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Souhrn

Cile: 5-fluorouracil (5-FU) je nejCastéji a nejdéle pouZivanym
cytostatikem v 1écbé kolorektalniho karcinomu (CRC). V tvodu této
prace jsme vyhodnotili stupen exprese kliCovych enzymi
metabolismu 5-FU - thymidyldtsyntazy (TS), thymidinfosforylazy
(TP) a dihydropyrimidindehydrogendzy (DPD) ve vzorcich
kolorektdlniho karcinomu a v okolni stfevni sliznici za pouZiti
metody RT-PCR a imunohistochemické analyzy. Odlisné exprese ve
studovanych tkdnich mohou mit vliv na protinddorovou aktivitu a
toxicitu 1écby fluoropyrimidiny. Publikované vysledky analyz
genové a proteinové exprese nejsou jednotné, proto jsme korelovali
genovou expresi TS a TP mRNA zcerstvé zmraZzené tkiné
stanovenou pomoci kvantitativni RT-PCR a proteinovou expresi
stanovenou imunohistochemickou analyzou z parafinem—fixovanych
vzorkli  kolorektdlntho karcinomu. Dadle jsme u pacientl
s lokalizovanym CRC studovali prognosticky a prediktivni vyznam
kliCovych enzymi metabolismu 5-FU, ktery doposud neni
jednoznaéné urcen.

Materidl a Metody: Analyza exprese TS, TP a DPD mRNA
stanovend pomoci kvantitativni RT-PCR a analyza proteinové
exprese stanovené imunohistochemicky byla provedena ve
tkanovych vzorcich u 66 nemocnych s CRC. Vysledné hodnoty
exprese kliCovych enzyml metabolismu 5-FU byly korelovdny v
nadorové tkani a ve zdravé okolni sliznici, za pouziti obou metod
analyz. Porovnani kvantitativnich a kvalitativnich parametri bylo
provedeno pomoci parového Sign testu a Chi-kvadrét testu. Vysledky
analyz stanovenych pomoci RT-PCR a imunohistochemie byly
porovnany ve 44 vzorcich CRC. Korelace stupiiii exprese a metod
analyz byly provedeny pomoci Spearmanova koeficientu.
Prognosticky vyznam exprese TS, TP, DPD byl vyhodnocen u 41
patientll s lokalizovanym CRC a u 17 pacienti léenych pouze
chirurgickym vykonem pro CRC. Prediktivni vyznam TS a TP
exprese byl vyhodnocen u 21 pacienti lécenych adjuvantni
chemoterapii s 5-FU. Ke stanoveni obdobi bez zndmek onemocnéni
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(DFI) a celkového pieziti (OS) byla pouzita Kaplan-Meierova
metoda, byl pocitin Log-rank test. Coxliv regresni model jsme
pouzili k vypoctu vySe rizika (HR). Za statisticky vyznamné byly
povazovany hodnoty p<0,05.

Vysledky: Nalezli jsme signifikantné vyssi expresi DPD mRNA ve
zdravé stfevni sliznici ve srovnani s tkdni nadorovou (p=0,03);
nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily v expresi TS mRNA
(p=0,34) a TP mRNA (p=1,0) v nadorové a zdravé tkani.
Imunohistochemickd analyza prokdzala signifikantné¢ vyssi TS
expresi v nddorové tkdni ve srovndni se zdravou sliznici a
signifikantné¢ vyssi TP expresi ve stromatu nadoru ve srovnani s
expresi ve zdravé sliznici (p<0,001). Nebyl nalezen Zadny vzdjemny
vztah mezi expresi TS mRNA, TP mRNA a proteinovou expresi TS,
TP v nadorové tkani (p=0,28 resp. p=0,87). Vysokd exprese TP
mRNA byla negativnim prognostickym faktorem (p=0,05, HR 4,1) v
parametrech DFS a OS, exprese TS mRNA a DPD mRNA neméla
prognosticky vyznam. Vysokd exprese TP a nizkd exprese TS
stanovené imunohistochemicky mély negativni prognosticky vyznam
u pacientll s lokalizovanym CRC (hrani¢ni statistickd vyznamnost
p=0,08 HR 3,1 resp. p=0,07 HR 0,2). Vysokd IHC exprese TP v
niddorovém stromatu byla negativnim prediktivnim faktorem u
pacientli s CRC lécenych adjuvantni chemoterapii s 5-FU (hrani¢ni
statistickd vyznamnost p=0,06), exprese TS, TP mRNA a proteinova
exprese TS nemély prediktivni vyznam.



Summary

Aim: 5-Fluorouracil (5-FU) is the most commonly used anticancer
drug for colorectal cancer (CRC). Initially, we aimed to compare
expression of 5-FU metabolic enzymes genes: thymidylate synthase
(TS), thymidin phosphorylase (TP) and dihydropyrimidine
dehydrogenase (DPD) in colorectal cancer and normal colon mucosa.
We have tried to prove the correlation of the mRNA levels in fresh
frozen tissues and protein expression using immunohistochemistry in
paraffin-embedded colorectal cancer and adjacent normal tissues.
Finally, we aimed to clarify the prognostic and predictive value of
the expression of the 5-FU metabolic enzyme genes in patients with
early colorectal cancer.

