1A1 (vztah K terapii
irinotekanem), ERCC1, XPD, GSTP1 (vztah k terapii oxaliplatinou). Zadny z t&chto
sledovanych markeru nebyl doposud doporucen ke standardnimu klinickému vyuziti.
Od roku 2008 se nové se vyuziva stanoveni exprese EGFR a stavu K-RAS
k predikci |éCebné odpovédi na anti-EGFR monoklonalni protilatky. Validace téchto
slibnych prediktivnich a prognostickych markert byla a je cilem fady rozsahlych
retrospektivnich a predevS§im prospektivnich klinickych studii. Vyuziti modernich
standardizovanych metodik vySetfeni, vytvareni tkanovych bank, je pfislibem do
budoucnosti pro volbu |é€ebné strategie pacientl s kolorektalnim karcinomem.

Cilem farmakogenomiky je hledat korelace mezi genovym profilem pacienta
(variabilita mnoha genl) a odpovédi na podavanou Ié€bu. Polymorfismy cilovych
gend, které kéduji enzymy metabolismu uréitych cytostatik, mohou ménit 1é&ebnou
odpovéd. U nékterych pacientt dochazi k velmi dobré efektu IéCby, u jinych pouze k
¢aste€né nebo minimalni Ié€ebné odpovédi, zatimco u dalSich pacientl prevazuji
nezadouci ucinky IéCby bez klinické odpovédi. Farmakogenetika pak studuje vztah
mezi individualni variabilitou urcitych kli€¢ovych gend U€astnicich se metabolismu
studovaného Iéku a odpovédi na terapii timto preparatem (predikce odpovédi na
léC¢bu 5-FU, oxaliplatinou, irinotekanem atd). Farmakoproteomika pfimo stanovuje
proteinovou expresi studovaného enzymu (napf. kvantitativni imunofluorescenci) ve
vztahu k léCebné odpovédi na uritou terapii. Navzdory fadé studii, cilenych k
vyhledavani vhodnych molekularnich prediktort na Ié€bu 5-fluorouracilem, zadny ze

studovanych marker senzitivity a rezistence na 5-FU nema dostate¢né mnozZstvi
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dikazu pro zavedeni do standardni praxe - doporu¢eni ASCO 2006 (Locker et al.,
2006).

Dosud provedené studie naznacuji, ze vysoké exprese urcitych kliCovych
enzymu pyrimidinového metabolismu v nadorové tkani: thymidylatsyntazy (TS),
thymidinfosforylazy (TP) a dihydropyrimidindehydrogenazy (DPD) jsou negativnim
prognostickym faktorem pro dalS§i vyvoj onemocnéni u pacientd s pokrocilym
kolorektalnim karcinomem. Otazka metod stanoveni exprese enzym( TS, TP a DPD
v nadorové tkani a predikce |écebné odpovédi na 5-FU neni v doposud
publikovanych studiich jednoznaéné zodpovézena.

Vysoké aktivita enzymu DPD v nadorové tkani vede k rychlé degradaci 5-FU
na neaktivni metabolity, naopak snizena aktivita DPD vede k vysoké toxicité IéCby

viv s

v zivot ohroZzujici stav.

3.2. PREDIKCE CHEMOSENZITIVITY FLUOROPYRIMIDINU

3.2.1. Thymidylatsyntaza (TS)

Thymidylatsyntaza je dimericky cytoplazmaticky enzym, ktery katalyzuje
metylaci deoxyuridin-5-monofosfatu (dUMP) na deoxythymidinmonofosfat (dTMP),
ktery je zdrojem pro deoxythymidintrifosfat (dTTP) — nukleotid nezbytny k syntéze
DNA. TS je klicovym enzymem DNA syntézy a je atraktivhim cilem protinadorovée
léCby. Thymidylatsyntazu inhibuji cytostatika ze skupiny fluoropyrimidind a antifolik.
Intratumorozni exprese enzymu TS hraje tedy dulezitou roli v chemosenzitivité na

tato cytostatika.

40



Za poslednich deset let bylo publikovano vice nez tficet studii, zabyvajicich
se prognostickou Ulohou enzymu TS. V roce 2004 byla publikovana metaanalyza
dvaceti praci (Popat et al.,, 2004). Jednalo se o tfinact studii u 887 pacientl
s pokroCilym kolorektalnim karcinomem a o sedm studii u2610 pacientl
s lokalizovanym kolorektalnim karcinomem. Metaanalyza prokazuje, Ze vysoka
exprese TS je nezavislym negativnim prognostickym faktorem v parametrech doby
do progrese onemocnéni a v celkovém preziti pacientl s pokrocilym kolorektalnim
karcinomem. U pacientl s ¢asnym kolorektalnim karcinomem vysoka exprese TS
prokazuje horSi celkové preziti (OS) u pacientd |éCenych pouze chirurgickym
vykonem.

Vysledky studii zabyvajici se prediktivni roli enzymu TS (ve vztahu k 1é¢bé
fluoropyrimidiny) jsou Casto odliSné a vyvolavaji fadu dalSich otazek. V Sesti
klinickych studiich u pacientd s lokalné pokro€ilym &i metastazujicim kolorektalnim
karcinomem (Salonga et al., 2000, Corsi et al., 2002, Aschele et al., 1999, Cascinu et
al., 1999, Bathe et al., 1999, Ichikawa et al., 2003) bylo zjiS§téno, Zze vysoka exprese
thymidylatsyntazy je spojena s rezistenci na 1é¢bu 5-fluorouracilem. Obdobné studie
u pacientld s pokro€ilym kolorektalnim karcinomem lé&enych specifickym inhibitorem
thymidylatsyntazy — raltitrexedem (Farrugia et al., 2003) prokazuje, Zze pfi vysoké
expresi TS neni zaznamenana klinicka odpovéd na tento preparat.

Méné jednoznaéna je prediktivni hodnota exprese enzymu TS u pacientl
s Casnym  kolorektalnim karcinomem |é€enych adjuvantni chemoterapii s
fluoropyrimidiny. Ve studii Edlera (Edler et al., 2002) bylo zji§t€no, Ze prospéch
z adjuvantni |écby fluoropyrimidiny maji pacienti s vysokou expresi TS, naopak
prekvapivé pacienti s nizkou expresi TS maji horsi vysledky léEby pfi podavani

adjuvantni chemoterapie. Opacné vysledky byly zjistény ve studii Cascina (Cascinu
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et al., 2001), kde pacienti s vysokou expresi TS neodpovidali na adjuvantni 1é¢bu
fluoropyrimidiny. V nedavno publikované rozsahlé studii s 945 pacienty (Soong et al.,
2008) bylo zjisténo, ze nizka exprese TS (také nizka exprese TP a DPD) u pacientl
s kolorektalnim karcinomem |é€enych pouze chirurgickym vykonem byla negativnim
prognostickym faktorem, zatimco u pacientt Ié€enych adjuvantni chemoterapii s 5-
FU méla nizka exprese TS (také nizkd exprese TP a DPD) pozitivni prediktivni
vyznam. V retrospektivni studii Allegry (Allegra et al., 2003) u 706 pacientu Ié¢enych
adjuvantni chemoterapii fluoropyrimidiny bylo publikovano, ze exprese TS nema
prediktivni hodnotu.

Otazkou také zlstava, zda je exprese sledovaného enzymu v primarnim
nadoru identicka s expresi v metastazach kolorektalniho karcinomu. V péti studiich
(Cascinu et al.,, 1999, Corsi et al, 2002, Gonen et al., 2003, Saw et al., 2002,
Kornmann et al., 1997) byla exprese enzymu TS v primarnim tumoru a metastazach
odlisna. Moznym vysvétlenim je klonalni proliferace urcitého typu nadorovych bunék,
které jsou schopny metastazovat, a v ur€itych charakteristikach se li§i od bunék
primarniho nadoru. Pokud bychom se priklonili k tomuto nazoru, bylo by nutné
provadét opakované biopsie z metastaz (event. z riznych lokalizaci metastaz), a
znovu stanovit expresi thymidylatsyntazy. Oproti tomu nedavna studie (Kuramochi et
al., 2006) neprokézala pomoci RT-PCR rozdilnou expresi v primarnim tumoru a v
jaternich metastazach. Studie (Kobayashi et al, 2008) pak prokazala stejnou expresi
TS v synchronnich jaternich metastdzach a odliSnou expresi TS v metachronnich
jaternich metastazach kolorektalniho karcinomu. V praci Ohrlingové (Ohrling et al,
2005) méla nizkd exprese TS v metastazach do lymfatickych uzlin pozitivni

prognosticky vyznam.
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Nékolik praci se zabyvalo také vztahem mezi polymorfismy v TS genu a
klinickym prabéhem onemocnéni. Dosud byly identifikovany a studovany tfi formy
polymorfisma TS: variabilni poCet repetitivnich sekvenci (2R versus 3R), G>C SNP
substituce na 3R alele (3RG > 3RC) a 6-bp delece na 3UTR (+6bp/- 6bp 3URT).
Jednoznacna korelace mezi témito polymorfismy a klinickym prubéhem zatim nebyla
nalezena (Gusella and Padrini, 2007).

Je nutné vzit v avahu, ze tyto Casto rozporuplné vysledky studii byly
dosazeny rGznymi metodami stanoveni exprese thymidylatsyntazy, jak bude

zminéno déle.

3.2.2. Thymidinfosforylaza (TP)

Thymidinfosforylaza je enzymem nezbytnym pro syntézu DNA a rast bunék,
katalyzuje pfeménu thymidinu na thymin. Tento enzym se G€astni také metabolismu
fluoropyrimidind, pfeménou 5-deoxy-fluorouridinu na 5-fluorouracil (liltz et al., 1985).
Enzym TP je strukturou i funkci identicky s endotelovym destiCkovym rustovym
faktorem PD-ECGF (platelet-derived endothelial cell growth faktor), ktery ma vysokou
afinitu k endotelu (Sumizawa et al., 1993). 2-deoxy-d-ribosa - produkt katabolismu
enzymu thymidinfosforylazy prokazuje chemotaktické UCinky in vitro, a in vivo
vykazuje angiogenni aktivitu (Miyadera et al., 1995). Vysoky stuper exprese TP byl
zjistén v bunkach kolorektalniho karcinomu, nadora prsu, Zaludku, vaje¢nikad, ledvin a
mocoveého méchyfe (Takebayashi et al., 1996, Maeda et al., 1996, Toi et al., 1995,
Mori et al., 2000) a jeho aktivita koreluje s rychlym rlstem a invazi malignich buriek.
TP také zabranuje pfechodu buriek do apoptézy bez ohledu na stav proteinu p53

(Matsuura et al., 1999).
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Enzym thymidinfosforylaza se také uplatiuje v intratumorozni aktivaci
fluoropyrimidindi, pfedevSim peroralniho kapecitabinu. Peroralni kapecitabin prochazi
intaktné zazivacim traktem a ve tfetim kroku je pravé enzymem TP metabolizovan na
5-FU v nadorovych bunkach.

Dualni a zfejmé protikladna role thymidinfosforylazy (PD-ECGF versus
preferenéni aktivace fluoropyrimidind v nadoru) vede k rozporuplnym vysledkim
klinickych studii, zabyvajicich se prognostickym a prediktivnim vyznamem exprese
enzymu TP u pacientt s kolorektalnim karcinomem.

Nékolik studii prokazuje, ze vysoka intratumorozni exprese TP vede k vysoké
agresivité nadoru a ke Spatnym klinickym vysledkdm. V praci Matsuury (Matsuura et
al., 1999) bylo zjisténo, Ze stuperi exprese TP v nadorovych burikach dobfe koreluje
s nitronadorovou hustotou kapilar (IMVD intratumoral microvessel density) a tim
s angiogennim potencidlem nadorovych bunék a metastazovanim. Proto jsou TP
inhibitory syntetizovany jako latky s antiangiogennim G&inkem.

Na druhou stranu z dalSich studii vyplyva, ze exprese TP v nadoru je
pozitivnim prediktivnim faktorem pro |é¢bu fluoropyrimidiny. Jako velmi slibné se jevi
strategie kombinované |écby (napf. docetaxel + kapecitabin &i radioterapie +
fluoropyrimidiny), jejichz cilem je zvysit aktivitu TP enzymu v nadorové tkani a
optimalizovat tak aktivaci fluoropyrimidint cilené v nadoru. V praci Blanquicetta
(Blanquicett et al.,, 2002) bylo zjist€no, Ze ozafenim xenografu glioblastoma
multiforme (GBM) se zvySuje exprese TP mRNA 60-70x ve srovnani s neozarenymi
kontrolnimi vzorky. Indukce exprese TP mRNA byla prokdzéna v nékolika klinickych
studiich u pacientt po neoadjuvantni chemoradioterapii karcinomu konecniku (Jakob
et al., 2006, Kocakova et al, 2007). ZvySena exprese TP mRNA byla pozorovana jak

u pacientud, ktefi na neoadjuvantni 1é¢bu odpovidali, tak také u pacientu bez regrese
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onemocnéni (hodnoceno pfi nasledném chirurgickém vykonu). Tyto rozdily tak
charakterizuji komplexnost a slozitost role thymidinfosforylazy v nadorové bunce —
odlisny prognosticky a prediktivni vyznam (Ciccolini et al., 2004).

