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ABSTRAKT

Kolorektalni karcinom je jednim z nejc¢astéjSich onkologickych onemocnéni u nas
1 ve svété. Zavaznym problémem v 1é€be tohoto onemocnéni je interindividudlni variabilita
v odpovédi na 1écbu, nebot’ velka ¢ast pacientll vykazuje rezistenci nebo zdvaznou toxicitu
k Iéku. Pfic¢inou takové variability miize byt genetickd vybava jedince. Z tohoto hlediska
stoupé potieba nalezeni molekularnich markert prognézy priabéhu onemocnéni a markert,
diky kterym budeme schopni odhadnout reakci pacienta na lécbu.

Hlavnim cilem této studie bylo najit rozdily v expresi genli mezi zdravou
a nadorovou tkani u pacienti dobife a Spatn€ odpovidajicich na 1écbu na bazi
5-fluorouracilu a zjisténé vysledky porovnat ve vztahu ke klinickym datim. Tato studie se
zaméfila na hodnoceni genové exprese 14 potencidlnich molekularnich markeri
zapojenych do drah 5-FU zahrnujicich metabolismus, transport a cile tohoto 1€ku.

Do studie byli vybrani pacienti léCeni rezimy na bazi 5-FU. Exprese byla
hodnocena na dvou nezavislych souborech tvofenych pacienty s indikovanou paliativni
nebo adjuvantni chemoterapii. Od kazdého pacienta byla k dispozici nadorova a parova
nenadorova tkan Genova exprese v téchto vzorcich byla méfena pomoci real-time RT-PCR
s relativni kvantifikaci za pouziti preamplifikované cDNA.

V prvni fazi byla genova exprese hodnocena na souboru pacientll indikovanych
k paliativni 1écbé. Vyznamné rozdily v genové expresi mezi nadorovou a zdravou tkani
pacientli vykazovalo celkem 6 genti. Tyto geny byly nasledné ovéfeny na nezavislém
souboru pacientll léCenych adjuvantni chemoterapii. Ovéiovaci cast studie vysledky
z prvni faze potvrdila. Mezi geny s niz§i expresi v tumoru patfily katabolické geny DPYD
a UPBI a rovnéz aktivacni gen UCK!. Vyznamné zvySené hladiny v nadoru oproti zdravé
tkani vykazovaly geny PPAT, RRM2 a SLC29A1 zapojené v metabolickych dradhach
vedoucich k aktivnim metabolitim 5-FU. Jednozna¢né identifikovat gen s prediktivni
funkci sohledem na vysledek terapie se v této studii bohuzel nepodatilo. Jako
nejvyznamnéj$i ve vztahu ke klinickym datim byly identifikovany geny PPAT a UCK2,
jejichz zvySena exprese korelovala s horsi progndzou.

Tato studie poskytla pohled na expresni profil genit metabolismu a transportu 5-FU
u pacientl s kolorektdlnim karcinomem. V této praci se podafilo identifikovat
potenciondlni prognostické markery tohoto zavazného onemocnéni nikoliv vSak
prediktivni. Vysledky této studie by tak mohly pfispét k zavedeni markerit pro

individualizaci 1é¢by a tim 1 zvySeni jeji efektivity



ABSTRACT

Colorectal cancer is one of the most common cancer in this country and abroad.
A major problem in the treatment of this disease is interindividual variability in response to
treatment, since a large proportion of patients show resistance or adverse toxicity to the
drug. The cause of this variability can be an individual's genetic makeup. From this
perspective a need to find molecular markers for prognosis of the disease and markers
through which we can predict response to therapy is growing.

The main aim of this study was to find differences in gene expression between
healthy and tumor tissue from patients well and poorly responding to treatment based on
5-fluorouracil and compare the results to clinical data. This study aimed to evaluate gene
expression of 14 potential molecular markers involved in 5-FU pathways involving

metabolism, transport, and objectives of the drug.

Patients selection for the study was based on 5-FU regimens treatement. Expression
was evaluated in two independent sets consisting of patients with indicated palliative or
adjuvant chemotherapy. For each patient malignant and paired nonmalignant tumor tissue
was available. Gene expression in these samples was measured using real-time RT-PCR

with relative quantification using the preamplified cDNA.

In the first phase the gene expression was evaluated by a group of patients indicated
for palliative treatment. Significant differences in gene expression between tumors and
healthy tissues of patients showed a total of 6 genes. These genes were subsequently
validated on an independent set of patients treated with adjuvant chemotherapy. Validation
study confirmed the results from the first phase. Among the genes with lower expression
in the tumor were catabolic genes DPYD and UPBI1 as well as activation gene UCKI.
Significantly elevated levels in tumor versus healthy tissue showed PPAT, SLC29A1 and
RRM2 genes involved in metabolic tracks leading to the active metabolites 5-FU. Clear
identification of the gene with a predictive function of therapy in this study unfortunately
failed. As the most important in relation to the clinical data PPAT and UCK2 genes were

identified whose increased expression correlated with a worse prognosis.

This study provided a view at gene expression profiles of metabolism and transport

of 5-FU on patients with colorectal carcinoma. In this work I have identified potential



prognostic markers of this serious illness but not predictive. The results of study could
contribute to establishment of markers for individual treatment and thus increase its

efficiency.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABC ATP vazebna doména

APC Adenomat6zni polypdza coli

5'dFCR 5'-deoxy-5-fluorocytidin

5'dFUR 5'-deoxy-5-fluorouridin

5-FU 5-fluorouracil

CDA cytidin deaminéaza

cDNA komplementarni DNA

CES karboxylesteraza

CYP2A6 zastupce jedné z rodin cytochromu P450
DHFU 5,6-dihydrofluorouracil

DNA deoxyribonukleova kyselina

DPYD dihydropyrimidin dehydrogenéza

DPYS dihydropyrimidinaza

FBAL fluoro-beta-alanin

FdUDP fluoro-deoxy-uridin difosfat

FdUMP fluoro-deoxy-uridin monofosfat

FdUTP fluoro-deoxy-uridin trifosfat

FUDP fluorouridin difosfat

FUDR fluoro-deoxy-uridin

FUMP fluorouridin monofosfat

FUPA fluoroureido-propionova kyselina

FUR fluorouridin

FUTP fluorouracil trifosfat

k-RAS homolog virového onkogenu Kirstenova potkaniho sarkomu 2
KRK kolorektalni karcinom

mRNA mediatorova RNA

MYH homolog bakterialniho genu pro excizni opravy
OPRT orotat-fosforybozyl transferaza

PCR polymerazova fetézova reakce

PPAT fosforibozyl pyrofosfat amidotransferaza
PRPP fosforybozyl pyrofosfat

RIN RNA integrity number



RNA
RRM1
RRM?2
RT-PCR
SLC22A7
SLC29A1
TK1
TYMP
TYMS
UFT
UCK1
UCK 2
UMPS
UPBI1
UPPI
UPP2

ribonukleova kyselina

ribonukleotid reduktiza 1

ribonukleotid reduktiza 1

PCR v redlném case

Transportér rozpusténych latek, rodina 29, ¢len 1
Transportér rozpusténych latek, rodina 22, ¢len 7
tymidin kinaza 1

tymidin fosforyladza

tymidylat syntetaza

uracil + tegafur

uridin-cytidin kindza 1

uridin-cytidin kinaza 2

uridin monofosfat syntetdza
beta-ureido-propionaza

uridin fosforylaza 1

uridin fosforylaza 2



1. UVOD

Kolorektalni karcinom je jednim z nejcastéjSich onkologickych onemocnéni u nas
i ve svété. Ceska republika zaujima ve svété predni mista jak v incidenci, tak v mortalité.
Kolorektalni karcinom patii mezi ta onemocnéni, kterd jsou dobie l1éCitelna, pokud se zjisti
v ¢asném stadiu. Pozdni diagndza je vSak Castym jevem a tedy zavaznym problémem.