Patients and Methods: The analysis of TS, TP and DPD levels,
determined by RT-PCR and immunohistochemistry, was performed
in 66 colorectal cancer patients. Resulting levels of the 5-FU
metabolic enzyme genes were correlated in tumor and normal colon
tissue, using both methods of analyses. RT-PCR and IHC analyses
were correlated in 44 samples of CRC. Quantitative and qualitative
variables were compared by Sign test and Chi-square test.
Correlation in expression levels were evaluated by Spearman’s
correlation coefficient. Prognostic value of TS, TP, DPD levels was
evaluated in 41 patients with early CRC and in 17 patients treated by
resection alone. Predictive value of TS and TP was evaluated in 21
patients treated by resection plus adjuvant 5-FU based chemotherapy.
DFS and OS were analysed with Kaplan-Meier method and
compared using Log-rank test. Cox regression analysis was
performed for estimation of HR.

Results: We have found significantly higher DPD mRNA levels in
normal colon tissue than in tumor tissue (p=0,03), but no significant
differences in TS mRNA (p=0,34) and TP mRNA (p=1,0) levels in
tumor and normal tissue. Immunohistochemically we have
determined significantly higher TS expresion in tumor than in normal
tissue (p=0,02) and significantly higher TP expression in stroma
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cancer tissue than in normal tissue (p<0,001). No linear relationships
were found between mRNA expression and protein TS and TP
expression (p=0,28 resp. p=0,87). High TP mRNA expression
associated with worse prognosis (p=0,05 HR 4,1), also high protein
expression of TP and low protein expression of TS associated with
trends to worse prognosis in patients with stage II and III CRC
(p=0,08 HR 3,1 resp. p=0,07 HR 0,2). High protein expression of TP
in stromal tissue associated with trends to worse prognosis in patients
treated adjuvant chemotherapy with 5-fluorouracil (p=0,06). In
contrast there were no significant differences between TS mRNA, TP
mRNA, protein TS high and low expression groups in disease—free
and overall survival rates.



1. UvVOD

Kolorektadlni karcinom (CRC) je nejcastéjSim nadorovym
onemocnénim traviciho traktu. V roce 2006 byl v Ceské republice
kolorektdlni karcinom diagnostikovdan u 7801 osob (UZIS CR
Novotvary, 2006). NejuZivangjSim chemoterapeutikem v adjuvantni i
paliativni 1€¢b¢ kolorektalniho karcinomu je jiz ~ 50 let cytostatikum
ze skupiny pyrimidinovych analog - 5-fluorouracil (5-FU) (Waters J,
2001). Pro zvysSeni efektivity 1é€by se v soucasnosti 5-FU pouziva v
kombinacich s cytostatiky s jinym mechanismem ucinku a s moderni
biologickou 1écbou, kterd zasahuje cilové molekuldrni struktury
nadorovych bungk (Pfeiffer P et al., 2007). Klinickd efektivita i
toxicita 1écby 5-FU je u pacientii variabilni (Sobrero et al., 1997).
Proto je snahou optimalizovat a individualizovat 1é€bu CRC s cilem
zvyseni 1éCebného efektu a minimalizaci vedlejSich ucinkt 1écby.
V niddorové tkani CRC bylo studovdno pfiblizné 25 mozZnych
prognostickych a prediktivnich markerti, mezi které patii také
enzymy metabolismu 5-FU. Doposud Zadny ze studovanych markert
senzitivity a rezistence na 5-FU nemad dostate¢né mnoZzstvi dikazl
pro zavedeni do standardni praxe - doporuc¢eni ASCO 2006 (Locker
et al., 2000).

Protinddorovy efekt 5-FU je zprostiedkovan predevSim
inhibici thymidylatsyntazy (TS), esencidlniho enzymu syntézy DNA.
Thymidinfosforyldza (TP) je enzymem nezbytnym pro syntézu
DNA, ucastni se také metabolismu fluoropyrimidinti, pfeménou 5-
deoxy-fluorouridinu na 5-fluorouracil. Pfedpokldadd se, Ze tento
enzym vykazuje vySsi aktivitu v nddorové tkdni CRC nez v okolni
stievni sliznici, coZ by mélo zvySovat terapeuticky pomér cytostatik,
které jsou prostiednictvim TP aktivovdny napft. kapecitabin (Malet-
Martino and Martino, 2002). Zékladnim enzymem katabolické
pfemény  S-fluorouracilu  na  neaktivhi  metabolity  je
dihydropyrimidindehydrogendza (DPD), jejiz vysokd aktivita v
nadorové tkani sniZuje terapeuticky ucinek 5-FU. Nizkd aktivita
DPD ve zdravé stfevni sliznici (v disledku mutace v genu DPD)
muze vést k zdvazné toxicité pii 16¢bé fluoropyrimidiny (Van
Kuilenburg et al., 2000).
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Metaanalyza 20 klinickych studii prokdzala, ze vysoké
exprese enzymu pyrimidinového metabolismu v nddorové tkani- TS,
TP a DPD jsou negativnim prognostickym faktorem u pacientii s
pokrocilym kolorektadlnim karcinomem (Popat et al, 2004). Otdzka
prognostického a prediktivniho vyznamu téchto enzymu u pacientl s
lokalizovanym CRC je také intenzivné studovédna, nicméné vysledky
téchto studii pfindSeji Casto protichidné zavéry.