V nékolika studiich byla imunohistochemicky studovana exprese TP nejen
v cytoplazmé a jadrech nadorovych bunék, ale i vnadorovém stomatu -
v makrofazich, lymfocytech a fibroblastech, v bunkach hladkého svalu a ve zdravé
sliznici. Ve studii Shomori (Shomori et al., 1999) bylo zjiSténo, ze exprese TP je vyssi
ve stromalnich bunkach nadoru a v burkach okolni sliznice nez v samotnych
nadorovych burikach. Obdobné ve studii Haby (Haba et al., 1998) byla nalezena
vySSi exprese TP ve stromatu nadoru nez ve vlastnich nadorovych burikach. Ve
studii Zhanga (Zhang et al., 2004) bylo prezentovano, ze stromalni makrofagy (TAMs
tumor-associated macrophages) jsou vyznamnym zdrojem TP v bunkach
kolorektalniho karcinomu. V préaci Yasuna (Yasuno et al, 2005) méla intratumorozni
exprese TP pozitivni vztah k hustoté nitronadorovych kapilar, zatimco stromalni
exprese TP u pacientl, ktefi podstoupili kurativni resekci predikovala dobrou
klinickou odpovéd na |Ié¢bu fluoropyrimidiny.

Ve studii Schullera (Schuller et al.,, 2000) byla u 19 pacientu vySetfena
metodou HPLC koncetrace 5-FU v nadorové tkani, ve zdravé tkani a v plazmé po
podani kapecitabinu (pét az sedm dni). Zaroven byla studovana aktivita enzymu TP
katalytickou metodou. V burnkach primarniho nadoru byla zjisténa pramérné 3,2x
vy8Si koncentrace 5-FU nez ve zdravé tkani a 3,6x vySsi aktivita TP v nadorovych
nez zdravych burkach. Oproti tomu v burnikach jaternich metastdz kolorektélniho
karcinomu byla zjisténa koncentrace 5-FU 1,4x vySSi neZ ve zdravych burkach

(statisticky nesignifikantni) a stejna aktivita enzymu TP v metastazach a ve zdravé
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tkani. Vysledky této prace naznacuji, ze kapecitabin neni preferenéné aktivovan
pomoci enzymu TP v jaternich metastazach kolorektalniho karcinomu.

V praci Meropola (Meropol et al., 2006) byla studovana exprese enzymu TS,
TP, DPD, pomér TP/DPD ve vzorcich primarniho nadoru a v jaternich metastazach
kolorektalniho karcinomu (metodou IHC a RT-PCR) u pacientd IéCenych
chemoterapii irinotekan + kapecitabin. Pozitivni IHC exprese TP v primarnim nadoru i
metastazach korelovala s Ié€ebnou odpovédi na rozdil od IHC exprese TS a DPD.
Obdobné vysoka genova exprese TP mRNA stanovena pomoci RT-PCR v primarnim
tumoru méla vztah kléCebné odpovédi, ne tak jiz genova exprese TP mRNA
v metastazach. Hodnoceni genové exprese TS, DPD mRNA a pomér TP/DPD

MRNA neprokézalo prognosticky vyznam.

3.2.3. Dihydropyrimidindehydrogenaza (DPD)

DPD je pocate¢nim a klicovym enzymem odbouravani cytostatik ze skupiny
fluoropyrimidin na neaktivni metabolity. DPD redukuje dvojnou vazbu uracilu a
thyminu. Vyslednym produktem katabolismu 5-FU je fluoro-B-alanin (FBAL).

Exprese DPD mRNA je tkarfové specificka, enzym DPD je pfitomen u
zdravych osob predevSim v jatrech a v perifernich mononuklearnich burikach (Mori et
al., 2000). Aktivita v tkanich je variabilni. V primarnim nadoru i metastazach
kolorektalniho karcinomu byl popsan nizsi stuperi exprese DPD neZ ve zdravé okolni
sliznici (Tanaka-Nozaki et al., 2001). Je-li v nadorové tkani vysoka hladina DPD
MRNA a vysoka aktivita enzymu DPD, je 5-fluorouracil rychle katabolizovan na FBAL
a je tedy potlatena anabolicka konverze 5-FUMP na 5-FUTP a 5-FAUMP. Nizka
exprese enzymu DPD v nadorové tkéni je tedy povazovana za pozitivni prediktivni

faktor pro lé€by fluoropyrimidiny (Salonga et al., 2000).
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PriCinou zavazné toxicity az fatalnich komplikaci pfi [éCbé fluoropyrimidiny je
obvykle porucha metabolismu 5-FU a jeho derivatd v disledku genetické deficience
enzymu DPD, zpusobujici zvySenou biologickou dostupnost 5-fluorouracilu. Nizka
exprese enzymu DPD ve zdravé tkani je povazovana za faktor prfedpovidajici toxicitu
lécby fluoropyrimidiny. Aktivita DPD mulze byt také ovlivnéna rlznymi faktory:
pritomnosti DPD inhibitoru (cisplatina, allopurinol, uridin), hladinou NADPH kofaktort
(Milano and Mc Leod, 2000). Bylo zjisténo, Ze hladina DPD podléha cirkadiannimu
rytmu, ktery je inverzni k cirkadiannimu rytmu 5-fluorouracilu. Exprese DPD je u zen
asi 0 15% niz8i nez u muzd. Metaanalyza 12 klinickych studii s 2448 pacienty
léCenymi pro diagndézu kolorektalniho karcinomu bolusovym podavanim 5-FU
prokazala vyssi incidenci nezadoucich ucinka IéEby u zen (stomatitida, leukopenie,
alopecie, nauzea, zvraceni a prajem) (Sloan et al., 2002).

Defekty aktivity DPD jsou zplUsobeny 2 typy poruch:

1. Mutace v genu DPD mohou zplsobit zmé&nu aminokyselinového sloZeni
proteinu DPD, jejimZ dusledkem je snizeni jeho katalytické aktivity. Cetnost nosiéti
heterozygotnich mutaci v genu DPD je v bézné populaci popisovana mezi 1-5,8%
(Van Kuilenburg et al., 2000). Doposud bylo identifikovano 20 odliSnych funkénich
mutaci v DPD genu vedoucich ke snizené aktivité enzymu DPD (Innocenti and
Ratain, 2002). Nej¢astéjsi kauzalni mutaci je G>A transpozice v exonu 14 (IVS 14
+1G>A), ktera vede ke ztraté enzymové aktivity DPD (Wei et al., 1996, Van
Kuilenburg et al., 2000) a ke vzniku zavazné toxicity pfi |eécbé 5-fluorouracilem
(Johnson et al., 1999).

2. Snizena exprese fyziologické varianty DPD genu je zjisténa vzacné u osob
s autozomalné recesivnim onemocnénim s projevy neurologického defektu (Kouwaki

et al., 1998).
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Z pohledu klinického onkologa by bylo vhodné, aby pacienti s planovanou
léEbou fluoropyrimidiny podstoupili vySetfeni polymorfismd genu DPD. V soucasnosti
neni standardni testovani zavedeno, je vSak dostupny kit PGX-5FU StripAssay,
umoznujici rychlou identifikace nosi¢ll homozygotni a heterozygotni alelické varianty

DPYD 2A.

3.3. METODY STANOVENI EXPRESE PREDIKTORU TS, TP, DPD

V laboratorni praxi bylo zavedeno nékolik metod stanoveni exprese
sledovanych molekul TS, TP, DPD v nadorové tkani. Kazda z metod ma své vyhody

a nevyhody (Tab. 8).

Tabulka 8. Srovhani metod stanoveni exprese prediktort

Metoda Enzymova |IHC RT-PCR ELISA QIF

vySetreni aktivita

Aktivita ano ne ne ne ne

enzymu

Standartizace | ano ne ano ano ano

Velikost >500mg <10mg 100mg >100mg <10mg

vzorku

Zpracovani Cerstvy/ Fixovany | Cerstvy/ Cerstvy/ Fixovany

vzorku zmrazeny vzorek zmrazeny zmrazeny | vzorek
vzorek vzorek vzorek

Lokalizace ne ano ne ne ano

vzorku

Kvantifikace | ano ne ano ano ano

Biochemické metody (enzymové, ligand—vazajici)

Stanoveni katalytické aktivity enzymu TS je zalozeno na méfeni mnozstvi

tritia, uvolnéného z (3H)-deoxyuridinu pfi pfeméné (3H)-deoxyuridinmonofosfatu na

deoxythymidinmonofosfat (Roberts D, 1966).




Dal$i metoda stanovuijici aktivitu enzymu TS je metoda ligand-vazajici, ktera
stanovuje vazebnou kapacitu aktivniho metabolitu 5-fluorouracilu - FAUMP po

radioaktivni expozici (3H)-FAUMP (Moran et al., 1979)

Molekularné genetické metody (semikvantitativni PCR, RT-PCR, PET-PCR)

Technika RT-PCR vychazi z izolace mRNA v malém vzorku cerstvé
(event.fixované) tkané, nasleduje reverzni transkripce do cDNA a amplifikace pomoci
PCR. Vysledna kvantifikace se udava pomérem sledovaného (TS, TP, DPD) genu a
referenéniho genu. Jako referenéni geny se vyuzivaji tzv. housekeeping geny,
nejcastéji gen pro glyceraldehydfosfat dehydrogenazu (GAPDH) nebo B-aktin, které
slouzi jako endogenni kontrola se znamym pocétem kopii. Vyhodou je vysoka
senzitivita stanoveni; metoda vSak nezachyti postranskripéni a postranslaéni

regulace, neni detekovana primo aktivita proteinu v dané tkani (Bustin SA, 2002).

Imunohistochemické metody (IHC)

Jsou zaloZeny na semikvantitativnim stanoveni exprese enzymu pomoci anti-
TS/ TP protilatky (monoklonalni antiTS 106 ¢&i polyklonalni protilatky). Procenta
pozitivnich bunék jsou vyhodnocena dle skére 0-3, hodnoty 0-1 charakterizuji nizkou
expresi enzymu, hodnoty 2-3 vysokou expresi enzymu (Johnson et al.,, 1991).
Neéktefi autofi také uvadéji, zda se jedna o expresi fokalni ¢i difuzni, a expresi

jadernou a cytoplazmatickou.

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Metoda slouzici ke zjisStovani pfitomnosti protilatek proti ur€itému antigenu.

Umozniuje stanoveni enzymu za vyuziti protilatek proti nému. V pfipadé stanoveni
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napf. DPD Ize vyuZzit tzv. sendviCovou modifikaci. Vzorek, obsahujici zjiStovany
antigen, se aplikuje na desti¢ku, na kterou je vazana protilatka proti DPD. Druha
protilatka je znacena enzymem a reaguje s jinymi determinanty na povrchu molekuly
zjiStovaného antigenu (v tomto pfipadé enzymu DPD). Po pfidani chromogenniho

substratu je mozné detekovat fotometricky barevnou zménu substratu.

Kvantitativni imunofluorescence (QIF - Quantitative imunofluorescence)

Jednd se o moderni mnohobarevnou kvantitativni imunofluorescenéni
metodu, ktera v sobé spojuje vyhody IHC a moznost kvantitativniho vyhodnoceni ve
fixovanych vzorcich nadorové tkané. QIF maze stanovit pomér mezi imunoreativnimi
proteiny (TS/DPD, TP/DPD), které hraji dulezitou roli v metabolismu fluoropyrimidind.
Pomér v expresi téchto proteini muaze predikovat I1é¢ebnou odpovéd (Eliason and

Megyeri, 2004).

Nové laboratorni technologie

Periferni cirkulujici nadorové bunky

Stanoveni cirkulujicich nadorovych bunék (CTC) vkrvi pacientl, ktefi
podstoupili  kurativni  resekci  kolorektalniho karcinomu, by mohlo urgit
pravdépodobnost navratu onemocnéni. N&dorové buiky pfed zaloZzenim
metastatickych loZzisek musi vstoupit do cirkulace a uniknout imunitnimu dozoru.
Pfitomnost téchto bunék v periferni krvi je mozné stanovit pomoci RT-PCR.

Hlavni vyhodou této molekularni techniky je vysokd senzitivita detekce
cirkulujicich nadorovych bunék. K detekci a amplifikaci specifické mRNA staci pouze
5 nadorovych bunék/iml krve. Doposud byly studovany tyto nadorové markery na

perifernich nadorovych burkach kolorektalniho karcinomu: CEA mRNA, cytokeratin
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CK 19, 20, REG-4, uPA, TIAM 1. Tyto markery by mohly byt uzite€né pfi rozhodovani

o adjuvantni Ié¢bé Il. klinického stadia onemocnéni.

Mikroarray technologie

Technologie DNA mikroarray umoznuiji stanovit expresi stovek az tisict gent
soucasné v jednom testovani. Metoda je zalozena na extrakci RNA ze vzorku nadoru
(tissue microarray TMA) ¢&i perifernich nadorovych bunék, nasledné reverzni
transkripci do cDNA, oznaceni fluorochromy a hybridizaci s pfisluSnymi DNA
prébami. Stupen fluorescence odpovida velikosti exprese u sledovaného genu.
(Aitman TdJ, 2001). Exprese genl je vyjadiena jako molekularni podpis, ktery
umoznuje vyjadrit stupen rizika recidivy onemocnéni a pomoci pfi volbé [éCebné
strategie u pacientd s nadorovym onemocnénim. Genovy podpis 14ti genu
(regulatoru transkripce, bunécné adheze (galactin-8), bunécéné diferenciace, signalni
transdukce a transportu iontt) byl studovan u pacientt s pokroCilym kolorektalnim
karcinomem, lé¢enych chemoterapii FOLFIRI (Del Rio et al., 2007). Genovy podpis
predpovidal lé¢ebnou odpovéd na rezim FOLFIRI s 95% pravdépodobnosti.
Obdobné byl genovy podpis s 23 geny studovan v praci (Wang et al., 2004) u
pacientd s kolorektalnim karcinomem Il. klinického stadia. Pravdépodobnost rozvoje
recidivy onemocnéni byla stanovena se senzitivitou 72% a specificitou 83%.
V soucasnosti  probihaji dalSi klinické studie s mikroarray technologiemi,
zkoumajicimi senzitivitu &i rezistenci na vétSinu cytostatik pouzivanych v lécbé
kolorektalniho karcinomu (oxalipatina, irinotekan, bevacizumab, kapecitabin — studie
MACCOQO), a studie sledujici zmény genového profilu u pacientd s rektalnim
karcinomem Il. a lll. klinického stadia pfed a po chemoradioterapii (5-FU, bortezomib,

RT — studie NCT00280176).
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VLASTNIi PRACE

4. CILE PRACE

bylo

Cilem vyzkumu, jenz byl souc&asti postgradualniho doktorandskeho studia,

posouzeni vyuzitelnosti stanoveni exprese thymidylatsyntazy (TS),

thymidinfosforylazy (TP) a dihydropyrimidindehydrogenazy (DPD) jako faktor, které

by mohly zpfesnit informace o charakteru a zavaznosti nadoroveho onemocnéni a

ovlivnit 1é¢ebné rozhodovani.