Lécba kolorektalniho karcinomu je multimodalni. Zékladem 1écby je chirurgicky
zakrok. Odstranéni nadoru je jedinym moznym lécebnym postupem, ktery muize vést
k trvalému vyléceni. V dobé¢ diagndzy se vSak vyskytuji az u tfetiny pacientti vzdalené
metastazy, které jsou u vétSiny jiz neoperabilni. U vice neZ poloviny pacientli dochazi
k lokalni recidivé nebo generalizaci onemocnéni do okolnich orgdntd. V téchto ptipadech
ma nepostradatelnou roli chemoterapie. Zakladem chemoterapie kolorektalniho karcinomu
je podani S-fluorouracilu. Navzdory zavedeni novych 1€kt do 1é¢by, zistava odpoveéd na
1éCbu stale nizkd. Divodem je casty vyskyt rezistence a toxicity k cytostatikiim.
Individualni vnimavost k 1écbé mlze vznikat disledkem odlisné genetické vybavy jedince.
Bylo navrzeno nékolik molekuldrnich markertii, které mohou vést k odliSné progndze
a citlivosti klécbé. K témto markerim patfi mimo jiné napiiklad onkogeny,
tumorsupresorové geny a celd fada enzyml zapojenych do oprav DNA a metabolismu
Iéku. Interindividudlni variabilita aktivity téchto enzyml je zplisobend napftiklad
genetickymi polymorfismy, odliSnou regulaci mezi normalni a nddorovou tkani a vlivem
chemoterapie na enzymatickou expresi. Zavedeni prognostickych a prediktivnich markera
do klinické praxe by umoznilo individualizaci 1éCby.

Tato prace je zaméfena na hodnoceni molekularnich markert souvisejicich s 1écbou
obsahujici 5-fluorouracil u pacientli s kolorektdlnim karcinomem. Hlavnim zdmérem je
porovnani rozdill exprese genli metabolismu, transportu a cild 5-FU mezi zdravou
a nadorovou tkani u pacienti dobie a $patné¢ odpovidajicich na 1écbu. Vysledky budou
hodnoceny ve vztahu k prognéze a mozné predikci odpovédi. Identifikované molekularni

markery budou posouzeny z hlediska vyuzitelnosti v klinické praxi.



2. CiLE PRACE

e Vybrat vhodné vzorky primarnich nadort a nepostizenych tkani stfeva pacienta
s KRK pro expresni studii na zdklad€¢ kvality vyizolované RNA a dostupnych
klinickych dat.

e Na vybraném souboru pacientli stanovit hladinu exprese 16 vybranych gent, které
mohou mit vliv na G¢innost chemoterapie na bazi 5-FU.

e Zhodnotit expresi kandidatnich genti normalizovanych k referenénim gentim
v nadorové a zdravé tkani a zjistit pripadnou korelaci s odpovédi na 1écbu.

e Vyznamné deregulované geny nasledné ovéfit na nezavislém souboru.

e Zhodnotit vyznam zjisténych vysledkil pro Gcely prognostické a pro mozné vyuziti

v prediktivni onkologii pfi planovani 1écby.
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3. LITERARNI PREHLED

3.1 EPIDEMIOLOGIE

Kolorektalni karcinom (KRK) je jednou z nejcastéjSich onkologickych diagnéz ve
vyspélych zemich. KRK se v Ceské republice nachazi mezi malignitami na prvnim misté
bez ohledu na pohlavi a bez zapocitani nddort kiize. U Zen se vyskytuje na druhém misté
po malignich nddorech prsu. U muzl se nachdzi rovnéZz na druhém misté, kde nasleduje
rakovinu plic.

Incidence tohoto onemocnéni dlouhodobé nariista. Po delsim obdobi stagnace je
patrny mirny pokles imrtnosti. Stejn€ jako v minulych letech je pozorovan vyssi vyskyt
KRK u muzi nez u zen. Tyto vyvojové tendence znazoriiuje graf 3.1. Incidence KRK
stoupa s vékem u obou pohlavi. Riziko se vyznamné zvySuje po 45. roce véku. Méné nez
Ctvrtina ptfipadi KRK se vyskytuje u osob mladSich 60 let. Dulezitym faktorem je
zachyceni choroby v €asnych stadiich. Vice nez 50 % pacientl je vSak diagnostikovéano jiz

v pokrocilém stadiu (III. a IV.) (www.svod.cz).

Vyvoj incidence a mortality kolorektalniho karcinomu
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Graf 3.1 Casovy vyvoj incidence a mortality KRK v Ceské republice (pfevzato z online

databaze www.svod.cz.)
Ceska republika se v incidenci i mortalit¢ KRK nachdzi na pfednich mistech ve

svété. Po prepocteni na svétovy standard rozlozeni véku Ceska republika zaujimé paté

misto. Na pfednich mistech se drzi spolecné se Slovenskem, Madarskem, Novym
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Zélandem a Izraeli, které se podle nékterych analyz nachéazeji jesté pred Ceskou

Vv

incidence v Evropé se nachazi v Albanii a Recku. Tyto vystupy vychazi

z epidemiologickych dat projektu GLOBOCAN 2008 (http://globocan.iarc.fr).

Srovnani incidence a mortality v CR s ostatnimi zemémi svéta

Slovensko
Mad’arsko
Novy Zéland
Izrael

Ceska republika
Australie
Nizozemi
Kanada
Norsko
Dansko
Italie

Belgie

Irsko
Némecko

M Incidence

W Mortalita

Prepocet na svétovy standard

Graf 3.2 Srovnani incidence a mortality v CR s ostatnimi zemémi svéta. Zdroj dat:

GLOBOCAN 2008 (http://globocan.iarc.fr)

Krom¢ geografické variability vyskytu, je patrnd 1 variabilita etnicka.
Afroameri¢ané vykazuji vysSi incidenci neZz ostatni populace ve Spojenych statech
americkych, zfejmé v disledku mutace genii odpovédnych za opravy chybného parovani
béazi (Ashktorab et al., 2003). Zidé pochazejici ze stiedni a vychodni Evropy maji nejvyssi
incidenci KRK mezi ostatnimi etnickymi skupinami. Mutace 11307K genu APC zvysujici
riziko KRK se vyskytuje u 6% téchto Zidti (Laken et al., 1997).