Mezi nej€astéji pouzivané metody stanoveni exprese enzymil
TS, TP a DPD v nddorové tkani patii imunohistochemicka analyza
proteinové exprese a genova analyza exprese piisluSnych mRNA.
Obé metody maji své limitace — imunohistochemickd analyza pfinasi
pouze kvalitativni ¢i semikvantitativni vyhodnoceni stupné exprese
(skore 0-3), genova exprese pomoci RT-PCR pii studiu Cerstvé
zmrazené tkané nezajisti kontrolu morfologie vzorku a nezachyti
postranskripéni regulace. Vysledky studii pii pouziti riiznych metod
analyz exprese jsou Casto odliSné.
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2. CILE PRACE

Cilem vyzkumu, jenz byl soucasti postgradudlniho
doktorandského studia, bylo posouzeni vyuZitelnosti stanoveni
exprese  klicovych  enzymi  metabolismu  5-fluorouracilu:
thymidylatsyntazy, thymidinfosforyldzy a  dihydropyrimidin-
dehydrogendzy jako faktorti, které by mohly zpfesnit informace o
zévaznosti nddorového onemocnéni a ovlivnit 1é¢ebné rozhodovani.

K dosazeni tohoto cile bylo navrzeno n¢kolik na sebe
navazujicich experimentu.

1.Srovnani genové exprese TS, TP a DPD na zaklad¢
stanoveni mnozstvi jejich piislusnych mRNA ve vzorcich
kolorektdlniho karcinomu a v okolni stfevni sliznici pomoci
RT-PCR.

2.Srovnani proteinové exprese TS a TP na zdklad¢ stanoveni
stupné jejich exprese ve vzorcich kolorektdlniho karcinomu a
v okolni stievni sliznici imunohistochemickou analyzou.

3.Korelace exprese enzymil TS a TP na trovni proteinti a na
urovni jejich mRNA v nadorové a zdravé tkéni.

4.Stanoveni prognostického a prediktivniho vyznamu exprese
enzymu TS, TP a DPD u pacientti s CRC.

Kone¢nym cilem bylo prispét k posouzeni mozZnosti
individualizace 1écby tak heterogenniho onemocnéni, jakym je
kolorektdlni karcinom, na zdkladé¢ studia prognostickych a
prediktivnich faktort.
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3. SOUBOR PACIENTU A METODY

Do studovaného souboru bylo zatazeno 66 pacientii v obdobi
let 2002 az 2003, ktefi byli diagnostikovani a 1é¢eni pro karcinom
tlustého stieva a kone¢niku na Onkologické klinice VEN v Praze a
onkologickych oddé€lenich nemocnic Atlas Zlin, Opava, Jihlava a
UVN v Praze. Odbér vzorkii byl proveden na zdkladé¢ pisemného
souhlasu pacienta a podepsdni ,Informovaného souhlasu*
schvdleného Etickou komisi dané nemocnice. Vzorky ndadorové
tkdné byly ziskany pfi peroperacni biopsii nebo pfi endoskopickych
vykonech na stfevé u pacientl s diagnézou CRC. Vzorek nadorové
tkdn¢ kazdého pacienta byl rozdélen na dvé casti. Jedna Cést
nadorové tkané byla neprodlené¢ vloZena do roztoku RNA later
(Ambion, Inc. USA) a skladovdna pfi teplot¢ 4°C po dobu
maximélné 1 tydne. Vzorky byly ndsledné¢ zmrazeny na teplotu -
20°C az do doby izolace RNA. Druha ¢éast vzorku nadorové tkané
byla zalita do parafinu pro standardni histologické vySetfeni a
vySetifeni imunohistochemické (stejny postup u vzorkti zdravé strevni
sliznice).