K dosazeni tohoto cile bylo navrZzeno nékolik na sebe navazujicich

experimenta.

Srovnani genové exprese thymidylatsyntazy (TS), thymidinfosforylazy (TP) a
dihydropyrimindehydrogenazy (DPD) na zakladé stanoveni mnoZzstvi jejich
prislusnych mRNA ve vzorcich kolorektalniho karcinomu a v okolni stfevni
sliznici pomoci RT-PCR.

Srovnani proteinové exprese thymidylatsyntdzy a thymidinfosforylazy na
zakladé stanoveni stupné jejich exprese ve vzorcich kolorektalniho karcinomu
a v okolni stfevni sliznici imunohistochemickou analyzou.

Korelace exprese enzymu thymidylatsyntdzy a thymidinfosforylazy na urovni
proteinu a na urovni jejich mRNA v nadorové a zdravé tkani

Stanoveni prognostického a prediktivniho vyznamu exprese enzymu
thymidylatsyntazy, thymidinfosforylazy a dihydropyrimindehydrogenazy u

pacientu s kolorektalnim karcinomem.

Kone¢nym cilem bylo pfispét k posouzeni moznosti individualizaci 1é¢by tak

heterogenniho onemocnéni, jakym je kolorektalni karcinom, na zakladé studia

prognostickych a prediktivnich faktoru.
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5. ZAKLADN| SOUBOR

Do studovaného souboru bylo zafazeno 66 pacientll v obdobi let 2002 az
2003, ktefi byli diagnostikovani a lé€eni pro karcinom tlustého stfeva a konecniku na
Onkologické klinice VFEN v Praze a onkologickych oddélenich nemocnic Atlas Zlin,
Opava, Jihlava a UVN v Praze. Odbér vzorka byl proveden na zakladé pisemného
souhlasu pacienta a podepsani ,Informovaného souhlasu“ schvaleného Etickou
komisi dané nemocnice. Pacienti byli fadné seznameni s pouzitim odebranych
vzorka.

Vzorky nadorové tkané byly ziskany pfi peroperacni biopsii nebo pfi
endoskopickych vykonech na stfevé u pacientd s diagnézou kolorektalniho
karcinomu. Vzorek nadorové tkané kazdého pacienta byl rozdélen na dvé &asti. Pred
naslednym zpracovanim byly oddéleny vSechny nekrotické €asti nadorové tkané.
Jedna ¢ast nadorové tkané byla neprodlené viozena do roztoku RNA later (Ambion,
Inc. USA) a skladovana pfi teploté 4°C po dobu maximalné 1 tydne. Vzorky byly
nasledné zmrazeny na teplotu -20°C az do doby izolace RNA. Druha &ast vzorku
nadorové tkané byla zalita do parafinu pro standardni histologické vySetieni a
imunohistochemickou analyzu.

Vzorky zdravé sliznice byly ziskany z okoli (cca 1cm) od loziska primarniho
nadoru pfi peroperacéni biopsii ¢ endoskopickych vykonech na stievé. Vzorek zdravé
tkdné kazdého pacienta byl také rozdélen na 2 ¢asti. Pfed naslednym zpracovanim
byly oddéleny vSechny nekrotické ¢asti sliznice. Molekularné genetické i
imunohistochemické stanoveni exprese prediktord ve zdravé sliznici bylo provedeno

stejnym postupem jako ve v pfipadé vzorkl nadoru.
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6. SROVNAVACI ANALYZA GENOVE EXPRESE TS, TP A
DPD mRNA VE VZORCICH KOLOREKTALNIHO KARCINOMU

AV OKOLN| STREVNI SLIZNICI

6.1.METODIKA

VSechny pouzité kity a enzymy byly uréeny pro praci v laboratofi molekularni
biologie. Jejich vyrobci jsou uvedeni v textu v zavorkach. Pouzitd H.O byla
redestilovana — ddH>O (GORO) a sterilizovana autoklavovanim (CertoClave). Pfi
pripravé roztok( a pfi obecnych laboratornich postupech byly pouzity protokoly
vychazejici z obecné respektované referencni laboratorni priruc¢ky (Sambrook et al.,
1989). P¥i praci byla zachovavana pravidla spravné laboratorni praxe.

Zmrazené vzorky nadorové tkané a zdravé sliznice v RNA lateru byly
rozmrazeny a zvazeny. Cca 50 mg tkané bylo vloZzeno do homogenizatoru s
roztokem 350 pl detergentniho roztoku obsahujiciho guanidinizothiocyanat pro lyzu
bunéCnych membran a rychlou inaktivaci bunéCnych RN&z. Vzorky byly
homogenizovany po dobu 2 minut pomoci specialnich homogenizatort za sterilnich
podminek v digestofi.

Pro izolaci RNA byl pouzit Perfect RNA minikit (Eppendorf Scientific, Mc.
Germany, Quagen). Izolace byla zahajena centrifugaci zhomogenizované tkané po
dobu 5 minut. Pfepipetovany supernatant byl pfeklapénim promichan s 350 pl 70%
etanolu. Poté bylo k lyzatu pfidano 200 pl RNA binding matrix a promichano
preklapénim. V kolonce (RNA spine column) doslo k navazani izolované RNA na

RNA binding matrix. Nasledné probihala opakovana centrifugace s promyvanim za
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pomoci Wash Solution (WS) 1, 2 tak, aby doslo k odstranéni mozné kontaminace. V
dalsim kroku byla chromatograficka kolonka prfemisténa do RNA — free collection
tube a bylo do ni pfipipetovano 50 ul Molecular Biology Grade Water (MBGW). Po
inkubaci, 5 minut v termostatu pfi 50°C, byla provedena cetrifugace po dobu 2 minut
pfi 16 000 g. Cista RNA byla poslednim odstfedénim vymyta z membrany kolonky,
rozpusténa ve vodé a pfipravena k dalsimu zpracovani, event. zamrazena na teplotu
- 80°C az do doby pouziti. Pfed zahajenim RT-PCR pomoci komeréné dostupnych
kitd pro jednotlivé geny TS, TP, DPD jsme provedli rozmrazeni RNA a rozdéleni na
pozadované alikvoty. Kontrola izolované RNA byla provedena elektroforetickou
separaci na agarézovém gelu.

Kvantifikace cilovych gent TS, TP, DPD mRNA probihala jako dvoustuprnovy
proces za pomoci komeréné dostupnych kita pro kvantitativni RT-PCR: LightCycler -
TS mRNA Quantification Kit plus, LightCycler - TP mRNA Quantification Kit plus a
LightCycler - DPD mRNA Quantification Kit plus (vSechny kity Roche Diagnostics
GmbH Germany).

V prvnim kroku jsme provedli reverzni transkripci z RNA na cDNA pomoci
reverzni transkriptazy a TS (TP, DPD) specifickych primert. Dale byla provedena
druha transkripce z RNA na cDNA pomoci reverzni transkriptazy a glukozo—6-fosfat
dehydrogenazy (G6PDH) specifickych primera. Produkt G6PDH reakce slouZil jako
referenéni gen pro kvantifikaci a také jako kontrola RNA stability a integrity. Dale
jsme provedli transkripci pozitivni kontroly TS (TP, DPD) kalibratorové RNA a
negativni kontroly (vzorek nuclease free H20) pro naslednou relativni kvantifikaci a
kontrolu mozné prenesené kontaminace.

V druhém kroku byly fragmenty mRNA amplifikovany z cDNA za pomoci

PCR v LightCycleru pfi vyuziti specifickych primerd. PCR byla zahajena
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opakovanymi cykly denaturace pfi 95°C po dobu 5 minut. Nasledné probihala
amplifikace za téchto podminek: 10 sekund pfi 95°C, 10 sekund pfi 62°C a 10
sekund pfi 72°C v prabéhu 45 cyklu.

Tretim krokem PCR reakce v LightCycleru bylo chlazeni pfi 40°C po dobu 30
sekund. Vysledné amplikony byly detekovany fluorescenéné za pomoci specifickych
hybridiza¢nich sond.

Vyhodnoceni vysledkd pomoci LightCycler relative Quantification Software
probihalo ve dvou krocich. V prvnim kroku jsme celkové mnozstvi sledovaného genu
vyjadrili jako pomér mnozstvi cilového a referenéniho genu (T:R). V druhém kroku
byl tento pomér (T:R) vztazen k poméru (T:R) kalibracni RNA (v pouzitém kitu méla
kalibracni RNA hodnotu 1). Tento krok kompenzoval rozdily jednotlivych PCR reakci.
Konec¢né vysledky byly vyjadieny jako pomér (T:R) ve vzorku k poméru (T:R) v
kalibratoru.

Statisticka analyza byla provedena pomoci softwaru CRAN 2.4.0.a programu
Statistica 98 Edition. Pro méfené parametry v souboru byly pocitany zakladni
statistické Udaje jako pramér, smérodatna odchylka, rozptyl, median, mezikvartilové
rozpéti, minimum, maximum, frekvence a ostatni statistické ukazatele. Vybrané
statistické Udaje byly zpracovany graficky do tzv. Box & Whisker plot diagraml a
histogramd. Parova pozorovani byla hodnocena uzitim neparametrického parového

znaménkového testu (Sign test).
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6.2. VYSLEDKY

Izolace RNA byla provedena uUspésné ve 132 vzorcich od 66 pacientd.
Analyza exprese TP mRNA ve vzorku kolorektalniho karcinomu a okolni zdravé
sliznici byla vyhodnocena u vSech 66 pacientl, analyza exprese TS mRNA u 28
pacientl a analyza DPD mRNA u 23 pacientl. Vysledky kvantitativni exprese TS,
TP, DPD mRNA vyjadfené pomérem k referenénimu genu G6PDH jsou znazornény

v (Tab. 9).

Tabulka 9. Vysledky kvantitativnhi genové exprese TS, TP a DPD mRNA ve

vzorcich kolorektalniho karcinomu a okolni zdravé sliznici

GEN | pocet | vzorek | pramér | £SD | median | minimum | maximum p
TS 28 nador 2,69 | 2,49 1,82 0,03 10,41 p=0,34
28 | sliznice 2,9 414 1,8 0,01 20,7
TP 66 nador 368 | 487 | 2,23 0,05 31,43 p=1,0
66 | sliznice | 3,74 4,63 2,56 0,05 29,94
DPD | 23 nador | 11,34 [13,35| 5,29 0,51 53,7 p=0,034
23 |sliznice | 24,1 |19,23| 19,27 0,01 60,35

SD - smérodatna odchylka, p - parovy Sign test, vysledné hodnoty jsou uvedeny jako

pomeér exprese cilového genu k expresi referenéniho genu G6PDH

Rozdily v expresi TS mRNA a TP mRNA v nadorové tkani a ve zdravé
sliznici jsou graficky znazornény (Graf 1), (Graf 2) a nejsou statisticky signifikantni

(TS mRNA Sign test p=0,344, TP mRNA Sign test p=1,0).
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Graf 1. TS mRNA exprese v nadorové tkani a v okolni sliznici
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Graf 2. TP mRNA exprese v nadorové tkani a v okolni sliznici

Box & Whisker Plot
TP

35

30 —

25

20

15

10

O u]
SR —
0 | —

nador sliznice

58

_[ Min-Max
[ 25%-75%

u]

Median value

_[ Min-Max
[ 1 25%-75%

u]

Median value



V kontrastu s témito vysledky byla zjisténa 2x vysSi exprese DPD mRNA ve
zdravé sliznici (DPD mRNA 24,1) ve srovnani s expresi DPD mRNA ve vlastni
nadorové tkani (DPD mRNA 11,34) a rozdily mezi expresemi v nadorové a zdravé

tkani graficky zndzornéné (Graf 3) jsou statisticky signifikantni (Sign test p=0,0347).

Graf 3. DPD mRNA exprese v nadorové tkani a v okolni sliznici
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6.3. DISKUZE

Cilem této studie bylo provést srovnavaci analyzu exprese TS, TP, DPD
mRNA pomoci kvantitativni RT-PCR ve vzorcich cerstvé zmrazené tkané
kolorektalniho karcinomu a ve vzorcich okolni stfevni sliznice. Izolace RNA z Cerstvé

zmrazené tkané vyZaduje pfesné dodrzeni pravidel odbéru a skladovani vzorkul, coz
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muze byt naro¢né pfi zavadeéni této metody do standardni klinické praxe. V nasi praci
byla Uspésna izolace RNA provedena ve 132 vzorcich Cerstvé zmrazené tkané -
obdobné (Salonga et al., 2000, Ichikawa W et al., 2003). V poslednich letech bylo
publikovano nékolik praci, které prokazuji pomoci techniky RT-PCR Uspésné
stanoveni TS, TP, DPD mRNA z fixovanych parafinovych vzorkl tkané (Kornmann et
al., 2003, Lassmann et al., 2006, Kinoshita et al., 2007, Yamada et al., 2008). Tento
pristup umoznuje (pfi pouziti mikrodisekeni laserové techniky) kontrolu morfologie
vzorkl nadorl a je s vyhodou pouzitelny v laboratorni praxi, zvlasté pfi
retrospektivnim zpracovani.