12




3.2 DEFINICE KOLOREKTALNIHO KARCINOMU

KRK je maligni nador tlustého stfeva, rektosigmoidea, konecniku a anu.
V lokalizaci téchto malignit dochazi k posunu vyskytu karcinomu rekta ve prospéch
karcinomu tlustého stfeva. V pfipad¢ tlustého stieva je patrnd zvySena incidence
proximalni ¢asti, tzn. pravé poloviny tlustého stieva (Obrand et Gordon, 1998).

Rektum je umisténo uvnitt panve, k jejiz sténé tésné piiléha. Tim je urychlen
piestup nadorovych bunék do malé panve. Kostni ohrani€eni omezuje chirurgicky vykon.
Nasledkem je pak vyssi riziko recidivy a horsi celkova prognéza. Lécba karcinomu rekta
se 1i$i od 1écby karcinomu tlustého stfeva v technice chirurgického zékroku, radioterapii
a rovnéZ v chemoterapii.

Vétsina KRK (az  95%) vznikd zadenomatoznich polypl. K rozvoji
v adenokarcinomy dochazi v pribéhu 10 let (Bond, 2000; Muto et al., 1975). Pouze maly
podil karcinom@ vznikd de novo karcinogenezi bez pfitomnosti tohoto stadia
(Mueller et al., 2002). Adenomy vznikaji ze zlaznatych epitelovych bunék. VétSina
adenomt zlstava benigni, pouze z Casti se vyvijeji malignity. Riziko rozvoje rakoviny
zalezi na histologickém typu, velikosti a poc¢tu adenomi. Polypy vétsi nez 1 cm jiZ nesou
riziko rozvoje rakoviny. Polypy vétsi nezZ 2 cm maji vice nez 40% riziko rozvoje malignity
(Muto et al., 1975). Adenomy jsou klasitfikovany jako tubularni, vilozni a tubulovil6zni.
Viloézni polypy vykazuji nejvétsi maligni potencial (O'Brien et al., 1990).

KRK vznika jako nésledek akumulace genetickych a epigenetickych zmén, které
jsou doprovazeny zménami morfologickymi. Vysledkem je pfetvafeni normalni epitelidlni
tkané€ v invazivni adenokarcinomy. Adenokarcinomy se stavaji invazivnimi, pokud maligni
buiiky proniknou svalovou vrstvou sliznice a dostanou se k podslizni¢énimu vazivu, které
obsahuje bohatou sit’ lymfatického a krevniho fecisté. Nadorové buiiky se poté mohou §ifit
do lymfatickych uzlin a metastazovat do ostatnich organi (Fenoglio et al., 1974). Schéma

rozvoje karcinomu je znazornéno v obr. 3.1.
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normélni dysplazie karcinom in situ invazivni tumor tumor tumor

epitel Tis karcinom zasahujici do zasahujici do zasahujici do
Tl svaloviny subserozy pfilehlych
T2 T3 organti
T4

svalova vsrtva _
sliznice =

podslizni¢ni
vazivo

svalovina

serdza
subser6za

i

Obr. 3.1 Pfeména normalni epitelidlni tkané kolorekta v invazivni karcinom

(Iyer et al., 2002).

3.3 KLASIFIKACE KOLOREKTALNIHO KARCINOMU

Z hlediska volby 1é€by je dilezitym prognostickym faktorem klasifikace nadoru
odpovidajici klinickému stadiu. Poskytuje piesny popis o rozsahu onemocnéni. NejstarSim
uzivanym systémem je Dukesova klasifikace, ktera zaznamenala nékolik obmén (Astler &
Coller, 1954; Turnbull et al., 1967). Principem tohoto systému je rozdéleni pacientii podle
stupné postizeni na stadia A-D. V soucasnosti je vSak nejrozsifenéjsi TNM staging, ktery
umoznuje piesnéjsi popis onemocnéni. Podstatou TNM klasifikace je zhodnoceni tfi
kategorii: T- stanoveni rozsahu tumoru (invaze do okolnich tkani), N - pocet a lokalizace
postizenych uzlin, M - pfitomnost vzdalenych metastdz. Dal§im prognostickym faktorem je
grading, ktery hodnoti malignitu na zakladé stupné diferenciace nadorovych bunék. Popis
jednotlivych kategorii je uveden v pfiloze 1. Do klasifikace pomoci TNM vSak neni
zahrnuto hodnoceni nadoru na zakladé molekularnich markert (Greene et al., 2002).

Rozdé€leni do jednotlivych stadii a miru pétiletého pteZiti uvadi tab. 3.1.

14



Tab. 3.1 Klinicka stddia KRK podle TNM klasifikace s odpovidajici mirou 5-letého pieziti
(Greene et al., 2002; O'Connell et al., 2004).

Stadium TNM Dukes 5-leté pieziti
0 Tis NO MO 100%
I T1, T2 NO MO A 93,2
A T3 NO MO 84,7
1B T4 NO MO 5 72,2
IIA T1, T2 N1 MO 83,4
1B T3, T4 N1 MO C 64,1
1IC jakékoliv T N2 MO 44,3
v jakékoliv T jakékoliv N M1 D 8,1

3.4 SCREENING

KRK je jednim znejlépe lécitelnych nadorti, pokud se zjisti v Casném stadiu.
Vzhledem k tomu, Ze vétSina nadorii kolorekta vznikd z benignich polypi po dobu
nekolika let, jsou pro jejich odhaleni dilezité screeningové programy (Chen et al., 2003).
Screening spolecné s dispenzarizaci spadd do sekundarni prevence a umoznuje véasny
zachyt onemocnéni. Screening je zaméfen na bezpiiznakové jedince od 50 let veku.

Existuje n¢kolik programt, které vyuZzivaji nasledujici metody (Zavoral et al., 2009a):

1. Testy vySetiujici stolici na pfitomnost
a) okultniho krvaceni — guajakové, imunochemickeé

b) porusené nebo metylenované DNA

2. Endoskopicka vySetteni
a) flexibilni sigmoideoskopie

b) kolonoskopie
3. Radiologicka vySetfeni

a) CT kolonografie
b) irigiografie
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Celostatni populaéni screening se v Ceské republice provadi od roku 2000, kdy byl
zahajen Narodni program screeningu KRK v Ceské republice. Zakladem je test na okultni
krvaceni ve stolici. Pacienti s pozitivnim néalezem jsou indikovani ke kolonoskopii.
Vysledky zlet 2006 az 2008 vykazuji meziroéni narlst kolonoskopii indikovanych
pozitivnim testem (Zavoral et al., 2009b). Piesto vysledky nejsou uspokojivé a to z divodu
nizké ucasti osob z cilové skupiny, kterd nepiesdhla v Zadném obdobi 25%. Nedoslo tak
k vyznamnému posunu stadii, ve kterych je KRK diagnostikovan. Na zaklad¢ téchto
zkuSenosti byl v roce 2009 navrzen novy model screeningového programu, ktery mimo
jiné nabizi i1 screeningovou kolonoskopii (s intervalem 10 let) od 55 let véku jako
alternativu  ktestu na okultni krvaceni provadénou ve dvouletém intervalu

(Seifert et al., 2010).