Kvantitativni RT-PCR. Izolace RNA byla provedena za pouziti
Perfect RNA minikitu (Eppendorf Scientific, Mc.Germany, Quagen).
Kvantifikace cilovych gentit TS, TP, DPD mRNA probihala jako
dvoustupniovy proces za pomoci komeréné dostupnych kit pro
kvantitativni RT-PCR: LightCycler-TS, TP, DPD mRNA
Quantification Kit plus (Roche Diagnostics GmbH). V prvnim kroku
jsme provedli reverzni transkripci z RNA do cDNA pomoci reverzni
transkriptdzy a TS (TP, DPD) specifickych primerii. Ddle byla
provedena druhd transkripce z RNA do ¢cDNA pomoci reverzni
transkriptdizy a  glukozo-6-fosfat dehydrogendzy (G6PDH)
specifickych primerd. V druhém kroku byly fragmenty mRNA
amplifikovany z cDNA za pomoci PCR v LightCycleru pii vyuZziti
specifickych primerdt. PCR byla zahdjena opakovanymi cykly
denaturace pii 95°C po dobu 5 minut. Nésledné probihala
amplifikace za téchto podminek: 10 sekund pti 95°C, 10 sekund pfi
62°C a 10 sekund pfi 72°C v prabéhu 45 cykll. Vysledné amplikony
byly detekovany fluorescenéné. Pomoci LightCycler relative
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Quantification Software jsme mnozstvi mRNA cilovych gent
vyjadrili pomérem k referenénimu genu G6PDH. Konecné vysledky
byly vyjadfeny jako pomér (T:R) ve vzorku k poméru (T:R) v
kalibratoru.

Imunohistochemické vySetfeni (IHC) bylo provedeno s
protildtkami proti thymidylatsyntaze (TS 106, Dako Cytomation) a
thymidinfosforyldze (PGF 44C Neo Marker). Rezy 4um silné byly
nejprve odparafinovdny v xylenu a rehydratovany v sestupné fad¢
alkoholi. Pii prikazu vSech antigenii byla uplatnéna nepiima
peroxiddzova imunohistochemicka metoda S pouZitim
supersenzitivniho streptavidin-biotinového vizualiza¢niho systému
Novostain ABC (Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK).
Demaskovani epitopu TS bylo provadéno v citrdtovém pufru ve
vodni lazni pfi teploté 95-99°C. Prikkaz TP nevyzadoval piedchozi
demaskovani. Jako chromogen byl ve vSech ptipadech pouzit 3,3-
diaminobenzidin-tetrachlorid (DAB, Fluka). Vyslednd pozitivni
reakce davala hnédou pozitivitu cytoplazmatickou, perinukledrni a
nukledrni. Exprese enzymi TS a TP byly hodnoceny
semikvantitativné v mikroskopu Olympus BX-40 a to ve tkani
vlastnich nadorovych bunek, ve stromdlnich bunkich nadoru a ve
zdravé stfevni sliznici. Nizkd exprese sledovanych enzymi byla
hodnocena stupni 0, 1 (0-10%), vysoka exprese stupni 2, 3 (>10%).

Statisticka analyza byla provedena pomoci softwaru CRAN 2.4.0. a
programu Statistica 98 Edition. Pro kvantitativni parametry v
souboru byly pocitiny zdkladni statistické veli¢iny (primeér,
smérodatnd odchylka, median, minimum, maximum). Vybrané
statistické udaje byly zpracovany do Box & Whisker plot diagramd.
Parovd pozorovani byla hodnocena wuZitim neparametrického
parového testu (Sign test). Statistické vyhodnoceni IHC exprese
enzymu v jednotlivych tkdnich bylo provedeno pomoci Chi-kvadrat
testu. Pro zjiSténi zavislosti zkoumanych znakl byl pouzit
Spearmantiv koeficient korelace. Klinickd data byla vyhodnocena ve
vztahu k véku a pohlavi pacienti, TNM a UICC stadiu, lokalizaci
nadoru a typu 1écby. U pacientli s lokalizovanym CRC byl stanoven
pocet recidiv, obdobi bez znidmek onemocnéni (DFI) a celkové
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preziti (OS), u pacientli s generalizovanym CRC byla stanovena doba
do progrese (TTP) a celkové preziti (OS) (Kaplan-Meier distribu¢ni
kiivka, Log-rank test, Coxova regresni analyza). K vyhodnoceni
prognostického a prediktivniho vyznamu TS, TP a DPD genové a
proteinové exprese byla provedeno srovnani s incidenci recidiv, s %
pacientli bez zndmek onemocnéni (DFS) a s celkovym ptezitim (OS)
u vSech pacientl s lokalizovanym kolorektdlnim karcinomem a dale
ve skupiné pacientli léCenych pouze chirurgickym vykonem
(prognosticky vyznam) a ve skupin¢ pacientii 1éCenych adjuvantni
chemoterapii s 5-FU (prediktivni vyznam) (Kaplan-Meierova
metoda, Log-rank test, Coxova regresni analyza). Za statisticky
vyznamné byly povazovany hodnoty p<0,05.
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4. VYSLEDKY

4.1. SROVNAVACI ANALYZA GENOVE EXPRESE TS, TP A
DPD mRNA

Izolace RNA byla provedena tispé$né ve 132 vzorcich od 66
pacienti s CRC. Analyza exprese TP mRNA ve vzorku
kolorektalniho karcinomu a okolni zdravé sliznici byla vyhodnocena
u vSech 66 pacientli, analyza exprese TS mRNA u 28 pacientli a
analyza DPD mRNA u 23 pacientll. Vysledky kvantitativni exprese
TS, TP, DPD mRNA vyjadfené pomérem k referenénimu genu
G6PDH jsou znazornény v (Tab. 1).