Enzymy TS, TP hraji klicovou roli v mechanismu Gc€inku fluoropyrimidind,
enzym DPD ma nejdulezitéjsi ulohu v katabolismu fluoropyrimidin a s tim souvisejici
vliv na toxicitu |éCby ve zdravych tkanich.

Proto jsme si kladli otazku: ,Je genova exprese klicovych enzym( TS, TP,
DPD v nadorové tkani kolorektalniho karcinomu a v okolni stfevni sliznici odliSna?*

Vyhodnoceni bylo provedeno pro jednotlivé exprese TS, TP, DPD mRNA
samostatné.

V nasi praci u 28 pacientl s kolorektalnim karcinomem nebyla nalezena
statisticky vyznamné rozdilna TS mRNA exprese v nadorové tkani a zdravé sliznici
(Sign test p=0,34). Exprese TS mRNA byla jiZ opakované studovana v tkanovych
vzorcich kolorektalniho karcinomu, karcinomu Zaludku, prsu, plic a nador hlavy a
krku. Vysledky publikovanych studii pfinaseji rozdilné zavéry. Ve studii (Odin et al.,
2003) za pomoci RT-PCR byla nalezena u 102 pacientl s kolorektalnim karcinomem
vy8Si exprese TS mRNA v nadorové tkani oproti zdravé sliznici. Ve studii (Miyamoto
et al., 2001) bylo nékolika metodami (stanoveni mRNA pomoci RT-PCR, stanoveni

proteinové exprese pomoci IHC a enzymatické aktivity biochemickou analyzou)
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studovana exprese enzymu TS v nadorové tkani a zdravé sliznici u 43 pacientl
s gastrointestinalnimi nadory. Byla zjisténa signifikantné vy8§i TS mRNA exprese
v nadorové tkani zaludku i stfeva oproti zdravé tkani. Ve shodé s vysledky nasi prace
jsou zavéry nedavno publikovanych studiich (Lassmann et al., 2006, Amatori et al.,
2006) u 102 resp. 53 pacientl s kolorektalnim karcinomem. TS mRNA stanovena
pomoci RT-PCR nevykazovala odliSnou expresi v nadorové tkani a zdravé sliznici.
Dale jsme si kladli otazku, zda se lisi exprese TP mRNA v nadorové a zdravé
tkani pacientd s kolorektalnim karcinomem. TP je enzymem, ktery umoZiuje
preménu necytotoxického 5-deoxy-5-fluorouridinu na aktivni 5-fluorouracil. V nasi
praci na souboru 66 dvojic vzorkl (nadorova tkan versus zdrava sliznice) nebyly
nalezeny statisticky vyznamné rozdily v expresi TP mRNA v nadorové a zdravé tkani
(Sign test p=1,0). Vysledky dalSich publikovanych studii opét pfinaseji
nejednoznacné zavéry. V praci (Amatori et al, 2006) u 53 nemocnych s kolorektalnim
karcinomem byla nalezena statisticky vyznamné vysSi exprese TP mRNA
v nadorové tkani oproti okolni sliznici. Bez statisticky signifikantnich rozdild byla ve
studii Lassmanna (Lassmann et al., 2006) stanovena exprese TP mRNA v nadorové
tkani a zdravé sliznici u 102 pacient(, ackoli zde byly popsany velké rozdily v expresi
mezi jednotlivymi vzorky. V této zminéné studii a také v nasi praci se nepotvrdila
preferenéni exprese thymidinfosforylazy v nadorové tkani. Tyto vysledky jsou
v kontrastu s predpokladanym mechanismem u¢inku kapecitabinu v nadorové tkani.
Obdobné jsme hledali rozdily vexpresi DPD mRNA ve vzorcich
kolorektalniho karcinomu a okolni zdravé sliznici. DPD je klicovy enzym katabolické
premeény 5-FU na nefunkéni metabolity. Vysoka exprese DPD v nadorové tkani vede
k ryché degradaci aktivniho 5-FU, nizka exprese v okolni zdravé stievni sliznici pak

vyvolava vysokou toxicitu pfi [éCbé fluoropyrimidiny. Na rozdil od stanoveni genovych
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expresi TS, TP mRNA se nam podafilo prokazat na souboru 23 dvojic vzork
(nadorova tkan versus zdrava sliznice) statisticky vyznamnou vyssi expresi DPD
mRNA ve vzorcich zdravé sliznice nez v nadorové tkani (Sign test p=0,034). Také
vysledky dalSich studiich genové exprese DPD mRNA pomoci RT-PCR (Miyamoto et
al., 2001, Lassmann et al., 2006, Amatori et al., 2006) prokazuji vyznamné vyS$Si
expresi DPD mRNA ve vzorcich zdravé sliznice oproti nadorové tkani.

Provedené analyzy enzym( TS, TP a DPD v nadorové tkani a pfilehlé zdravé
sliznici jsou charakteristické Sirokym rozmezim exprese mRNA. Vysledky podporuji
teorii heterogenity uvnitf studované tkané, mezi jednotlivymi vzorky nadorl i mezi
pacienty s kolorektalnim karcinomem. Dulezitymi aspekty jsou také limitace pouzité
metody ve smyslu okamzitého zpracovani cCerstvé tkané, nemoznosti kontroly
morfologie vzorkG a zachyceni postranskripénich regulaci, jak jiz bylo uvedeno v

dalSich studiich (Mori et al., 2000, Kornmann et al., 2002, Metzger et al., 1998).
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7. SROVNAVACI ANALYZA PROTEINOVE EXPRESE TS, TP
VE VZORCICH KOLOREKTALNIHO KARCINOMU A

V OKOLNIi STREVNI SLIZNICI

7.1. METODIKA

Histologické vySetfeni vedouci kurCeni tkané a ke stanoveni zakladni
diagn6zy bylo provedeno ze standardnich fezl o tloustce 4um barvenych
hematoxylinem-eosinem. Zplisob odbért a skladovani vzorkl tkané pred zahajenim
imunohistochemického zpracovani byl popsan v kapitole 6.1.

Imunohistochemické vySetfeni bylo provedeno s protilatkami proti
thymidylatsyntaze (TS) a thymidinfosforylaze (TP). Pfehled pouzitych protilatek je

uveden ( Tab. 10).

Tabulka 10. Prehled pouzitych monoklonalnich primarnich protilatek .

PROTILATKA Vyrobce Klon Redéni
Anti-Thymidylatsyntaza(TS) DakoCytomation TS 106 1:10
Anti-Thymidinfosforylaza (TP) NeoMarkers PGF 44C | 1:10

Z kazdého vzorku byly imunohistochemicky vySetfeny vétSinou dva blocky,
aby byla zajisténa reprezentativnost materidlu. Rezy 4pum silné byly nejprve
odparafinovany v xylenu a rehydratovany v sestupné fadé alkoholl. Pfesné postupy
u jednotlivych antigend byly provadény dle doporu€eni vyrobce standardnim
imunohistochemickym postupem. Pfi prikazu vSech antigent byla uplatnéna

nepfima peroxidazova imunohistochemickd metoda s pouzitim supersenzitivniho
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streptavidin-biotinového vizualizaéniho systému Novostain ABC (Novocastra,
Newcastle upon Tyne, UK). Demaskovani epitopu TS bylo provadéno v citratovém
pufru ve vodni lazni pfi teploté 95-99°C. Prilkkaz TP nevyzadoval predchozi
demaskovani. Jako chromogen byl ve v§ech pfipadech pouzit 3,3-diaminobenzidin-
tetrachlorid (DAB, Fluka). Vysledna pozitivni reakce davala hnédou pozitivitu
cytoplazmatickou, perinuklearni a nuklearni. Pro lepsSi orientaci, resp. kvantifikaci
podilu pozitivnich bunék byly fezy dobarveny Gillovym hematoxylinem. Jako externi
pozitivni kontroly pro protilatku proti TS byla pouzita tonzila, pro protilatku proti TP
Kupferovy bunky jater. Negativni kontrola imunohistochemického vySetieni byla
provedena na pfislusnych fezech z nadoru vynechanim primarni protilatky a jejim
nahrazenim neimunnim sérem.

Zakladni imunohistochemicky postup pro pouzité protilatky je shrnut
(Tab.11). Exprese enzym0 TS a TP byly hodnoceny semikvantitativné v mikroskopu
Olympus BX-40 vybaveném specialnim okularem s vestavénou mfizkou 10x10, ktera
usnadnuje pocitani pozitivnich a negativnich bunék.

Imunohistochemicka analyza proteinové exprese TS a TP byla hodnocena
ve vlastnich nadorovych burnkéach, ve stromalnich burfikach nadoru a ve zdravé
stfevni sliznici. Ve v§ech bunéénych typech bylo vyhodnoceno procento pozitivnich
bunék (pozitivita nuklearni i cytoplazmaticka) a intenzita barveni. Hodnoceni
preparatd bylo provedeno zkuSenym patologem z nékolika nahodné vybranych
oblasti histologického Fezu (nadorové i nenddorové tkané) pfi zvétSenich 200x a
400x. Zjisténé vysledky byly zaznamenany dle pouzivaného skérovaciho systému
(Tab.12). Nizka exprese sledovanych enzymu byla hodnocena stupni 0, 1+, vysoka

exprese stupni 2+, 3+.
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Vliv subjektivniho faktoru v pribéhu studie byl z€asti eliminovan nezavislym

posouzenim nékterych vzorkl dvéma pozorovateli.

Tabulka 11. Sumarizace postupu pfi imunohistochemickém vysetireni antigent
TSaTP

1. Odparafinovani feza (xylol, sestupna alkoholova fada)

2. Demaskovani antigenu (TP) v 0,01 M citratovém pufru pH 6.0 (vodni lazen- cca
40 min. pfi teploté 95-99°C )

3. Ochlazeni fez v citratovém pufru na pokojovou teplotu (20 °C)

4. Oplach v destilované vodé a vliozeni do PBS

5. Deaktivace endogenni peroxidazy 3% roztokem H>O, (20 min. pfi pokojové
teploté)

6. Oplach v destilované vodé (3x5 min.)

7. Aplikace nahrady neimunniho séra — 5% roztoku odtuénéného suseného
kravského mléka (30 min. pfi pokojové teploté nebo pfes noc v lednici)

8. Sliti roztoku a oplach v destilované vodé

9. Inkubace s primarni protilatkou pfes noc v lednici (5 °C)

10.0Oplach PBS pufrem 3x5 min.

11. Inkubace se spojovaci (sekundarni) protilatkou 45 min. pfi pokojové teploté

12. Oplach PBS pufrem (3x5 min.)

13. Aplikace SABC komplexu 45 min. pfi teploté 37 °C

14. Oplach PBS pufrem (3x5 min.)

15. Aplikace substratu a chromogenu (DAB+dimethylformamid+PBS+H>05)-10 min.

pfi pokojové teploté

16. Oplach v destilované vodé

17. Kontrastovani 1% roztokem CuSQOyq (5min.)

18. Oplach v destilované vodé

19. Dobarveni Gillovym hematoxylinem 30 s a montovani do solakrylu

65



Tabulka 12. Skorovaci schéma k vyhodnoceni exprese a intenzity TP, TS

Pozitivita TS, TP v nadorovych/stromalnich buiikach Skoére
zadna pozitivita bunék 0
pozitivita 1-10% bunék 1+
pozitivita 10-25% bunék 2+
pozitivita = 25% bunék 3+
Intenzita barveni TS, TP v nadorovych/stromalnich bunkach Skoére
Zzadna barveni bunék 0
slaba intenzita barveni 1+
stfedni intenzita barveni 2+
silna intenzita barveni 3+

Statistické vyhodnoceni IHC exprese enzym( v jednotlivych tkanich bylo
provedeno pomoci Chi-kvadrat testu. Vybrané statistické Udaje byly téz zpracovany
graficky do tzv. Stacked plot diagrami. Pro zjisténi zavislosti zkoumanych znakd,
vzhledem Kk neggausovskéhu rozdéleni proménnych, byl pouzit Spearmandv
koeficient korelace. Parova pozorovani byla hodnocena uzitim neparametrického

parového testu (Sign test).

7.2.  VYSLEDKY

Imunohistochemicka analyza stupné exprese TS

Uspé&sné imunohistochemické stanoveni exprese enzymu thymidylatsyntazy
(TS) bylo provedeno v 63 vzorcich viastni nadorové tkané, v 66 vzorcich nadorového
stromatu a ve 28 vzorcich okolni zdravé sliznice. U 94% pacientld jsme provedIi
vyhodnoceni v obou Castech nadorové tkané, 17% pacientdl mélo vyhodnocenu

expresi souc¢asné v obou Castech nadorové tkané a ve zdravé sliznici. Statistické

66




vyhodnoceni imunohistochemické exprese a intenzity TS v nadorovych burikach,
v nadorovém stromatu a zdravé sliznici pomoci Chi-kvadrat testu je znazornéno
(Tab.13, 14). RozloZeni IHC exprese enzymu v TS v jednotlivych ¢astech nadoru je

graficky znazornéno (Graf 4 ).