3.5 ETIOLOGIE

Podle pivodu vzniku je KRK obvykle rozliSovan na sporadické, hereditarni
a familiarni formy. Sporadicka forma je nejCastéjsi a tvoii 70% vSech KRK. Méné nez
10% zaujimaji hereditarni formy. Na rozhrani té€chto dvou se vyskytuji familidrni formy,
které mohou tvofit az 25% piipadi a uplatiuji se zde jak faktory genetické, tak faktory
zevniho prosttedi (Calvert & Frucht, 2002).

3.5.1 Hereditarni formy

Hereditarni formy umoziuji chapéani principti genetiky malignich chorob a tim
piispivaji k rozSifeni poznatkli tykajicich se sporadickych forem. Rovnéz napoméhaji
poznani familidrnich forem, které neodpovidaji znamym hereditdrnim formam. Ziskané
informace pak mohou nachazet uplatnéni jak v molekularni diagnostice, pii stratifikaci
rizika, tak 1 pfi cilené 1écb€. Dédicné formy KRK miZzeme rozdé€lit na polypdzni
a nepolypozni formy. Nejznaméjsi vrozené formy KRK jsou Familiarni adenomat6zni

polypdza (FAP) a Hereditarni nepolyp6zni kolorektalni karcinom (HNPCC).

3.5.1.1 Familiarni adenomato6zni polypoza

Familiarni adenomatdzni polypdza je autozomalné¢ dominantni onemocnéni
s prevalenci 1/5000 az 1/7500 v Ceské republice (Kohoutova et al., 2006). Zodpovida za
mén¢ nez 1% vSech nadorh kolorekta. Klasickd forma FAP je charakterizovana vyskytem

stovek az tisicli adenomatdznich polypti v raném véku, které obvykle manifestuji ve treti
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dekad¢ zivota. Penetrace této formy je témét 100%. Az 25% ptipadl je zplisobeno mutaci
de novo (Bisgaard et al., 1994). Atenuovand forma je charakteristickd mensim poctem
adenomatoznich polypt a pozdéjsim rozvojem (Lynch et al., 1995).

Pfi¢inou familidrni adenomatdzni polypdzy jsou mutace v tumorsupresorovém
genu APC (Adenomatous Polyposis Coli), ktery se nachazi na 5. chromozomu. (Nishisho
et al., 1991). Asi u 30% ptipadii neni mutace APC genu detekovana (Van der Luijt et al.,
1997). Tato skute¢nost navrhuje tcast jin¢ho genu. Mutace vyskytujici se v genu MYH na
1. chromozomu jsou spojeny s recesivni formou dédi¢nosti tohoto onemocnéni. Gen MYH
je zapojen do bazovych exciznich oprav DNA a jeho mutace jsou detekovany piiblizné

u 20% pacientti (Gismondi et al., 2004).

3.5.1.2 Hereditarni nepolyp6zni karcinom — Lynchiv syndrom

Hereditarni nepolyp6zni karcinom, neboli Lynchiiv syndrom nemé charakteristicky
klinicky fenotyp. Je rozpoznan na zakladé ¢asného projevu a pozitivni rodinné anamnézy
vyskytu stejného karcinomu nebo jinych nadort, které tento syndrom casto doprovazi,
napt. nddor endometria, ovaria, mozku, tenkého stfeva, pankreatu a mocovych cest. Jako
kritéria pro toto onemocnéni slouzi Amsterodamska kritéria I, II a kritéria Bethesda (Vasen
etal., 1991; Vasen et al., 1999; Umar et al., 2004).

Lynchtv syndrom tvofii 3-5% vSech ptipadi KRK (de la Chapelle, 2005). Tomuto
onemocnéni nepfedchdzi mnohocetnd polypodza, ackoliv nékolik polypl se objevit miize.
K progresi dochédzi b&hem kratké doby (1-2 roky). Syndrom byvéa diagnostikovan
prumérné ve 44 letech (Lynch et al., 1993).

Hereditdrni nepolyp6zni karcinom je autozomdalné dominantni onemocnéni
zptisobené mutacemi v nékolika genech odpovédnych za opravy chybného parovani bazi.
Mutace spojené se vznikem tohoto syndromu byly popsany u nasledujicich gent: MSH?,
MLHI, PMSI, PMS2 a MSH6, ptficemz prvni dva byvaji postizeny nejcastéji
(Fishel et al., 1993; Papadopoulos et al., 1994; Wang et al., 1999; Akiyama et al., 1997).
Mutované geny ztraci reparacni schopnost a vyskytuji se replika¢ni chyby. Mutace v téchto
genech nesou 80% celozivotni riziko KRK (Vasen et al., 1996). Pro Hereditarni
nepolyp6zni karcinom je charakteristickd mikrosatelitni nestabilita jako duasledek
poSkozenych reparac¢nich genti, kterd doprovazi ptiblizné¢ 85% piipadl (Aaltonen et al.,

1994).
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3.5.2 Familiarni formy

Podil familidrnich ptfipad neni jednoznacny, nebot’ zaleZi na definici této formy
KRK. Zalezi na tom, zdali je charakterizovdna pfitomnosti KRK u ptibuzné¢ho prvniho
nebo az tretiho stupné. Familidrni vyskyt KRK mize byt stejné tak podminén sdilenou
predispozici, jako byt dilem nahody. RovnéZ nador povazovany za sporadicky nemusi
odrazet skutecnou situaci naptiklad z diivodu malého poctu ¢leni rodiny. Neexistuje ostra

hranice mezi touto a sporadickou formou (de la Chapelle, 2004).

3.5.3 Sporadické formy

Rozvoj sporadického kolorektalniho onemocnéni vyzaduje nékolik somatickych muta¢nich
krokli v protoonkogenech a tumorsupresorovych genech. Mutace onkogenu K-ras jsou
detekovany u 40% ptipadi (Andreyev et al., 1998). V rozvoji se mimo jiné dale uplatiiuje
onkogen c-myc (Erisman et al., 1985). Mutace genu APC hraji dulezitou roli v ¢asné fazi
tumorogeneze a vyskytuji se az u 80% sporadickych KRK (Rowan et al., 2000).
Tumorsupresorovy gen p53, nejcastéji mutovany gen u vSech typi rakovin, se nachézi
pozménény az u 70% KRK (Baker et al., 1990). Pfiblizn¢ 15% sporadickych KRK
vykazuje mikrosatelitni nestabilitu (Gryfe et al., 2000; Kim et al., 1994).

Pro KRK byl navrzen vicestupnovy model karcinogeneze. Béhem Casné faze tvorby
polypti dochazi k mutacim genu APC, ve stadiu adenomatdzy se piipojuje mutace genu
K-ras a malignizace polypi je provazena mutacemi genu p53 a delecemi chromozomu 18q

(Fearon & Vogelstein, 1990).