Rozdily v expresi TS mRNA a TP mRNA v nddorové tkani
a ve zdravé sliznici nejsou statisticky signifikantni (Sign test TS
mRNA p=0,344, TP mRNA p=1,0). V kontrastu s t€mito vysledky
byla zjisténa 2x vyssi exprese DPD mRNA ve zdravé sliznici (DPD
mRNA 24,1) nez exprese DPD mRNA ve vlastni nddorové tkéani
(DPD mRNA 11,34) a rozdily mezi expresemi v nddorové a zdravé
tkani jsou statisticky signifikantni (p= 0,034).

Tab.1. Vysledky kvantitativni genové exprese TS, TP a DPD mRNA ve
vzorcich kolorektalniho karcinomu a okolni zdravé sliznice

GEN | pocet | vzorek | primér | +SD | median | min | max p

TS 28 nddor 2,69 2,49 1,82 0,03 | 10,41 | p=0,34
28 sliznice 2,9 4,14 1,8 0,01 | 20,7

TP 66 nador 3,68 4,87 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 - hodnota - parovy Sign test, vysledné hodnoty jsou
uvedeny jako pomér exprese cilového genu k expresi referenéniho genu G6PDH
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4.2. SROVNAVACI ANALYZA PROTEINOVE EXPRESE TS, TP

Uspé&iné imunohistochemické stanoveni exprese enzymu TS
bylo provedeno v 63 vzorcich vlastni nddorové tkan¢€, v 66 vzorcich
nadorového stromatu a ve 28 vzorcich okolni zdravé sliznice.
Proteinova exprese TS byla statisticky signifikantné vyssi (p<0,001)
v tkani nddorovych bunck nez v nddorovém stromatu. Proteinova
exprese enzymu TS byla statisticky vyznamné vyssi v nddorové tkani

neZz ve zdravé sliznici (p=0,026) (tab.2).

Tab.2. Vyhodnoceni THC exprese thymidylatsyntazy (TS) v nadorovych
buiikach, v nadorovém stromatu a ve zdravé sliznici

Nadorové buiiky Nadorové stroma Zdrava sliznice
EXPRESE N =63 N =66 N =28
s N % N % N %
0 29 46% 53 80% 21 75%
1 17 27% 8 12% 2 7%
>2 17 27% 5 8% 5 18%

Chi- kvadrat test nddorové buiky versus nddorové stroma  p<0,001
Chi- kvadrit test nddorové buniky versus zdrav4 sliznice p=0,026

Usp&$né imunohistochemické stanoveni exprese enzymu TP
bylo provedeno v 60 vzorcich vlastni nddorové tkan¢, v 64 vzorcich
nadorového stromatu a ve 24 vzorcich okolni zdravé sliznice.
Imunohistochemicka exprese enzymu TP byla statisticky vyznamné
vyS8i v nddorovém stromatu neZ v nadorovych bunkéch (p<0,001).
Imunohistochemicka exprese TP ve vlastnich nddorovych buiikach
nebyla statisticky vyznamné vyS$i neZ v okolni zdravé sliznici
(p=0,07), na rozdil od statisticky vyznamné vyssi exprese TP
v nddorovém stromatu ve srovndni se zdravou sliznici (p<0,001)
(tab.3).
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Tab.3. Vyhodnoceni THC exprese thymidinfosforylazy (TP) v nadorovych
buiikach, v nadorovém stromatu a ve zdravé sliznici

Nadorové buiiky Nadorové stroma Zdrava sliznice
EXPRESE N=60 N=64 N=24
P N % N % N %

0 46 77% 14 22% 14 58%

9 15% 26 40% 9 38%

>2 5 8% 24 38% 1 4%
Chi-kvadrat test nadorové bunky versus naddorové stroma  p<0,001
Chi-kvadrat test nddorové buriky versus zdrav4 sliznice p=0,072
Chi-kvadrat test nddorové stroma versus zdrava sliznice p<0,001

43. KORELACE ANALYZ GENOVE A PROTEINOVE
EXPRESE TS A TP

Korelace vysledkil pfi studiu exprese enzymu TS pomoci
metody RT-PCR a IHC byla provedena ve 44 vzorcich CRC.
Vzijemny vztah exprese TS pomoci obou metod stanoveni
v nddorové a zdravé tkdni byl vyhodnocen pomoci Spearmanova
korelacniho koeficientu. Nebyla zjiSténa statisticky vyznamna
korelace mezi hodnotami proteinové exprese TS a hodnotami TS
mRNA v nddorové tkani (Spearmaniiv koeficient -0,16, p=0,28) ¢i
ve zdravé sliznici (Spearmaniv koeficient -0,61, p=0,139). Ob¢
metody stanovuji odliSné hodnoty exprese (Tab. 4).