Tabulka 13. Vyhodnoceni IHC exprese thymidylatsyntazy (TS) v nadorovych

bunkach, v nadorovém stromatu a ve zdravé sliznici

Nadorové buriky | Nadorové stroma Zdrava sliznice
EXPRESE N =63 N = 66 N =28
TS N % N % N %
0 29 46% 53 80% 21 75%
1 17 27% 8 12% 2 7%
22 17 27% 5 8% 5 18%
Chi- kvadrat test nadorové buriky versus nadorové stroma p<0,001
Chi- kvadrat test nadorové buriky versus zdrava sliznice p=0,026

Z uvedené tabulky a vyplyva, Ze ve vlastnich nadorovych burikach byla nizka
exprese TS nalezena ve 46 vzorcich (73%) a vysoka exprese TS v 17 vzorcich
(27%). Déle byla stanovena nizka TS exprese v 61 vzorcich nadorového stromatu
(92%) a vysoka TS exprese pouze v 5 vzorcich nadorového stromatu (8%). Nizka
exprese TS ve sliznici byla stanovena ve 23 vzorcich (82%), vysoka exprese TS byla
zjisténa v 5 vzorcich zdravé sliznice (18%).

Exprese thymidylatsyntazy stanovena imunohistochemickou analyzou byla

statisticky signifikantné vy$8i (Chi-kvadrat test p<0,001) v tkani nadorovych bunék
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nez v nadorovém stromatu. Exprese TS stanovena imunohistochemickou analyzou

byla statisticky vyznamné vys8i v nadorové tkani nez ve zdravé sliznici (Chi-kvadrat

test p=0,026) (Obr.7).

Tabulka 16. Vyhodnoceni IHC intenzity thymidylatsyntazy (TS) v nadorovych

bunkach, v nadorovém stromatu a ve zdravé sliznici

Nadorové burnky Nadorové stroma Zdrava sliznice
INTENZITA N =63 N =66 N =28
TS N % N % N %
0 29 46% 53 80% 21 75%
1 21 33% 7 1% 5 18%
22 13 21% 6 9% 2 7%
Chi- kvadrat test nadorové buriky versus nadorové stroma p<0,001
Chi- kvadrat test nadorové buriky versus zdrava sliznice p=0,035

Z uvedené tabulky vyplyva, Ze nizkd TS intenzita byla obdobné jako TS
exprese stanovena v 79% vzork(a vlastni nadorové tkané, v 91% nadorového
stromatu a v 93% okolni stfevni sliznice.

V kazdé ze studovanych tkani (nadorové buriky, nadorové stroma, zdrava
sliznice) korelovala vzajemné exprese a intenzita imunohistochemického stanoveni

enzymu TS (Spearmanuv korela¢ni koeficient 0,93, 0,99, 0,98, vzdy p<0,001).
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Graf 4. Znazornéni stupnu IHC exprese enzymu v TS v nadorové tkani.
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Obrazek 7. Imunohistochemicka TS pozitivita v nadorové tkani
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Imunohistochemicka analyza stupné exprese TP

Uspésné imunohistochemické stanoveni exprese enzymu TP bylo provedeno
v 60 vzorcich vlastni nadorové tkané, v 64 vzorcich nadorového stromatu a ve 24
vzorcich okolni zdravé sliznice. U 90% pacientl jsme provedli vyhodnoceni zarover
v obou ¢astech nadorové tkané (vlastni nadorové bunky + nadorové stroma) (Obr.8),
26% pacientd meélo vyhodnocenu expresi sou¢asné v obou ¢astech nadorové tkané
a ve zdravé sliznici.

Vyhodnoceni imunohistochemické exprese a intenzity TP enzymu je
znazornéno (Tab. 15, 16). Rozlozeni IHC exprese enzymu v TP jednotlivych ¢astech

nadoru je graficky znazornéno (Graf 5).

Tabulka 15. Vyhodnoceni IHC exprese thymidinfosforylazy (TP) v nadorovych

bunkach, v nadorovém stromatu a ve zdravé sliznici

Nadoroveé buniky | Nadorové stroma Zdrava sliznice
EXPRESE N =60 N =64 N=24
TP N % N % N %
0 46 77% 14 22% 14 58%
1 9 15% 26 40% 9 38%
22 5 8% 24 38% 1 4%
Chi-kvadrat test nadorové buriky versus nadorové stroma p<0,001
Chi-kvadrat test nadorové buriky versus zdrava sliznice p=0,072
Chi-kvadrat test nadorové stroma versus zdrava sliznice p<0,001

Z uvedené tabulky vyplyva, Ze nizka TP exprese byla stanovena v 55
vzorcich vlastni nadorové tkané (92%), vysoka TP exprese pouze v 5 vzorcich

vlastni nadorové tkané (8%). V kontrastu s témito vysledky je stanoveni exprese TP
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v nadorovém stromatu - nizka TP exprese byla zjiSténa ve 40 vzorcich (62%) a
vysoka TP exprese ve 24 vzorcich (38%).

Imunohistochemicky stanovena exprese enzymu TP byla statisticky
vyznamné vySs§i v nadorovém stromatu nez ve vlastnich nadorovych burikach (Chi-
kvadrat test p<0,001). Nizka exprese TP ve sliznici byla zjisténa ve vSech 24
stanovenych vzorcich zdravé tkané (100%). Imunohistochemicky stanovena exprese
TP ve vlastnich nadorovych bunkach nebyla statisticky vyznamné vyssi nez v okolni
zdravé sliznici (Chi-kvadrat test p=0,07), na rozdil od statisticky vyznamné vyssi
exprese TP v nadorovém stromatu ve srovnani se zdravou sliznici (Chi-kvadrat test

p<0,001).

Tabulka 16. Vyhodnoceni IHC intenzity thymidinfosforylazy (TP) v nadorovych

bunkach, v nadorovém stromatu a ve zdravé sliznici

Nadorové bunky Nadorové stroma Zdrava sliznice
INTENZITA N = 60 N =64 N=24

TP N % N % N %

0 46 77% 14 22% 14 58%

1 8 13% 27 42% 9 38%

22 6 10% 23 36% 1 4%

Chi - kvadrat test nadorové buriky versus nadorové stroma p<0,001
Chi - kvadrat test nadorové buriky versus zdrava sliznice p=0,039
Chi - kvadrat test nadorové stroma versus zdrava sliznice p<0,001

Z uvedené tabulky vyplyva, Ze nizkd TP intenzita byla obdobné jako TP
exprese stanovena v 90% vzorka vlastni nadorové tkané, v 64% nadorového

stromatu a v 96% okolni stfevni sliznice.
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Ziskané vysledky imunohistochemické analyzy byly podrobeny naslednému
statistickému vyhodnoceni za pomoci Spearmanova korelaéniho koeficientu, ktery
dale charakterizuje vztahy mezi expresi prediktord (TS nebo TP) ve vybranych
typech tkani.

Hledali jsme vzajemny vztah mezi stupni proteinové exprese enzymu TS ve
studovanych tkanich (Tab. 17).

Tabulka 17. Korelace exprese TS mezi jednotlivymi tkanémi

ENZYM TS Pocet Spearmanuiv p
korelaci koeficient
Nadorové burky versus nadorové stroma 62 0,32 p=0,011
Nadorova bunky versus zdrava sliznice 21 0,29 p=0,208

Byla nalezena statisticky vyznamna pozitivni korelace v expresi enzymu TS
v nadorovych burnkach a nadorovém stromatu (p=0,01); ve vztahu nadorové bunky

versus zdrava sliznice tato korelace nalezena nebyla (p=0,208).

Obdobné jsme studovali vzajemny vztah mezi stupni proteinové exprese
enzymu TP v nadorové a zdravé tkani (Tab. 18).

Tabulka 18. Korelace exprese TP mezi jednotlivymi tkanémi

ENZYM TP Pocet Spearmantv p
korelaci koeficient
Nadorové buriky versus nadorové stroma 60 0,24 p=0,066
Nadorova buriky versus zdrava sliznice 18 0,24 p=0,332

Nebyla nalezena statisticky vyznamna pozitivni korelace v expresi enzymu TP ve

studovanych tkanich (p=0,066 resp. p=0,332)
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Dale jsme pomoci Spearmanova korelacniho koeficientu hodnotili, zda je
mozné prokazat mezi expresi enzymi TS a TP v jednotlivych tkanich vzajemny vztah
¢i nikoliv (Tab. 19).

Tabulka 19. Vzajemna korelace exprese enzymu TS a TP v jednotlivych tkanich

TS versus TP Pocet korelaci Spearmantiv p
koeficient

Nadorové burnky 59 0,08 p=0,530

Nadorové stroma 63 0,19 p=0,132

Zdrava sliznice 24 0,01 p=0,947

Mezi studovanymi enzymy TS a TP nebyla nalezena vzgjemna statisticky
vyznamna pozitivni korelace v expresi v jednotlivych testovanych tkanich. Exprese
kazdého jednotlivého enzymu se jevi byt nezavislou na expresi druhého ve v8ech

studovanych tkanich.

7.3. DISKUZE

Imunohistochemicka analyza exprese enzymu thymidinsyntazy a
thymidinfosforylazy patfi k nej¢astéji pouzivanym metodam testovani u pacientd s
kolorektalnim karcinomem i jinymi malignitami, ktefi jsou I1é€eni chemoterapii s 5-FU.
Popatova metaanalyza (Popat et al., 2004) hodnotila prognosticky vyznam exprese
TS u pacientd s kolorektalnim karcinomem ve 22 klinickych studiich, z toho v 16
publikovanych pracich byla k vyhodnoceni exprese TS pouzita pravé
imunohistochemie. Vyhodou imunohistochemické analyzy, ve srovnani s dal§imi
metodami, je moznost odli§eni vlastnich nadorovych bunék od bunék nadorového

stromatu a okolni sliznice na standardné fixovanych parafinovych vzorcich.
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V této praci jsme se zabyvali imunohistochemickou expresi enzymd TS a TP
v nadorové a zdravé tkani pacientd s kolorektalnim karcinomem. U vétSiny naSich
pacientl (>90%) se nam podafrilo korelovat expresi téchto prediktorl vzajemné ve
vlastnich nadorovych bunkach a nadorovém stromatu, zatimco imunohistochemické
srovnani exprese v obou ¢astech nadorové tkané a zdravé tkané bylo mozno provést
u~25% pacientl (nebyla zachycena &i ziskana zdrava strevni sliznice).

Thymidylatsyntaza je kliCovym enzymem metabolismu 5-FU a
Vsouladu se studii (Miyamoto et al., 2001) byla také vnaSi praci pfi
imunohistochemickém stanoveni prokazana statisticky vyznamné vySsi exprese TS
enzymu v nadorovych burikdch nez v okolni sliznici (Chi-kvadrat test p=0,026).
Vysoka exprese TS enzymu je vyjadiena predev§im ve vlastnich nadorovych
bunkach (28%), v nadorovém stromatu byla stanovena vysoka exprese TS
stanovena pouze u 8% vzork(. Nékteré prace upozornuji na odliSnou expresi TS
v cytoplazmé a jadrech nadorovych bunék, v naSi praci byla exprese stanovena
v obou &astech buriky bez rozliSeni. Zaroveri jsme provedli imunohistochemické
vyhodnoceni intenzity enzymu TS, které korelovalo imunohistochemickym
vyhodnocenim stupné exprese TS (Spearmanlv koeficient p<0,0001). Hodnoceni
intenzity ma daleko niz8i vypovédni hodnotu nez stupen exprese, nebot’ je znané
ovlivnitelné subjektivitou hodnotitele, a mudze byt zavislé na mnoha dalSich
okolnostech (délka fixace, doba inkubace, fedéni protilatky).

V kontrastu s preferencni expresi TS v nadorovych burikdch uvadi nékolik
studii odliSnou expresi enzymu TP ve vlastnich nadorovych burikach a nadorovém
stromatu. V praci (Zhang et al., 2004) byla pomoci IHC zjisténa exprese TP ve

stromalnich burikdch nadoru, které obkopuji hnizda vlastnich nadorovych bunék,
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nebo se vyskytuji podél invazivnich okraju nadoru. Na podkladé vySetfeni s CD 68
monoklonalni protilatkou a dalSich morfologickych charakteristik byly identifikovany
tzv. TAM-makrofagy (tumor asociované makrofagy), které byly hlavnim zdrojem
exprese TP v nadoru. V praci (Ogawa et al., 2005) byla pomoci ELISA vySetieni
prokazana vyznamna exprese TP ve stromalnich burikach na okraji nadoru. V nasi
praci byla prokazana statisticky vyznamné vyssi exprese TP ve stromalnich burikach
nadoru oproti vlastnim nadorovym burikdm (vysoka exprese TP 38% versus nizka
exprese TP 8%, Chi-kvadrat test p<0,001). Neprokazali jsme statisticky vyznamné
vySSi expresi TP ve vlastnich nadorovych burnkach ve srovnani se zdravou sliznici
(Chi-kvadrat test p=0,07), ale exprese TP v nadorovém stromatu byla statisticky
vyznamneé vyssi nez v okolni sliznici (Chi-kvadrat test p<0,001). Z téchto vysledk
vyplyva, Ze nadorové stroma je tou tkani nadoru, ve které je enzym
thymidinfosforylaza preferenéné exprimovan. S cilem posoudit moznost vzajemnych
vztahG v expresi enzymu TS a TP jsme provedli korelaci pomoci Spearmanova
koeficientu. Nebylo prokazano, Zze by se exprese sledovanych enzymu TP, TS ve
studovanych tkanich vzajemné ovlivhovala. Také nebyl (u kazdého ze sledovanych
enzymu TS, TP) prokazan vzajemny statisticky vyznamny vztah v expresi v tkani
nadorovych bunék, v nadorovém stromatu a v okolni zdravé sliznici.