3.5.4. Enviromentalni rizikové faktory

Rozvoj sporadickych forem KRK vyznamné ovliviiuji faktory Zivotniho prostredi,
mezi které se fadi sloZeni stravy a Zivotni styl. ZvySené riziko rozvoje KRK je davano do
souvislosti s konzumaci alkoholu a koufenim (Giovannucci et al., 2001; Toriola et al.,
2008). Naopak mensi riziko odpovida zvySené té€lesné aktivité, zvySenému piijmu vapniku,
uzivani hormonalni substitucni terapie a nesteroidnich antirevmatik (Giovannucci et al.,
1994; Nanda et al., 1999; White et al., 1996; Wu et al., 2002).

Konzumace stravy obsahujici velké mnozstvi tukli a cerveného masa byla
mnohokrat spojovana se zvySenym rizikem rozvoje KRK, naopak strava bohat4 na ovoce,
zeleninu a vldkninu znamenala pokles tohoto rizika (Chao et al., 2005; Mathew et al.,

2004; Van Duijnhoven et al., 2009). Ackoliv, nékteré tyto vztahy neodpovidaly vysledkiim
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dalSich studii a nebyly tak spolehlivé prokdzany (Alexander et al., 2000; Michels et al.,
2000; Williams et al., 2010).

Ptresny mechanismus, kterym tyto faktory pfispivaji ke zvySenému riziku, neni
znam. V pfipad¢ dietnich faktorG je piedpokladem plsobeni karcinogennich
heterocyklickych amint, které vznikaji béhem tepelné Upravy masa (Sugimura et al.,
2004). Odlisna senzitivita k témto latkdm pak miiZze byt vysvétlovana polymorfismy
v genech kodujicich enzymy, které¢ jsou zahrnuty v metabolismu a detoxikaci
(Shin & Kim, 2010).

Dalsi studie jsou potfebné pro pochopeni interakci mezi geny a prostiedim. Obecné
lze ftici, ze Castd konzumace urcitych potravin a napoji vede k nartstu expozice
genotoxickym latkdm a muize spoustét molekularni mechanismy dalezité pro rozvoj

karcinomu.

3.6. LECBA

Lécba KRK je multimodalni a jeji soucasti je jak chirurgicky zékrok, chemoterapie
tak radioterapie. Indikovany typ lécby zalezi na stadiu, v jakém se karcinom nachazi.
Zakladem lécby je chirurgicka terapie. Cilem je kompletni odstranéni primarniho nadoru,
regionalnich lymfatickych uzlin a odstranitelnych vzdalenych metastaz.

Radioterapie hraje dilezitou roli v redukci rizika lokalni recidivy nddort rekta
a v paliativni terapii vyrazn€é symptomatickych nebo rizikovych metastatickych lozisek.
Preoperativni radioterapie je pouzivana standardné v kombinaci s 5-fluorouracilem (5-FU)
k 1écbé karcinomu rekta (Bosset et al., 2006). Zakladni piehled 1écebnych postupii je

uveden v nasledujicim schématu. (Zasady cytostatické 1écby, 2011)
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Stadium 0

» chirurgicky zékrok, adjuvantni chemoterapie neni indikovéna

Stadium I

» chirurgicky zékrok, adjuvantni chemoterapie neni indikovéna

Stadium I1

* neoadjuvantni chemoterapie: rektum + radioterapie
* chirurgicky zékrok

* adjuvantni chemoterapie: tlusté stievo

rektum + radioterapie

Stadium III

* neoadjuvantni chemoterapie: rektum + radioterapie
* chirurgicky zakrok

+ adjuvantni chemoterapie: tlusté stfevo

rektum + radioterapie

Stadium IV + lokalné pokrocilé inoperabilni onemocnéni

» paliativni chemoterapie + biologicka 1é¢ba, radioterapie

3.6.1 Chemoterapie

Vice nez 30 let je zédkladem chemoterapie KRK podani 5-FU. Zavedeni novych
1¢ka jako jsou oxaliplatina, irinotekan a peroralni formy 5-FU (kapecitabin), rozsitilo
moznosti 1é€by a vedlo k prodlouzeni doby pieziti. 5-FU je pyramidovym analogem a jeho
primarni funkci je inhibice syntézy DNA. Oxaliplatina je derivatem platiny a tvoii adukty
s DNA. Irinotekan, derivat kamptotecinu, ptlisobi jako inhibitor topoizomerazy I.
Chemoterapie je indikovdna neoadjuvantné, adjuvantn€ a paliativné. Piehled castych

kombinaci cytostatik uvadi tab. 3.2.
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Tab. 3.2 Ptehled  kombinaci cytostatik  pouzivanych  vIécbé  KRK
(Lipska & Visokai, 2009).

REZIM CYTOSTATIKUM
FOLFOX fFE .
FLOX cuxovorin
oxalipatina
5-FU
FOLFIRI irinotekan
leukovorin
IROX 1r1nqtekgn
oxalipatina
XELIRI kapecitabin
irinotekan
oxalilatina
CAPOX kapceitabin
De geamomt kontinualni infuse 5-FU
5-FU
FA-FU kyselina folinova

Neoadjuvantni chemoterapie

Neoadjuvantni chemoterapie je indikovana piedoperacné za ucelem zmensSeni
nadoru pied dalsi 1écbou. Kromé standardniho uziti neoadjuvantni chemoterapie spole¢né
s radioterapii u primarniho karcinomu rekta je cilem této chemoterapie také zmenSeni
metastaz nadoru pied jejich odstranénim. NejlepSich vysledkli dosahovala chemoterapie
obsahujici oxaliplatinu. Mezi tyto kombinace se fadi FOLFOX (5-FU, LV a oxaliplatina)
a IROX (Oxaliplatina a Irinotekan) (Delaunoit et al., 2005).

Adjuvantni chemoterapie

Adjuvantni chemoterapie nasleduje po Uplném chirurgickém odstranéni nadoru.
Jejim cilem je zniCeni zbyvajicich nddorovych bunc€k a zabranéni ndvratu onemocnéni.
Adjuvantni chemoterapie je indikovdna u pacientll v klinickém stadiu III a II. Pficemz
aplikace chemoterapie ve stadiu II zdstdva spornd, nebot’ nebylo jednoznacné dokazano
vyznamné zvySeni celkového pieziti pacienti po této 1écbe (Gill et al., 2004). Jiné studie
vSak navrhuji chemoterapii u pacienti ve druhém stadiu s vysokymi rizikovymi faktory,
jako jsou prorustani naddoru pies sténu stieva (T4) a perforace a obstrukce stfeva (Benson
et al., 2004). Zakladem adjuvantni chemoterapie je podani 5-FU s leukovorinem (LV),
které snizuje mortalitu asi o 20% a procento relapsi o 35%, pfiCemz zvySuje ttileté

prezivani z 60% na 70% (Efficacy of adjuvant fluorouracil, 1995). Podobné vysledky
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vykazuje 1 podéani kapecitabinu. (Twelves et al., 2005). Dal§im adjuvantnim reZimem je
kombinace 5-FU/LV s oxaliplatinou, kterd zvySuje rovnéz procento piezivani, avSak za
soucasn¢ho zvyseni toxicity (André et al., 2004). Schéma adjuvantni 1é¢by je uvedeno

v obr. 3.2.