Tab.4. Korelace metod stanoveni exprese TS pomoci RT-PCR a IHC

RT-PCR VERSUS IHC POCET SPEARMANUV P
TS KORELACI KOEFICIENT
Nadorova tkan 44 -0,16 p=0,280
Zdrava sliznice 7 -0,61 p=0,139
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Korelace pfti studiu exprese enzymu TP pomoci metody RT-
PCR a IHC byla provedena ve vzorcich 39 pacientl s kolorektdlnim
karcinomem. Vzdjemny vztah exprese TP pomoci obou metod
stanoveni v nadorové tkéani (tkan vlastnich nadorovych bunék a
nadorové stroma) a ve zdravé tkani byl vyhodnocen pomoci
Spearmanova korelacniho koeficientu. Nebyla zjiSténa statisticky
vyznamnd korelace mezi hodnotami proteinové exprese TP a
hodnotami TP mRNA v nddorové tkdni (Spearmantv koeficient
0,15, p=0,36) ¢i v okolni sliznici (Spearmantiv koeficient -0,22,
p=0,42). Ob¢ metody stanovuji odliSné hodnoty exprese (Tab. 5).

Tab.5. Korelace metod stanoveni exprese TP pomoci RT-PCR a IHC

RT-PCR VERSUS IHC POCET SPEARMANUV P
TP KORELACI KOEFICIENT
Nadorova tkan 39 0,15 p=0,36
Zdrava sliznice 16 -0,22 p=0,42
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4.4, PROGNOSTICKY A PREDIKTIVNI VYZNAM EXPRESE
ENZYMU TS, TP, DPD

Studium a vyhodnoceni klinickych dat bylo provedeno u 55
nemocnych s kolorektdlnim karcinomem. Vyhodnoceni klinické
odpovédi bylo provedeno zvlast ve skupiné pacientli nemocnych
1é¢enych pro lokalizovany CRC (N=41) a zvlast’ ve skupiné pacientli
s metastazujicim CRC (mCRC) (N=14).

Median doby sledovani pacientti s lokalizovanym CRC byl
60 meésict (rozmezi 4-72 mésici); medidn doby sledovani pacientil s
mCRC byl 8 mésict (rozmezi 4-28 mésict). Béhem doby sledovéani
zemielo 13 pacientli (32%) 1éCenych pro lokalizovany CRC a 14
pacienti (100%) s mCRC. Median DFS a OS u pacientli s
lokalizovanym CRC zatim nebyl dosaZzen (tab.6). U pacientl s
mCRC byl stanoven medidn doby do progrese (TTP) 3,5 mésice a
median OS 7,5 mésice.

Vyhodnoceni prognostického vyznamu genové exprese TS,
TP, DPD mRNA a proteinové IHC exprese TS, TP jsme provedli u
vsech pacientll s lokalizovanym CRC a ddle u téch pacientt, ktefi
byli 1éCeni pouze chirurgickym vykonem. Poté jsme vyhodnotili jsme
klinickd data 21 pacientli 1é¢enych adjuvantni chemoterapii s 5-FU
ve vztahu k expresi prediktorti TS a TP. Mezni hodnoty pro TS, TP,
DPD mRNA byly odvozeny z medidnu danné proménné.

Vnas$i priaci byl vyhodnocen kratsi DFS u pacientl
s vysokou genovou expresi TP mRNA (TP mRNA >2,6) v nddorové
tkdni (Cox model p=0,05, HR 4,08). Na hranici statistické
vyznamnosti byl zjistén krat§i DFS u pacientl s nizkou IHC expresi
TS v nadoru (Cox model p=0,08, HR 0,2) a s vysokou IHC expresi
TP v nddorovém stromatu (Cox model p=0,08, HR 3,15). U pacientd
1éCenych pouze chirurgickym vykonem bez adjuvantni chemoterapie
nem¢la exprese enzymu TS a TP prognosticky vyznam. Prediktivni
vyznam (na hranici statistické vyznamnosti) ve smyslu kratsiho DFS
byl zjiS§tén u pacientd s vysokym stupném imunohistochemické
exprese TP v nadorovém stromatu (Cox model p=0,06). Tab.7
zndzoriuje vyhodnoceni prognostického a prediktivniho vyznamu u
pacientt s lokalizovanym CRC.
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Tab. 6 Souhrn statistického vyhodnoceni klinického pribéhu onemocnéni u
pacienti s lokalizovanym koorektalnim karcinomem

Parametry Pacienti N Recidiva N DFS % P
Vek < 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
C20 14 8 43% HR 3,5

T14T2 8 0 100% p=0,045
T34T4 33 13 61% HR N/A
NO 27 10 63% p=0,36

N+ 14 3 79%

UICCI 3 0 100% p=0,24

UICCII 24 10 58%

UICC III 14 3 88%

Chemo + 24 6 75% p=0,35

Chemo - 17 7 59%

DEFS - procenta pacientll preZivajicich bez zndmek onemocnéni, p-Log-rank test,
Coxova regresni analyza , HR-pomér rizik

Kratsi DFS zjistén u pacientti s diagnosou C20 (p=0,025) a >T3 velikosti naddoru
(p=0,045).
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Tab. 7 Vyhodnoceni prognostického a prediktivniho vyznamu expresi TS, TP

a DPD u pacienti s lokalizovanym CRC.