Pomoci imunohistochemické analyzy jsme tedy prokézali vyznamné vyssi
expresi TS i TP v nadorové tkani oproti zdravé sliznici. Toto vyhodnoceni je
v kontrastu s nadim stanovenim exprese TS mRNA a TP mRNA pomoci RT-PCR,
které neprokazuje rozdily v nadorové a zdravé tkani pacientt s CRC. Tyto
diskrepance naznacuji, Zze vyhodnoceni exprese klicovych enzymi metabolismu 5-
FU je odlisné v disledku metody, kterd je k analyze pouzita. Tato hypotéza bude

testovana v dal8i ¢asti pfedkladané prace.
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8. KORELACE ANALYZ GENOVE A PROTEINOVE EXPRESE

TS A TP V NADOROVE A ZDRAVE TKANI

8.1. METODIKA

Metodika zpracovani a vyhodnoceni TS mRNA a TP mRNA v nadorové tkani
a ve zdravé sliznici pomoci RT-PCR byla popsana v kapitole 6.1,
imunohistochemicka analyza exprese TS a TP v kapitole 7.1.

Pro zjisténi vzajemného vztahu mezi stupném exprese TS mRNA a TP
MRNA a imunohistochemickym stanovenim stupné exprese TS a TP v nadorové a
zdravé tkani byl pouzit Spearmanudv koeficient korelace. Vybrané statistické udaje

byly zpracovany graficky do tzv. Box & Whisker plot diagramu a histogramd.

8.2. VYSLEDKY

Korelace vysledku pfi studiu exprese TS pomoci metody RT-PCR a IHC byla
provedena ve vzorcich 44 pacientd s kolorektalnim karcinomem. V (Tab. 20) byla
vyhodnocena kvantitativné a kvalitativné exprese TS pomoci obou metod v nadorové
a zdravé tkani. Vyhodnoceni stupriti IHC exprese a kvantitativnich hodnot TS mRNA
je graficky zobrazeno (Graf 6). Vzajemny vztah exprese thymidylatsyntazy pomoci
obou metod stanoveni vnadorovée a zdravé tkani byl vyhodnocen pomoci

Spearmanova korela¢niho koeficientu (Tab. 21).
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Tabulka 20. Exprese TS stanovena metodou RT-PCR a IHC

TS mRNA IHC exprese TS%
Studovana tkan (pramér  SD) - 1 >
Nadorova tkan 2,69 + (2,49) 46% 27% 27%
Zdrava sliznice 2,90 + (4,14) 75% 7% 18%

TS mRNA vyjadrena jako pomér TS: GAPDH metodou RT-PCR, SD — smérodatna
odchylka, IHC exprese TS vyjadiena dle stupiu exprese v %.

Graf 6. Hodnoty exprese enzymu TS metodou IHC a molekularné-genetickou

Boxplot by Group
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Exprese enzymu TS v nadorové tkani: osa x: stuper IHC exprese, osa y: hodnota TS
mRNA pomoci RT-PCR.
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Tabulka 21. Korelace metod stanoveni exprese TS pomoci RT-PCR a IHC

RT-PCR versus IHC | Pocet korelaci | Spearmanuv koeficient p
TS
Nadorova tkan 44 -0,16 p=0,280
Zdrava sliznice 7 -0,61 p=0,139

Pomoci Spearmanova koeficientu nebyla zjiSténa statisticky vyznamna

korelace mezi hodnotami proteinové exprese TS a hodnotami TS mRNA v nadorové

tkani (Spearmanudv koeficient -0,16, p=0,28) &i ve zdravé sliznici (Spearmandv

koeficient -0,61, p=0,139).

thymidylatsyntazy, vysledky nejsou porovnatelné.

Obé metody stanovuji odliSné hodnoty exprese

Korelace pfi studiu exprese enzymu TP pomoci metody RT-PCR a IHC byla

provedena ve vzorcich 39 pacientd s kolorektalnim karcinomem. V (Tab.22) je

vyjadfena exprese enzymu TP pomoci obou metod. Vyhodnoceni stupiitt IHC

exprese TP a kvantitativnich hodnot TP mRNA je graficky zobrazeno (Graf 7).

Tabulka 22. TP exprese stanovena metodou RT-PCR a IHC

Studovana tkan TP mRNA IHC exprese TP%
(prameér £ SD) 0 1 22
Nadorova tkan 3,68 * (4,87) 77% 15% 8%
Zdrava sliznice 3,74 + (4,63) 58% 38% 4%

TP mRNA vyjadiena jako pomér TP: GAPDH RT-PCR, SD — smérodatna odchylka,

IHC exprese TP vyjadrena dle stupnu exprese v %
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Graf 7. Hodnoty exprese enzymu TP v nadorové tkani stanovené metodou IHC

a molekularné-genetickou
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Exprese enzymu TP v nadorové tkani: osa x: stuperi IHC exprese, osa y: hodnota TP
mRNA pomoci RT-PCR.

Vzajemny vztah exprese thymidinfosforylazy pomoci obou metod stanoveni
v nadorové tkani (tkan vlastnich nadorovych bunék a nadorové stroma) a ve zdravé

tkani byl vyhodnocen pomoci Spearmanova korelacniho koeficientu (Tab. 23).

Tabulka 23. Korelace metod stanoveni exprese TP pomoci RT-PCR a IHC

RT-PCR versus IHC | Pocet korelaci | Spearmantv koeficient p
TP
Nadorova tkan 39 0,15 p=0,36
Zdrava sliznice 16 -0,22 p=0,42
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Pomoci Spearmanova koeficientu nebyla zjiSténa statisticky vyznamna
korelace mezi hodnotami proteinové exprese TP a hodnotami TP mRNA v nadorové
tkani (Spearmandv koeficient 0,15, p=0,36) ¢&i v okolni sliznici (Spearmaniv
koeficient -0,22, p=0,42). Obé metody stanovuji odliSné hodnoty exprese

thymidinfosforylazy, vysledky nejsou na sobé zavislé a porovnatelné.

8.3. DISKUZE

Otazka korelace imunohistochemického vySetfeni proteinové exprese a
genové exprese mMRNA klicovych enzymu metabolismu fluoropyrimidind byla
opakovaneé studovana a vysledky téchto studii pfinaseji odlisné zavéry.

V nasi praci jsme pfi pouziti Spearmanova koeficientu korelace nenalezli
zadny statisticky vyznamny vztah mezi hodnotami TS, TP mRNA stanovenymi
pomoci RT-PCR a stupni IHC exprese proteind TS, TP v nadorové (p=0,28 resp.
p=0,39) ani ve zdravé tkani (p=0,13 resp. p=0,41). V praci (Kornmann et al., 2003)
exprese TS mRNA Kkorelovala se stupném proteinové exprese TS pomoci
imunohistochemie a imunoblotingu u pacientu s kolorektalnim karcinomem Ié¢enych
adjuvantni chemoterapii s 5-FU. Naopak podobné jako v nasi analyze byly
prezentovany vysledky prace (Miyamoto et al, 2001), kde v souboru 43 pacientl
s nadory gastrointestinalniho traktu bylo provedeno stanoveni TS a DPD exprese
pomoci 3 metodik (RT-PCR, IHC a stanoveni enzymatické aktivity pomoci
biochemické analyzy) v nadorové tkani a ve zdravé sliznici. Nebyla nalezena Zzadna
vzgjemna korelace mezi imunohistochemii a RT-PCR a stanovenim enzymatické
aktivity TS a DPD. Ve studii (Farrugia et al., 2003) také nebyla nalezena pfima

korelace mezi IHC expresi TS a TS mRNA u 20 pacientt s pokro€ilym kolorektalnim
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karcinomem |éCenych raltitrexedem. Ve studii Miyoshi (Miyoshi et al., 2005) byla
exprese TS a DPD vyhodnocena pomoci RT-PCR a stanoveni enzymatické aktivity
v nadorové a zdravé tkani u pacientl s karcinomem plic [é€enych chemoterapii UFT
(derivat fluoropyrimidinu- tegafur+uracil). TS mRNA pouze slabé odpovidala TS
aktivité stanovené pomoci FAUMP binding assay, zatimco DPD mRNA korelovala
s DPD aktivitou. Nedavno publikovana prace srovnavajici metody RT-PCR a ELISA
u pacientt s nadory Zaludku také neprokazala zadnou vzajemnou korelaci mezi TS,
DPD mRNA a proteinovou expresi sledovanych gent (Akamoto et al., 2008).
Mechanismy zodpovédné za uvedené rozdily v proteinové expresi a genové
mRNA expresi kliC¢ovych enzymi metabolismu fluoropyrimidind jsou predmétem
vyzkumu. Moznym vysvétlenim by mohla byt komplikovana transkripce TS genu;
také polymorfismy TS genu mohou mit vliv na jeho proteinovou expresi a
enzymatickou aktivitu v nadorech gastrointestinalniho traktu (Paré et al, 2008). Nase
vysledky v souladu s vétSinou dalSich uvedenych studii prokazuji, ze stanoveni
hodnot exprese klicovych enzymu TS, TP je odliSné v zavislosti na metodé, ktera je
v dané praci pouzita. Vyhodnoceni mRNA TS, TP, DPD nezachyti postranskrip&ni
regulace, nestanovi mnozstvi funkéniho proteinu. Tyto zavéry bychom méli zvazovat
i prfi interpretaci rtznych klinickych studii, zabyvajicich se prognostickym a
prediktivnim vyznamem exprese TS, TP, a DPD u pacientd s kolorektalnim

karcinomem.
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9. PROGNOSTICKY A PREDIKTIVNI VYZNAM EXPRESE

ENZYMU TS, TP, DPD

9.1. METODIKA

Studium a vyhodnoceni klinickych dat bylo provedeno u 55 nemocnych
s kolorektalnim karcinomem. Zakladni informace: vék a pohlavi pacientl, rozsah
onemocnéni (TNM) a histopatologické charakteristiky nadoru byly ziskany ze
zdravotnické dokumentace kazdého nemocného. Lokalizace nadoru byla rozdélena

do podskupiny nadoru tlustého stieva (C18 + C19) a nador konecniku (C20).

Vyhodnoceni klinické odpovédi bylo provedeno zvlast ve skupiné pacientu
nemocnych |éCenych pro lokalizovany kolorektalni karcinom a zvlast ve skupiné
pacientl s generalizovanym onemocnénim. Klinicka data byla hodnocena ve vztahu
k véku a pohlavi pacientd, TNM a UICC stadiu, lokalizaci nadoru a typu Iécby. U
pacientl s lokalizovanym onemocnénim byl stanoven pocet recidiv onemocnéni,
procenta pacientu prezivajich bez znamek onemocnéni (DFS) a celkové preziti (OS)
metodou dle Kaplan-Meiera. Pro zjisténi vlivu danych proménnych na klinicky pribéh
onemocnéni byl pocitan Log-rank test. Pomoci Coxova regresniho modelu byla
stanovena vy$e rizika (HR) pro jednotlivé zkoumané skupiny pacientd. U pacient(
s generalizovanym  kolorektalnim karcinomem byla pomoci Log-rank testu
vyhodnocena doba do progrese (TTP) a celkové preziti (OS) ve vztahu k typu léCby -
skupiny ,chemo+“ (paliativni systémova chemoterapie) a ,chemo -, (pouze

chirurgicka Ié€ba) (Kaplan-Meier kfivka).
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Klinicka data pacientl byla dale hodnocena ve vztahu ke stupni exprese
enzym0 TS, TP a DPD v nadorové tkani kolorektalniho karcinomu. Vzorky nadorové
tkané byly vyhodnoceny metodou imunohistochemickou (enzymy TS a TP) a
metodou RT-PCR (TS, TP, DPD mRNA). Podrobnad metodika testovani témito
postupy byla popsana v kapitolach 6.1. a 7.1. Kvantitativni hodnoty (TS, TP, DPD
mRNA) byly popsany v parametrech: prdmér, medidn, minimum, maximum.
Kvalitativni hodnoty (imunohistochemické stanoveni exprese TS a TP) byly

charakterizovany jako nizka exprese 0-1, a vysoka exprese = 2.

Vyhodnoceni prognostického vyznamu exprese TS, TP, DPD mRNA jsme
provedli u vSech pacientt s lokalizovanym kolorektalnim karcinomem, a déle u téch,
ktefi byli IéCeni pouze chirurgickym vykonem (bez podavani adjuvantni chemoterapie
- ,chemo-“). Optimalni mezni hodnoty TS, TP a DPD mRNA jsme stanovili dle
medianu rozlozeni dannych proménnych. Ke stanoveni prognostického vyznamu
sledovanych expresi TS, TP a DPD byl vyuzit Log-rank test. Dale jsme pouzili
Coxovu regresni analyzu k vypocCetu vySe rizika (HR) (95%CI) pro zkoumané
hodnoty prognostickych faktord. Obdobné jsme postupovali pfi vyhodnoceni
prognostického vyznamu stupné exprese TS a TP (nizka versus vysoka) v nadorové

tkani pacientu s lokalizovanm CRC.

Pfi hodnoceni prediktivniho vyznamu sledovanych enzymd byl zkouman
vztah exprese (TS, TP a DPD mRNA a stupen IHC exprese enzyml TS a TP) a
vyskytu recidivy onemocnéni, poctu pacientd bez znamek onemocnéni (DFS) a
celkového preziti (OS) ve skupiné ,chemo+“ u pacientll s lokalizovanym

kolorektalnim karcinomem lé€enych 5-fluorouracilem.
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9.2. VYSLEDKY

9.2.1. Klinicky prabéh onemocnéni u pacientu s lokalizovanym kolorektalnim

karcinomem.