PATOLOGICKE STADIUM ADJUVANTNI LECBA
Tis adjuvantni lécba
T1, NO, MO neni indikovana
T2, NO, MO
T3, NO, MO
(bez pfitomnosti rizikovych ucast v klinické studii
faktort ¢asného relapsu)

5-FU/leukovorin

nebo
T4, NO, MO kapecitabin
a nebo
T3, N0, MO FOLFOX nebo FLOX
(s rizikovymi faktory nebo
Casného relapsu) ucast v klinické studii
nebo

observace pacienta, bez 1éCby

5-FU/leukovorin
nebo
kapecitabin
nebo
FOLFOX nebo FLOX

T1-4, N1-2, MO

Obr. €. 3.2 Schéma systémové adjuvantni terapie pro pacienty s KRK (Zasady cytostatické
1écby, 2011)

Paliativni lécba
V dob¢ diagndzy se vyskytuji az u 30% pacientll vzdalené metastazy, pticemz

operabilita s lécebnym zamérem je mozna pouze u 10-20% pacienti. U DalSich 30%
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pacientll se vyvinou metastazy i po adjuvantni terapii (Clavien et al., 2007). Paliativni
1é¢ba je indikovana u pacientd, u kterych jiz neni mozna kurativni 1éc¢ba. Jejim cilem je
prodlouzeni a zlepSeni kvality zZivota, ke kterému vede podavani kombinaci 1€kt 5-FU
s leukovorinem a oxaliplatinou (FOLFOX) (de Gramont et al., 2000) nebo irinotekanem
(FOLFIRI) (Douillard et al., 2000). V paliativni 1é€bé se v soucasné dobé uzivaji
kombinace s biologickymi 1€ky. Nej€astéji pouzivané kombinace chemoterapie v paliativni

1éEbe jsou uvedeny v obr. 3.3.

PALIATIVNI LECBA

FOLFOX
+ bevacizumab
nebo
— XELOX
+ bevacizumab
nebo
CAPOX

5-FU/leukovorin
— nebo kapecitabin
+ bevacizumab

Pacient je
schopny absolvovat
intenzivni 1é¢bu

FOLFIRI
+ bevacizumab
— nebo
XELIRI
+ bevacizumab

FOLFOX
+ cetuximab

FOLFIRI
+ cetuximab

Kapecitabin
Pacient neni + bevacizumab
schopny absolvovat nebo

intenzivni 1é¢bu

5-FU/leukovorin
+ bevacizumab

Obr. 3.3 Schéma paliativni chemoterapie pro pacienty s KRK (Zéasady cytostatické, 2011)
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3.6.2 Biologicka lécba

Zavedeni biologickych 1€kt pfispélo ke zlepSeni progndzy pacientl
s metastatickym KRK. Chemoterapie je tak spolu s biologickou 1é€bou integralni soucasti
komplexni terapie relapsu KRK. V prvni linii paliativni 1é€by jsou pouzZivany rezimy
s bevacizumabem nebo cetuximabem. V druhé a vysSich liniich je mozné pouZit rezimy
s bevacizumabem, cetuximabem nebo panitumumabem (Zasady cytostatické lecby, 2011).

Biologickym Iékem prvni volby u metastatického KRK je bevacizumab.
Bevacizumab je monoklondlni protilatka proti vaskularnimu endotelovému ristovému
faktoru, kterd vede k inhibici angiogeneze. V monoterapii méa tento Iék minimalni
protinadorovy ucinek. V kombinovanych rezimech vSak zvySuje Uc€inek klasickych
cytostatik. Pfedpokladem je zlepSeni pronikani 1éku do tumoru v diisledku permeabilizace
cév nadoru nebo sniZeni intersticidlniho tlaku v nadoru (Lipskd & Visokai, 2009). Existuje
nékolik studii potvrzujicich lepsi terapeuticky uc¢inek, ktery vede k del§imu preziti pacient
s pokroc¢ilym KRK (Giantonio et al., 2007).

Cetuximab pusobi jako inhibitor receptoru pro epidermalni rastovy faktor, ktery je
exprimovan u riznych malignit. Inhibice tohoto faktoru vede k pferuseni riistového signalu
a apoptoze nadorové builky (Lipskd & Visokai, 2009). Cetuximab je podavéan jak
v kombinaci s cytostatiky tak v monoterapii (Cunningham et al., 2004).

Panitumumab je dal$im inhibitorem epidermalniho rastového faktoru. Panitumab je
indikovan v monoterapii u pacienti s metastazujicim KRK vykazujici expresi

nemutovaného onkogenu K-ras (Amado et al., 2008).

3.7 FARMAKOGENOMIKA

Ackoliv adjuvantni 1écba a 1é€ba metastatického KRK pfinesla vyznamné zlepSeni
preziti, vysledky pfesto nejsou uspokojivé. Navzdory adjuvantni chemoterapii dochazi
k Casté recidivé, ktera je zaznamenana az u 30-40% pacientii ve stadiu III (André et al.,
2004; Gill et al., 2004) Ve stadiu II pfiblizn€ u 20% pacientii (Efficacy of adjuvant
fluorouracil, 1999). Pti 16cbé metastatického KRK odpovida na 1éc¢bu stale pouze 40-50%
pacientli (Giacchetti et al., 2000). Hlavnim faktorem nedostatecné uUc¢innosti 1éCby je
rezistence k Iéku. DalSim cCastym problémem je vyskyt toxicity, kterda muze vést
k ukonceni, pferuSeni nebo zméné 1éCby. Interindividudlni variabilita v odpovédich na
konkrétni terapii a vrozvoji toxickych projevli muze byt podminéna genetickymi

alteracemi.
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Bylo identifikovano nékolik prognostickych a prediktivnich marker, mezi néz
patfi onkogeny, tumor-supresorové geny, geny zapojen¢ do angiogeneze, apoptotickych
drah a bunécéné proliferace a geny kodujici cile farmak. Prognostické markery poskytuji
informace o vyvoji onemocnéni nezavislé na aplikované 1écbé. Prediktivnimi markery jsou
ty, které pomahaji stanovit u¢innost 1€kt uzivanych pii 1é€bé KRK. Velka pozornost je tak
vénovana enzymum zapojenych do metabolismu a vychytdvani cytostatik, transportérim
a cilim cytostatik a obranym nastrojim jako jsou enzymy oprav DNA (Walther et al.,
2009). Vyznam genetickych polymorfismi pro individualizovanou terapii neustale nartista.
Jejich vztahy byly u KRK zatim feSeny jen okrajové. Profilovani genové exprese nam
umoziuje lepsi pochopeni cest zahrnutych do metabolismu 1¢k1.

Alterace genové exprese, exprese proteinli a polymorfni varianty genli mohou
slouzit jako ukazatel¢ klinické odpovédi na 1écbu. Integrace prognostickych
a prediktivnich markert do klinické praxe by pak umoznila individualizaci 1écby,
maximalizaci u€inkl terapie a minimalizaci toxickych projevii. Pro cytostatikum 5-FU
bylo navrzeno nékolik molekularnich markeri. Zadny vsak nebyl dodnes jednoznaéné

prokazan.