Studovany enzym Exprese HR CI P
Metoda, tkan (nizka v vysoka)

Prognosticky viznam (celkové)

Nizka TS versus vysoka TS 14 v 13 1,00 | 0,25-4,01 | p=0,95
RT-PCR

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

Nizka DPD versus vysokda DPD 6v6 1,67 | 0,27-10,04 | p=0,59
RT-PCR

nizka TS versus vysokd TS 19v 10 0,20 | 0,25-1,6 | p=0.08
IHC nadorové buiky

nizkd TP versus vysokd TP 26 v3 1,56 | 0,19-12,7 | p=0,67
IHC nadorové buiky

nizkd TP versus vysokd TP 19v1l1 3,15 | 0,75-13,2 | p=0.08
IHC nadorové stroma

Prognosticky vyznam (pouze chirurgie)

Nizka TS versus vysokd TS 7v8 1,18 | 0,19-7,1 p=0,85
RT-PCR

Nizka TP versus vysokd TP 4v4 N/A N/A p=0,13
RT-PCR

nizkd TS versus vysokd TS 8vo 0,27 | 0,03-24 | p=0,27
IHC nadorové buiky

nizka TP versus vysokd TP 13v1 N/A N/A p=0,48
IHC nadorové buiky

nizkd TP versus vysokd TP 11v3 2,8 0,4-17,3 p=0,24
IHC nadorové stroma

Prediktivni vyznam (5-FU chemoterapie)

Nizka TS versus vysokd TS 6v6 0,53 | 0,04-5,86 | p=0,67
RT-PCR

Nizka TP versus vysokd TP 10v11 2,25 | 0,41-12,3 | p=0,34
RT-PCR

nizka TS versus vysokd TS 11v4 N/A N/A p=0,19
THC nadorové bunky

nizka TP versus vysokd TP 13v2 5,07 | 0,44-57,7 | p=0,19
THC nadorové bunky

nizka TP versus vysokd TP 8v8 N/A N/A p=0.06

THC nadorové stroma

p- Cox model, HR-pomér rizik, CI 95%, mezni hodnoty TS 1,1, TP 2,6, DPD 3,8
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3. DISKUZE

Enzymy TS a TP hraji klic¢ovou roli v mechanismu t¢inku
fluoropyrimidind, enzym DPD ma nejdileZitéjsi tlohu v katabolismu
5-FU a tedy vliv na toxicitu 1é¢by ve zdravych tkédnich.

Proto jsme si kladli otdzky: ,,Je exprese klicovych enzymul
TS, TP, DPD v nadorové tkani kolorektalniho karcinomu a v okolni
stievni sliznici odliSn4d? Lze hodnoty expresi stanovené metodou RT-
PCR a imunohistochemickou analyzou porovnévat?”

V nasi praci nevykazovala TS mRNA, TP mRNA stanovena
pomoci RT-PCR odliSnou expresi v nddorové tkédni a zdravé sliznici
(také Lassmann et al., 2006). Podatfilo se ndim prokdzat statisticky
vyznamnou Vys$§i expresi DPD mRNA ve vzorcich zdravé stfevni
sliznice (Sign test p=0,034), cozZ je klinicky vyznamné a ve shod¢ s
dal§imi studiemi (Miyamoto et al., 2001, Lassmann et al., 2006,
Amatori et al., 2006). V kontrastu s vysledky genové exprese, je
imunohistochemické vyhodnoceni exprese TS a TP v nddorové a ve
zdravé tkani statisticky vyznamné odlisné (p=0,026 resp. p<0,001).
Stupeni proteinové exprese TP je pak statisticky signifikantné vysSi
ve stromatu nddoru oproti vlastnim nadorovym bunkdm (p<0,001),
(také Yasuno et al., 2005, Ogawa et al., 2005). V nasi préici jsme pfi
pouziti Spearmanova koeficientu korelace nenalezli Zadny statisticky
vyznamny vztah mezi hodnotami TS, TP mRNA stanovenymi
pomoci RT-PCR a stupni IHC exprese proteinii TS, TP v nddorové
tkéani (p=0,28 resp. p=0,39) (také Miyamoto et al., 2001, Akamoto et
al, 2008). Ob¢ metody analyzy maji své limitace (RT-PCR nezachyti
postranskripéni regulace, imunohistochemicka analyza je zdvisld na
subjektivnim hodnoceni) a pfinaseji odliSné zavery.

V druhé ¢asti prace jsme si kladli otdazku: ,, Existuje vztah
mezi stupném exprese daného prediktoru a obdobim bez znadmek
onemocnéni (DFS resp. OS) u pacientt s lokalizovanym CRC? (resp.
u pacientli lé¢enych pouze chirurgickym vykonem a u pacienti
lé¢enych adjuvantni chemoterapii s 5-FU?)