Studium a vyhodnoceni zakladnich klinickych dat bylo provedeno u 41
pacientt IéCenych pro lokalizovany kolorektalni karcinom. Pramérny vék pacientd
v dobé diagn6ézy byl 65 let (median 68 let, rozmezi 40-79 let). 17 pacientd
s lokalizovanym kolorektalnim karcinomem bylo 1é€eno pouze chirurgickym vykonem
(41%), u 24 pacientu (59%) byla dale podavana adjuvantni chemoterapie v rezimech
FUFA (Mayo rezim, rezim dle de Gramonta) ¢i kapecitabin po dobu 6 mésicl

(Tab.24). Median doby sledovani byl 60 mésicl (rozmezi 4-72 mésica).

Ve skupiné 41 pacientu s lokalizovanym CRC doSlo v prabéhu doby
sledovani ke vzniku recidivy u 13 nemocnych (32%), 28 pacienta (DFS 68%) je v
soucasnosti bez znamek onemocnéni (Graf 8). Recidiva onemocnéni byla u vSech
pacientl diagnostikovana do 2 let od zahajeni 1éCby. Ve skupiné 24 pacientl
léCenych adjuvantni chemoterapii byla zjisténa recidiva kolorektélniho karcinomu u 6
nemocnych (25%). Ve skupiné 17 pacientt 1é€enych pouze chirurgickym vykonem
bez podani zajistujici chemoterapie doslo ke vzniku recidivy u 7 nemocnych (41%).
Nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil ve vyskytu recidivy onemocnéni
v zavislosti na pohlavi (zeny 44% versus muzi 24%), v zavislosti na postizeni
lymfatickych uzlin (NO 37% versus N+ 21%) ani v zavislosti na klinickém stadiu UICC
(1 0%, Il 42%, 1l 21%). Byl zaznamenan kratSi DFS u pacientt s nadory konec¢niku
ve srovnani s nadory tlustého stieva (C20 57% versus C18+19 18%, Log-rank test
p=0,015, HR 3,5). Kratd§i DFS byl zji§tén u pacientd s nadory = T3, ve srovnani

s nadory < T2 (39% versus 0%, Log-rank test p=0,045) (Tab.25). Béhem doby
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sledovani zemielo 13 ze 41 pacientl (32%) léCenych pro casny kolorektalni
karcinom, v souc€asnosti preziva 68% pacientu (Graf 9). Median DFS a median OS

zatim nebyl dosazen.

Tabulka 24. Zakladni charakteristiky pacientu s lokalizovanym kolorektalnim

karcinomem

Sledované Pacienti celkem Pacienti chemo + Pacienti chemo -
parametry N=41 N=24 N=17
Vék (prameér) 65 let 63 let 67 let
muzi 25 61% 16 67% 9 53%
Zzeny 16 39% 8 33% 8 47%
Lokalizace nadoru
C18+ C19 27 66% 16 67% 11 65%
C20 14 34% 8 33% 6 35%
T klasifikace
T1 3 7% 1 4% 2 12%
T2 5 12% 2 8% 3 18%
T3 31 76% 19 80% 12 70%
T4 2 5% 2 8% 0 0%
N klasifikace
NO 27 66% 11 46% 16 94%
N1 9 22% 8 33% 1 6%
N2 5 12% 5 21% 0 0%
UICC stadium
I 3 7% 0 0% 3 18%
Il 24 59% 11 46% 13 76%
M 14 34% 13 54% 1 6%
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Graf 8. Obdobi bez znamek onemocnéni u pacienti s casnym CRC
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Graf 9. Celkové preziti u pacientt s casnym CRC
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Tabulka 25. Souhrn statistického vyhodnoceni klinického prabéhu onemocnéni

Parametry Pacienti Recidiva DFS P
N N %

Vék < 65 let 16 5 69% p=0,94
Vék = 65 let 25 8 68%
muzi 25 6 76% p=0,13
Zeny 16 7 56%
C18 + C19 27 5 82% p=0,025

HR=3,5
C20 14 8 43%

Cl (1,14-10,71)

T1+T2 8 0 100% p=0,045
T3+T4 33 13 61% HR N/A
NO 27 10 63% p=0,36
N+ 14 3 79%
UICC | 3 0 100% p=0,24
UICC Il 24 10 58%
UICC Il 14 3 88%
Chemo + 24 6 75% p=0,35
Chemo - 17 7 59%

DFS -procenta pacientt prezivajicich bez zndmek onemocnéni, p-Log-rank test,

Coxova regresni analyza, HR-vyS$e rizika, 95%CI-interval spolehlivosti
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9.2.2. Klinicky prabéh onemocnéni u pacienti s metastazujicim CRC

Primarné generalizovany kolorektalni karcinom byl zjistén u 14 pacientl
(25%) (Tab. 26). Osm nemocnych (57%) s metastazujicim onemocnénim (mCRC)
bylo 1é€eno paliativni chemoterapii v rezimech FUFA dle de Gramonta, FOLFOX,
FOLFIRI, kapecitabin a raltitrexed (1-3 linie |écby). U Sesti pacientli, vzhledem
k celkovému stavu, véku a komorbiditdm, byla podavana nejlep$i podpurna lécba
(BSC — best supportive care). Median doby sledovani byl 8 mésicl (rozmezi 4 - 28
meésicu). K progresi onemocnéni a nasledné k umrti doslo u vSech 14 pacientu
(100%) do 28 mésicu. Median doby do progrese byl 3,5 mésice (Graf 10) a median

celkového preziti 7,5 mésice (Graf 11).

Tabulka 26. Zakladni charakteristiky pacienti s metastatickym CRC

Sledované Pacienti celkem Pacienti chemo + Pacienti chemo -
parametry N= 14 N=8 N=6

Vék pramér 65 let 64 let 67 let

muzi 8 57% 6 75% 2 33%
Zzeny 6 43% 2 25% 4 67%
C18 + C19 12 86% 7 88% 5 83%
C20 2 14% 1 12% 1 17%
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Graf 10. Vyhodnoceni doby do progrese u pacienti s mCRC
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Graf 11. Vyhodnoceni celkového preziti u pacientit s mCRC
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Lécba paliativni chemoterapii prodlouzila dobu do progrese (TTP) na 5
mésicl oproti skupiné pacientl s nejlepsi podptrnou Ié¢bou (BSC) (TTP 1,5
mésice), (Log-rank test p=0,041) (Graf 12). Podavani chemoterapie prodlouzilo
celkové preziti pacientl s primarné generalizovanym kolorektalnim karcinomem na 9

mésicl oproti BSC (OS 2 mésice) (Log-rank test p=0,021).

Graf 12.Vyhodnoceni doby do progrese onemocnéni v zavislosti na typu lIécby
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Vzhledem kmalému poc¢tu pacientd ve skupiné s generalizovanym
kolorektalnim karcinomem nebylo mozné vyhodnotit prognosticky a prediktivni

vyznam exprese enzyma TS, TP a DPD.
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9.2.3. Prognosticky vyznam stanoveni exprese TS, TP, DPD

V nasi praci jsme provedli vyhodnoceni prognostického vyznamu genové
exprese TS, TP, DPD mRNA a proteinové IHC exprese TS, TP u pacientl
s lokalizovanym kolorektalnim karcinomem. V (Tab. 27) jsou vyjadfeny kvantitativni
hodnoty exprese TS, TP a DPD mRNA. (Tab. 28) zobrazuje kvalitativni IHC expresi
enzymu TS a TP ve vlastnich nadorovych bunkach a expresi TP téZz v nadorovém
stromatu. V (Tab. 29) je znazornéno statistické vyhodnoceni prognostického

vyznamu exprese TS , TP, DPD pro DFS u pacientu s lokalizovanym CRC.

Tabulka 27. Hodnoty exprese TS, TP, DPD mRNA stanovené pomoci RT- PCR

GEN Pocet prameér minimum median maximum
stanoveni
TS 27 1,1 0,04 1,07 7,31
TP 29 2,6 0,05 2,58 10,81
DPD 12 3,8 0,51 3,83 28,35

Tabulka 28. Stupné exprese TS, TP stanovené pomoci imunohistochemie

Enzym Pocet Exprese
Studovana tkan stanoveni nizka vysoka
N N % N %
TS nadorové buriky 29 19 66% 10 33%
TP nadorové burky 29 26 90% 3 10%
TP nadorové stroma 30 19 63% 11 37%
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Tabulka 29. Prognosticky vyznam stanoveni exprese TS ,TP a DPD v nadorové

tkani pro DFS u pacientt s lokalizovanym kolorektanim karcinomem

Metoda RT-PCR Exprese HR 95%ClI p
(nizka v vysoka)

Nizka TS versus vysoka TS 14v 13 1,00 0,25-4,01 p=0,99

Nizka TP versus vysoka TP 15v 14 4,08 0,8-20,3 p=0,05

Nizka DPD versus vysoka DPD 6Vv6 1,67 0,27-10,04 | p=0,59

Metoda IHC

studovana tkan

nizka TS versus vysoka TS 19v 10 0,20 0,25-1,6 p=0,08
nadorové buriky

nizka TP versus vysoka TP 26 v 3 1,56 0,19-12,7 | p=0,67
nadorové buriky

nizka TP versus vysoka TP 19 v 11 3,15 0,75-13,2 | p=0,08

nadorové stroma

RT-PCR: mezni hodnoty: pro TS mRNA 1,1, pro TP mRNA 2,6, pro DPD mRNA 3,8 ,
IHC: nizka exprese TS, TP stupné 0+1, vysokéa exprese TS, TP stupné 2+3

p-Coxova regresni analyza HR—pomeér rizik, 95% Cl interval spolehlivosti

V nasi préaci byl vyhodnocen krat§i DFS u pacientd s vysokou genovou

expresi TP mRNA (TP mRNA 22,6) v nadorové tkani (Cox model p=0,05, HR 4,08).

Na hranici statistické vyznamnosti byl zjistén krat§i DFS u pacientt s nizkou IHC

expresi TS v nadoru (Cox model p=0,08, HR 0,2) a s vysokou IHC expresi TP

v nadorovém stromatu (Cox model p=0,08, HR 3,15).

Nebyl prokdzan prognosticky vyznam exprese TS mRNA, DPD mRNA v

nadorovych bunkach pro DFS u pacientd s lokalizovanym CRC.
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Prognosticky vyznam exprese TS a TP ve skupiné pacientll bez adjuvantni

chemoterapie

Dale jsme v této praci provedli vyhodnoceni prognostického vyznamu stupné
exprese TS, TP u skupiny 17 pacientt s €asnym kolorektalnim karcinomem lé&enych
pouze chirurgickym vykonem (,chemo —”, 16 ze 17 pacientd UICC | nebo Il).V (Tab.
30) jsou zobrazeny kvantitativni hodnoty exprese TS, TP mRNA. (Tab.31) zobrazuje

kvalitativni IHC expresi enzymu TS a TP ve studovaném souboru pacientu.

Tabulka 30. Hodnoty exprese TS, TP mRNA stanovené pomoci RT- PCR

Gen Pocet pramér minimum median maximum
stanoveni

TS 15 1,09 0,04 0,59 5,1

TP 8 3,15 0,23 2,31 10,81

Tabulka 31. Stupné exprese TS, TP stanovené pomoci imunohistochemie

Enzym Pocet Exprese
Studovana tkan stanoveni Nizka Vysoka
N N % N %
TS nadorové bunky 14 8 57% 6 43%
TP nadorové buriky 14 13 93% 1 7%
TP nadorové stroma 14 11 76% 3 24%

Statistické vyhodnoceni prognostického vyznamu prediktord u pacientl
léCenych pouze chirurgickym vykonem pro lokalizovany kolorektalni karcinom je

znazornéno v (Tab.32).
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Tabulka 32. Prognosticky vyznam stanoveni exprese TS ,TP a DPD v nadorové

tkani pro DFS u pacientt lé¢enych pouze chirurgickym vykonem

Metoda RT-PCR Exprese HR 95% ClI p
(nizka v vysoka)
Nizk& TS versus vysoka TS 7v8 1,18 0,19-7,1 p=0,85
Nizk& TP versus vysoka TP 4v4 N/A N/A p=0,13
Metoda IHC

studovand tkan

nizka TS versus vysoka TS 8v6 0,27 0,03-2,4 p=0,27
nadorové buriky

nizka TP versus vysoka TP 13v1 N/A N/A p=0,48
nadorové buriky

nizka TP versus vysoka TP 11v3 2,8 0,4-17,3 p=0,24

nadorové stroma

RT-PCR :mezni hodnoty pro TS mRNA 1,4, pro TP mRNA 3,5

IHC: nizka exprese stupné 0+1, vysoka exprese stupné 2+3

p - Coxova regresni analyza HR—pomeér rizik, 95% CI interval spolehlivosti

Nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily ve DFS v zavislosti na stupni

exprese TS a TP (stanovenymi metodou RT-PCR a IHC). U pacientu Ié€enych pouze

chirurgickym vykonem bez adjuvantni chemoterapie neméla exprese enzyma TS a

TP prognosticky vyznam.
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9.2.4. Prediktivni vyznam stanoveni exprese TS, TP, DPD stanovenych

metodikou RT-PCR a IHC

DalSim z cilt této prace bylo vyhodnoceni prediktivniho vyznamu exprese
sledovanych enzym0 TS a TP ve vztahu k |é¢bé fluoropyrimidiny (pfi pouziti obou
metod stanoveni). Vyhodnotili jsme klinicka data 21 pacientt lé€enych adjuvantni
chemoterapii s 5-fluorouracilem pro lokalizovany kolorektalni karcinom ve vztahu
k expresi prediktord TS a TP. V (Tab. 33) jsou zobrazeny kvantitativni hodnoty
exprese TS, TP mRNA. V (Tab. 34) jsou zobrazeny stupné IHC exprese enzyma TS
aTP.