3.8 5-FLUOROURACIL (5-FU)

5-FU je dilezitym cytostatikem v 1é¢bé u mnoha typa solidnich nadord, hlavné
gastrointestinalniho traktu. 5-FU je analogem uracilu s atomem fluoru v pozici CS.
Chemicka struktura tohoto cytostatika je zobrazena v obr €. 3.4. Pro sviij u¢inek musi byt
pfeménén na aktivni metabolity, které plsobi na né€kolika urovnich. Hlavni cestou je
zablokovani tvorby DNA zprostfedkované inhibici kli€ového enzymu pro syntézu DNA.
Vzhledem ke své struktufe dochdzi rovnéz k zacletiovani aktivnich metabolitd pifimo do

DNA a RNA.
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Obr. €. 3.4 Chemicka struktura 5-fluorouracilu (www.pharmgkb.com)

K odpovédi na 1écbu u pokroc¢ilého KRK dochazi pii samotném pouziti 5-FU jen
z 15%. Pfi pouziti dalSich chemoterapeutickych 1ékt (Oxaliplatina, Irinotecan) dochazi ke
zvySeni odpovedi na 50% (Giacchetti et al., 2000).

5-FU je podéavan intravendzné bolusové nebo kontinudlné. Kontinualni podavani
potencuje ucinek, nebot’ SFU je velmi rychle odbourdvan v jatrech (de Gramont et al.,
1997). Rovnéz zvySuje pravdépodobnost vyskytu 5-FU v S-fazi, kdy je tento 1€k

nejucinnéjsi (Yamane et al., 1999).

3.8.1 Prekurzory 5-FU

Kapecitabin  je perordlni formou 5-FU. Kjeho absorpci  dochazi
v gastrointestindlnim traktu v nezménéné podobé. Nasledné je metabolizovan v tiikrokové
reakci vedouci az k 5-FU. Prvni dva kroky probihaji v jatrech, kde je kapecitabin nejdiive
preménén karboxylesterazou na 5'-deoxy-5-fluorocytidin (5'DFCR), ktery je nasledné
konvertovan na 5-deoxy-5-fluorouridin (5'DFUR) cytidindeaminazou (Miwa et al., 1998).
Posledni krok ptemény zprostfedkovany enzymem tymidin fosforyldzou se odehrava v
tumoru. Ke své piednostni aktivaci v tumorech vyuziva vysokych koncentraci tohoto
enzymu v nadorové tkani. Tato cesta snizuje expozici zdravé tkané k toxickému 5-FU
(Schiiller et al., 2000). Uginky kapecitabinu jsou srovnatelné s 5-FU. Kapecitabin vykazuje
vyssi procento lécebnych odpovédi, stejny ¢as do progrese a celkové pirezivani jako
intravenozni 5-FU (Van Cutsem et al., 2004).

UFT je peroralni cytostatikum, které obsahuje kombinaci uracilu s tegafurem (1:4).
Tegafur je prekurzorem 5-FU, ktery je pomalu metabolizovan v jatrech enzymem CYP2A6

(Ikeda et al., 2000). Uracil pfispiva k vy$§im hladinam 5-FU v plazmé¢ i v tumoru tim, Ze
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kompetivné blokuje jeho degradaci inhibici DPYD, priméarniho katabolického enzymu pro
5-FU (Hoff et al., 1999). Uginek UFT je ekvivalentni s infusnim 5-FU jak v piipadé
odpovédi tak toxicity (Lembersky et al., 2006).

3.8.2 Mechanismus a¢inku 5-FU

5-FU pusobi na nékolika urovnich. Hlavnim mechanismem U¢inku je inhibice
tymidylat syntazy (TYMS) pomoci fluorodeoxyuridin monophosphatu (FAUMP) za vzniku
velice stabilntho komplexu slozeného z TS, FAUMP a kofatkoru 5,10-
metylentetrahydrofolatu (CH2THF) (Carreras & Santi, 1995). K zesileni G¢inku inhibice
muZe dochézet pfi sou¢asném podani leukovironu (LV), jez je prekurzorem CH2THF
(Peters et al., 1994). TYMS je nezbytnym enzymem pii syntéze DNA. TYMS Katalyzuje
metylaci, béhem niz je deoxyuridin monofosfat konvertovan na deoxytymidin monofosfat
(Roberts et al., 2006). Snizeni hladin deoxytymidin monofosfatu vede k vycerpani
deoxytymidin trifosfatu nutné¢ho pro syntézu a opravu DNA. Nerovnovéha v nukleotidech
tak vyusti v letdlni poskozeni DNA (Houghton et al., 1995).

5-FU piispiva ke zvySené cytotoxicité¢ inkorporaci do DNA. Inhibice TS vede
k akumulaci deoxyuridin triphosphatu, ktery stejné jako metabolicky produkt FAUTP mtize
byt zaclenén do DNA. Inkorporace je nasledovana chybnou excizni opravou uracil-DNA-
glykosyldzou, tvorba zlomi a spusténim apoptdzy (Dusseau et al., 2001).

5-FU miize rovnéz pusobit na trovni RNA, kde se uplatiiuje metabolit FUTP.
Cytotoxicita je zde zprostfedkovana inkorporaci do snRNA, kterd ma za nasledek naruSeni
sestaveni a aktivity snRNA komplexu, coZ zplisobuje inhibici sestfihu pre-mRNA (Lenz et
al., 1994). 5-FU déle narusuje post-transkripni tpravy tRNA (Santi & Hardy, 1987)
a inhibuje tvorbu rRNA (Ghoshal & Jacob, 1994).

3.8.2.1 Tymidylat syntetaza (EC 2.1.1.45)

Aktivita TS ovlivitiuje ucinnost 5-FU. Vyss§i expresivita TYMS byla zaznamenana
v mnoha typech nadorové tkané, mezi které se fadi nador stfeva, prsu a zaludku
(Fukushima et al., 2003). Tumory s vysokou aktivitou TYMS vykazuji zvySenou
rezistenci, naopak s nizkou aktivitou souvisi 1 zvySena vnimavost na 1écbu (Salonga et al.,
2000). ZvySena exprese je spojena se zhorSenou odpovédi jak u adjuvantni,

tak u metastatické paliativni 1écby (Paradiso et al., 2000).
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Mnoho studii naznacuje, ze za tyto zmény jsou odpovédné polymorfismy genu TYMS,
ktery se nachéazi na chromozomu 18. Gen kodujici TYMS obsahuje tandemové repetice
dlouhé 28 bp nachdzejici se v 5’UTR promotorové enhancerové oblasti. NejbéznéjSimi
alelami v populaci jsou alely obsahujici 2 (2R) nebo 3 repetice (3R) (Marsh et al., 1999).
Pocty repetic byly sledovany v souvislosti s mirou exprese. Alela 3R vedla ke zvySené
expresi TYMS (Pullarkat et al., 2001). V ptipad¢ této alely byla rovnéz pozorovana zvysena
translace (Kawakami et al., 2001). Studie metastatickych KRK pacientl vedla k zjisténi,
ze jedinci s 2R/2R genotypem maji niz$i hodnoty mRNA neZ jedinci s genotypem 2R/3R
nebo 3R/3R a rovnéz 1épe odpovidaji na 1écbu (Pullarkat et al., 2001). V rozporu s témito
vysledky jsou zavéry jiné studie metastatickych pacienti s KRK, kde byla zjisténa lepsi
odpovéd’ na 1écbu naopak u genotypu 3R/3R (Jakobsen et al., 2005). Vysvétlenim muze
byt existence dalSich typl polymorfismii genu TYMS.