Negativni prognosticky vyznam v této préaci prokazovala
vysoka exprese TP (TP mRNA p=0,05, HR 4,08, hrani¢cné¢ IHC TP
exprese v nadorovém stromatu p=0,08, HR 3,15) a nizkd IHC
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exprese TS v nddorovych bunkéch (hrani¢né p=0,08, HR 0,2). Jako
negativni prediktivni faktor u pacienti 1léCenych adjuvantni
chemoterapii s 5-FU byla nalezena vysoka proteinova exprese TP v
nadorovém stromatu (hrani¢né p=0,06). Hodnoceni genové exprese
TS mRNA a DPD mRNA neprokdzalo prognosticky a prediktivni
vyznam. V praci Meropola (Meropol et al., 2006) také vyhodnoceni
expresi TS mRNA a DPD mRNA nemélo vztah ke klinické
odpovédi, zatimco vysokd exprese TP v nddorovych bunikich CRC
(stanovena metodou RT-PCR a IHC) byla pozitivnim prediktivnim
faktorem pri 1écbe kombinovanou chemoterapii
kapecitabin+irinotekan.

Otazka prognostického a prediktivniho vyznamu exprese
klicovych enzymi metabolismu 5-FU zUstdvd nejednoznacnd a
komplikovana. Vzhledem k  heterogennimu charakteru
kolorektdlniho karcinomu je nutno dale studovat tyto a dalsi
potenciondlni prediktivni markery, nejspiSe pomoci tkanovych
microarrays, které umoZznuji stanoveni molekularntho podpisu
desitek az stovek geni.
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6.

ZAVERY

K mnoha studovanym prognostickym a prediktivnim

faktoriim, které by mohly pomoci individualizovat a optimalizovat
cytostatickou 1é¢bu kolorektdlniho karcinomu, patii také kliCové
enzymy metabolismu S-fluorouracilu-TS, TP a DPD, jejichZz
problematice je vénovana piedkladana prace.

Z vysledkt predkldadané prace vyplyva:

1y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Exprese TS a TP posuzovand podle mnoZstvi jejich mRNA,
stanovené pomoci RT-PCR, se nelisi v nddorové tkéni a v
okoln{ sttevni sliznici.

Exprese DPD mRNA stanovend pomoci RT-PCR je vyssi ve
fyziologické stfevni sliznici neZ ve vlastni nddorové tkani.
Proteinova exprese TS stanovena pomoci
imunohistochemické analyzy je vySS$i v nadorové tkdni nez
v okolni stfevn{ sliznici.

Proteinova exprese TP stanovena pomoci
imunohistochemické analyzy je vyssi vtkdni nddorového
stromatu nez ve vlastnich nadorovych bunkach a vysS$i nez
v okolni stfevn{ sliznici.

Metody RT-PCR a IHC stanovuji odliSné hodnoty exprese
prediktord TS a TP. Vysledky genové a proteinové exprese
spolu nekoreluji, nelze je porovndvat.

Prognosticky vyznam u pacient s casnym kolorektadlnim
karcinomem v naSi studii vykazuje anatomickd lokalizace
nddoru a histopatologickd klasifikace rozsahu primarniho
nadoru (stadium T).

Vysoka exprese TP mRNA stanovend pomoci RT-PCR je
negativnim  prognostickym  faktorem u  pacientl
s lokalizovanym CRC; exprese DPD mRNA a TS mRNA
nemaji prognosticky vyznam.

Vysoka proteinova exprese TP v nddorovém stromatu a nizka
exprese TS vnadorovych buinikdch stanovené pomoci
imunohistochemické analyzy jsou negativnimi
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prognostickymi faktory (na hranici statistické vyznamnosti) u
pacientt s lokalizovanym CRC.

9) Vysokda proteinovd exprese TP v nddorovém stromatu
stanovend  pomoci imunohistochemické analyzy je
negativnim prediktivnim faktorem u pacientl
s lokalizovanym  kolorektdlnim  karcinomem  1éCenych
chemoterapii s 5-FU (hrani¢ni statistickd vyznamnost).

10) Exprese TS (stanovend metodami RT-PCR a IHC) nemd
prediktivni vyznam u pacienti s lokalizovanym CRC
1é¢enych chemoterapii s 5-FU.

Tato experimentdlné - klinickd studie je piispévkem k usili o
individualizaci 1é¢by pacientd s nddorovym onemocnénim na zdkladé
poznéni a stanoveni moznych prediktivnich a prognostickych faktorti
u kolorektdlntho karcinomu. Jednda se o velmi komplexni
problematiku, coZ odrdzi i naSe jednotlivé vysledky tykajici se
specifickych cild, které byly predmétem naseho vyzkumu. Jsou tedy
dil¢im piispévkem k celkovému dusili o poznani patogeneze
kolorektalniho karcinomu, s cilem spravné péce o nemocné, zvySeni
uspesnosti a minimalizace nezddoucich ucinkt 1€¢by.
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