Kladli jsme si otazku: ,Existuje vztah mezi stupném exprese daného
prediktoru a obdobim bez znamek onemocnéni (DFS resp. OS) u pacientd Ié€enych
adjuvantni chemoterapii s 5-fluorouracilem?“ V (Tab. 35) je vyhodnocen prediktivni

vyznam enzymu TS a TP u pacientd s adjuvantni terapii s fluoropyrimidiny.

Tabulka 33. Stanoveni exprese TS mRNA a TP mRNA u pacienti lécenych

adjuvantni chemoterapii s 5- fluorouracilem.

Gen pocet pramér minimum median maximum
TS 12 1,09 0,04 0,59 5,1
TP 21 3,15 0,23 2,31 10,81
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Tabulka 34. Stanoveni proteinové exprese TS a TP u pacientu s Ié¢bou 5-FU

Enzym Pocet Exprese
Studovana tkan N NiZka Yysoka
N % N %
TS nadorové burky 15 11 73% 4 27%
TP nadorové burky 15 13 87% 2 13%
TP nadorové stroma 16 8 50% 8 50%

Tabulka 35. Prediktivni vyznam stupné exprese TS a TP pro DFS u pacientt

s lokalizovanym kolorektalnim karcinomem lééenych chemoterapii s 5-FU

Metoda RT-PCR Exprese HR 95%CI p
(nizka v vysoka)
Nizka TS versus vysoka TS 6Vv6 0,53 0,04-5,86 | p=0,67
Nizk& TP versus vysoka TP 10 v 11 2,25 0,41-12,3 | p=0,34
Metoda IHC
studovand tkan
nizka TS versus vysoka TS 11v4 N/A N/A p=0,19
nadorové buriky
nizka TP versus vysoka TP 13v2 5,07 0,44-57,7 | p=0,19
nadorové buriky
nizka TP versus vysoka TP 8v8 N/A N/A p=0,06
nadorové stroma

RT-PCR: mezni hodnoty pro TS mRNA 0,6, pro TP mRNA 2,3
IHC: nizka exprese stupné 0+1, vysoka exprese stupné 2+3

p-Coxova regresni analyza HR—pomeér rizik, 95% CI- interval spolehlivosti
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V nasi praci nebyl prokdzan jednoznacény statisticky signifikantni prediktivni
vyznam stupné exprese TS a TP ve vztahu ke klinickému pribéhu onemocnéni
(DFS) u pacientt s kolorektalnim karcinomem lé€enych adjuvantni chemoterapii s 5-
fluorouracilem. Na hranici statistické vyznamnosti ve smyslu kratS§iho DFS byl zjitén
jako negativni prediktivni faktor vysoky stupen imunohistochemické exprese TP
v nadorovém stromatu (Cox model p = 0,06). Exprese TS mRNA, TP mRNA, ani na
IHC exprese TS, TP v nadorovych bunkach neméla prediktivni vyznam (Cox model

p=0,67, p=0,34, p=0,19, p=0,19).

9.3. DISKUZE

V predkladané praci byl vyhodnocen klinicky pribé&h onemocnéni u 55
pacientl s kolorektalnim karcinomem. Pacienty jsme pro prehlednost vyhodnoceni
léCebného efektu (DFI, TTP, OS) rozdélili do skupiny nemocnych s lokalizovanym
(N=41) a generalizovanym onemocnénim (N=14). PFi studiu morfologickych a
histopatologickych charakteristik nador( pacientd s lokalizovanym onemocnénim
jsme zaznamenali statisticky vyznamné kratsi DFS u pacientl s nadory konecniku
oproti nadorum tlustého stfeva (Log-rank test p=0,01, HR 3,5) a krats§i DFS u
tumoru T3, T4 ve srovnani snadory T1, T2 (Log-rank test p=0,04). V souladu
s publikovanymi vysledky dalSich studii (Lasmann et al., 2006) doslo v naSem
souboru pacientd s lokalizovanym kolorektalnim karcinomem ke vzniku recidivy
celkové u 32% nemocnych. Ve skupiné pacientd lé€enych pouze chirurgickym
vykonem byla prokazana recidiva onemocnéni ve 41%, ve skupiné s adjuvantni

chemoterapii fluoropyrimidiny byla zjisténa recidiva onemocnéni u 25% nemocnych.
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Vyhodnoceni klinického pribéhu 14 pacientl s primarné generalizovanym
kolorektalnim karcinomem pfineslo neuspokojivé lécebné vysledky (median doby do
progrese 3,5 mésice a median celkového preziti 7,5 mésice). Je pravdépodobné, Ze
pfi souCasném standardu kombinované biochemoterapie generalizovaného
kolorektalniho karcinomu, bychom dosahli lepsSich klinickych vysledka.

V dal§i Casti této prace byl studovan prognosticky a prediktivni vyznam
exprese klicovych enzyma TS a TP, které hraji dulezitou roli v metabolismu 5-
fluorouracilu. Enzymy TS, TP a DPD jsou povazovany za potencionalni molekularni
markery u kolorektalniho karcinomu, ale v disledku fady odliSnych zavéra studii
(pomoci raznych metod stanoveni exprese prediktort) zlstava jejich prognosticka a
prediktivni Uloha nejednoznaéna.

V predchozich kapitolach 6, 7 jsme studovali rozdily v expresi TS, TP a DPD
v nadorové a zdravé tkani za pouziti metody imunohistochemické a molekularné
genetické. Jak vyplyva z nasich zavérli v kapitole 8, je nutné predpokladat, Zze obé
metody vySetfeni pFinasSeji odliSné vysledky pfi stanoveni stupné exprese
studovanych molekularnich markerd TS a TP. Nelze tedy povazovat obé metody za
rovhocenné a jejich vysledky vzajemné korelovat, proto jsme také pouzili k
vyhodnoceni prognostického a prediktivniho vyznamu stanoveni stupit exprese jak
metodu imunohistochemickou, tak metodu molekuldrné genetickou (RT-PCR).
V disledku odliSné imunohistochemické exprese TP v jednotlivych nadorovych
tkanich (vlastni nadorové buriky versus podpirné nadorové stroma) jsme TP expresi
vyhodnotili v obou tkarfovych podskupinach zvlast, pfi hledani prognostického a
prediktivniho vyznamu TP v naSem souboru.

Vysoké exprese TS je obecné povazovana za negativni prognosticky faktor u

pacientu s kolorektalnim karcinomem. V Popatové metaanalyze (Popat et al.,2004) u
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2610 pacientl s lokalizovanym CRC byla Coxovou statistickou analyzou stanovena
vySe rizika (HR) 1,35 pro vysokou expresi enzymu TS. V Soongové praci (Soong et
al., 2008) u 967 nemocnych byla naopak nizk4d exprese TS negativnim
prognostickym faktorem u pacientd Il. a Ill. klinického stadia CRC |é€enych pouze
chirurgickym vykonem, zatimco u pacientl s adjuvantni chemoterapii 5-FU méla
exprese nizka TS pozitivni prediktivni vyznam. Také v nasi praci u pacientd
s lokalizovanym CRC jsme na hranici statistické vyznamnosti nalezli jako negativni
prognosticky faktor nizkou expresi TS stanovenou imunohistochemickym vySetfenim
(Cox model p=0,08, HR 0,2), prediktivni vyznam TS exprese se nam nepodafilo
prokazat.

Dal§imi studovanymi potencialnimi prognostickymi faktory byla exprese DPD
v nadorové tkani. V nasi praci u ¢asného CRC nebyl nalezen signifikantni vztah mezi
expresi DPD mRNA a progn6zou pacienta.

Otazka prognostického vyznamu exprese TP byla v literatufe opakované
studovana a predpoklada se, ze vysoka TP exprese je spojena s horSi progndézou u
pacientl s nadory gastrointestinalniho traktu (Soong et Diasio, 2005), i kdyz nékteré
dal$i studie prinaseji odlisné vysledky.

V této praci méla vysoka exprese TP mRNA negativni prognosticky vyznam
(Cox model p=0,05, HR 4,08); obdobné& negativni prognosticky vyznam (na hranici
statistické vyznamnosti) byl zjistén u vysoké exprese TP v nadorovém stromatu pfi
imunohistochemickém stanoveni (Cox model p=0,08, HR 3,15). Negativni prediktivni
vyznam (na hranici statistické vyznamnosti) byl nalezen u vysoké exprese TP
v nddorovém stromatu pfi imunohistocheické analyze u pacientd [éCenych
chemoterapii s 5-FU (Cox model p=0,06). Hodnoceni genové exprese TS, DPD

MRNA neprokdazalo prediktivni vyznam (také Meropol et al, 2006). V praci Meropola

100



v8ak naopak byla vysoka exprese TP v nadorovych burikach CRC (stanovena
metodou RT-PCR a IHC) pozitivnim prediktivnim faktorem pfi 1é¢bé kombinovanou
chemoterapii kapecitabin+irinotekan.

Otazka prognostického a prediktivhiho vyznamu exprese kli€ovych enzymu
metabolismu 5-FU zustavd nejednoznacénd a komplikovana. Vzhledem Kk
heterogennimu charakteru kolorektalniho karcinomu je nutno dale studovat tyto a
dal§i potencionalni prediktivni markery, nejspiSe pomoci tkanovych microarrays,

které umoznuji stanoveni molekularniho podpisu desitek az stovek genu.
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10. SOUHRN ZAVERU

Kolorektalni karcinom, jedno z nejCastéjSich nadorovych onemocnéni, je
intezivné studovan z mnoha aspektd, véetné pficin jeho vzniku a celkové patogeneze
na molekularni Urovni. V poslednim desetileti byly vysledky preklinického vyzkumu
patogeneze kolorektalniho karcinomu prevedeny do klinické praxe zavedenim
novych cytostatik a moderni biologické IéCby zasahujici cilené molekularni struktury.
Studium farmakogenetiky cytostatik, uzivanych k I1é¢bé kolorektalniho karcinomu, je
soucasti Usili o dosazeni optimalniho Ié¢ebného plsobeni. K mnoha studovanym
prognostickym a prediktivnim faktorim, které by mohly pomoci individualizovat a
optimalizovat cytostatickou [éCbu kolorektalniho karcinomu, patfi také kliCové
enzymy metabolismu 5-fluorouracilu - TS, TP a DPD, jejichz problematice je
vénovana predkladana prace.

Z vysledkl predkladané prace vyplyva:

1) Exprese TS a TP posuzovana podle mnozstvi jejich mRNA, stanovené
pomoci RT-PCR, se neli§i v nadorové tkani a v okolni stfevni sliznici.

2) Exprese DPD mRNA stanovena pomoci RT-PCR je vyS$Si ve fyziologické
stfevni sliznici nez ve vlastni nadorové tkani.

3) Proteinova exprese TS stanovena pomoci imunohistochemické analyzy je
vy$Si v nadorové tkani nez v okolni stfevni sliznici.

4) Proteinova exprese TP stanovena pomoci imunohistochemické analyzy je
vys8i v tkani nadorového stromatu nez ve vlastnich nadorovych bunkach a
vy$Si nez v okolni stfevni sliznici.

5) Metody RT-PCR a IHC stanovuiji odliSné hodnoty exprese prediktord TS a TP.
Vysledky genové a proteinové exprese spolu nekoreluji, nelze srovnavat

hodnoty exprese stanovené témito metodami.
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6) Prognosticky vyznam u pacientd s ¢asnym kolorektalnim karcinomem v nasi
studii vykazuje anatomicka lokalizace nadoru a histopatologicka klasifikace
rozsahu primarniho nadoru (stadium T).

7) Vysoka exprese TP mRNA stanovena pomoci RT-PCR je negativnim
prognostickym  faktorem u pacientd s lokalizovanym kolorektalnim
karcinomem; exprese DPD mRNA a TS mRNA nemaji prognosticky vyznam.

8) Vysoka proteinova exprese TP v nadorovém stromatu a nizka exprese TS
v nadorovych bunkach stanovené pomoci imunohistochemické analyzy jsou
negativnimi prognostickymi faktory (na hranici statistické vyznamnosti) u
pacientd s lokalizovanym kolorektalnim karcinomem.

9) Vysoka proteinova exprese TP v nadorovém stromatu stanovena pomoci
imunohistochemické analyzy je negativnim prediktivnhim faktorem u pacientd
s lokalizovanym kolorektalnim karcinomem |éCenych chemoterapii s 5-
fluorouracilem (hrani¢ni statisticka vyznamnost).

10) Exprese TS (stanovena metodou RT-PCR a IHC) nema prediktivni vyznam u
pacientd s lokalizovanym kolorektalnim karcinomem lé&enych chemoterapii
s 5-fluorouracilem.

Tato experimentalné - klinicka studie je pfispévkem k Usili o individualizaci 1é¢by
pacientd s nadorovym onemocnénim na zakladé poznani a stanoveni moznych
prediktivnich a prognostickych faktort u kolorektalniho karcinomu. Jedna se o velmi
komplexni problematiku, coz odrazi i nae jednotlivé vysledky tykajici se specifickych
cild, které byly predmétem naSeho vyzkumu. Jsou tedy dil¢im pFispévkem k
celkovému Usili o poznani patogeneze kolorektalniho karcinomu s cilem spravné
pée 0 nemocné, zvySeni uspésnosti jejich I€Cby s minimalizaci jejich nezadoucich

ucinka.
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