Dtlezitym polymorfismem se zda byt rovnéz zaména G/C nachézejici se v misté
12. nukleotidu druhé repetice u 3R alel. Alela 3RC vede k redukované transkripéni aktivité
v disledku preruseni promotorové oblasti vazajici transkripéni faktory (Mandola et al.,
2003). Genotyp 3G (2R/3G, 3C/3G, 3G/3G) koreluje s vyssimi hodnotami mRNA, zatimco
2R/2R, 2R/3C a 3C/3C vykazuji nizsi expresi (Kawakami et al., 2003). Genotyp 3G byl
u kolorektalnich pacientd sledovéan v souvislosti s horsi odpovédi a krat§i dobou pieZiti pii
1é¢be 5-FU (Marcuello et al., 2004).

Zajem je rovnéz vénovan dalSimu polymorfismu nachazejicimu se v 3UTR oblasti,
kde se vyskytuje delece nebo inzerce 6 basi v pozici 1494. Dele¢ni polymorfismus vede ke
snizeni exprese TYMS u nadoru kolorekta (Mandola et al., 2004). V ptipad¢ dele¢niho
polymorficmu bylo pozorovano vyznamné delS§i preziti v porovnani s inzerénim

polymorfismem (Dotor et al., 2006).

3.8.2 Metabolismus 5-FU

Metabolismus 5-FU zahrnuje jak anabolickou tak katabolickou drédhu. Prvnim
krokem v cesté¢ katabolismu je aktivita DPYD. Pres 80% 5-FU je timto enzymem
degradovano v jatrech za vzniku inaktivni formy 5,6-dihydrofluorouracilu (DHFU),
z kterého rozstépenim pyrimidinového kruhu vznikéd 5-fluoroureido propionova kyselina
(FUPA) za katalyzy dihydropyrimidindzou (DPYS). V tfetim kroku vznika aktivitou

enzymu B-ureidopropiondzy fluoro-p-alanin (FBAL) za sou€asné¢ho uvolnéni NH3 a COs,.

28



Takto degradovana forma 5-FU je nésledné vyloucena. (Heggie et al., 1987). Pfehled drahy

odbourdvani 5-FU je znazornén v obr. 3.5.

5-FU DHFU FUPA FBAL
O
| _OH
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dihydropyrimidin ~ dihydropyrimidinaza B-ureidopropionaza
dehydrogenaza

Obr. 3.5 Dréha odbouravani 5-FU (Bocci et al., 2000)

Existuje nékolik cest, které vedou k aktivnim metabolitim FUTP, FdUMP
a FAUTP. Hlavni mechanismus aktivace zahrnuje pfeménu na fluorouridinmonofostat
(FUMP) a to dvéma moznymi drahami. Prvni pfimou variantou je pfenos ribdza fosfatu
z fosforibozyl pyrofosfatu (PRPP), ktery je katalyzovan enzymem fosforibozyltransferazou
(OPRT). Druhou cestou je nepiima aktivace, kdy je v prvnim kroku pfenesena riboza
pomoci uridin fosforylazy (UPP) za vzniku S5-fluorouridinu (FUR), ktery je poté
fosforylovén uridin cytidin kindzou (UCK) za vzniku FUMP.

Naslednou fosforylaci FUMP vznika fluorouridin difosfat (FUDP), ktery muze byt
dale fosforylaci pfeménén na aktivni metabolit fluorouridin trifosfat (FUTP) nebo
konvertovan na fluorodeoxyuridin difosfat (FAUDP) ribonukleotid reduktazou (RR).
FdUDP miize byt fosforylovan nebo defosforylovan za vzniku aktivnich metabolitii
FAUTP nebo FAUMP.

Alternativni cesta vzniku FAUMP vede pies pfeménu 5-FU na fluorodeoxyuridine
(FUDR). Tato reakce je katalyzovéana tymidin fosforylazou (TYMP). Vznikly produkt je
nasledné fosforylovan tymidin kindzou (TK) za vzniku FAUMP (Malet-Martino et al.,

2002). Popsané cesty metabolismu jsou znazornény v obr €. 3.6.
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Obr. €. 3.6 Metabolické cesty 5-fluorouracilu (www.pharmgkb.com)

3.8.2.1 Dihydropyrimidin dehydrogenaza (EC 1.3.1.2)

Dihydropyrimidin dehydrogenaza je prvnim enzymem v tfikrokové dréze

katabolismu pyrimidint. Touto cestou probihd rovnéz katabolismus 5-FU. Ptes 80% 5-FU

je timto enzymem odbourano v jatrech za vzniku inaktivni formy dihydrofluorouracilu

(FDHU) a nasledné vylouceno jako a-fluoro-f-alanine (FBAL) (Heggie et al.,

Ucinnost 5-FU mtize byt timto enzymem ovlivnéna, nebot’ zvysSena aktivita enzymu vede

ke zvysenému odbouravani 5-FU bez vyuziti cytotoxického efektu.
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Tento enzym je kodovan genem DPYD obsahujicim 23 exont s lokalizaci na
chromozomu 1p22. Nejcastéjsim polymorfismem DPYD je transice G/A v exonu 14, ktera
vede ke Spatnému sestiihu a k tvorbé zkradceného proteinu se snizenou aktivitou (Wei et al.,
1996). Homozygotni varianta vede ke kompletni ztraté aktivity tohoto enzymu (Van
Kuilenburg et al., 2001). Céste¢na nebo kompletni ztrata aktivity tohoto enzymu se
vyskytuje u 3-5% populace (Lu et al., 1993).

Aktivita 5-FU je zaznamenana v mnoha typech tkani, pficemz nejvySsi aktivita
tohoto enzymu se nachazi v jatrech a perifernich krevnich mononuklearnich bunikach (Ho
et al., 1986; McMurrough & McLeod, 1996). Vysoka variabilita aktivity tohoto enyzmu se
vyskytuje v nadorovych tkanich (McLeod et al., 1998). Stanoveni hladin exprese DPYD
tak muze byt dilezitym faktorem v odpovédi na 1écbu na bazi 5-FU.

Zvysené intratumoralni hladiny mRNA koreluji se zvySenou rezistenci. Pacienti
s KRK se sniZzenou hladinou DPYD vykazuji lepsi odpovéd’ na 1écbu a delsi dobu preziti
(Salonga et al., 2000; Soong et al., 2008). Nizké hladiny nebo absence jsou naopak
spojovany s akumulaci aktivnich metaboliti 5-FU ve zdravé tkani, ktera souvisi s tézkou
toxicitou u pacientti s KRK (Van Kuilenburg et al., 2002). Mezi ¢asté polymorfismy genu
DPYD odpovédné za zvySeni toxicity patfi napf. IVS14+1G/A, 2846A/T, 1679T/G
a 85T/C (Morel et al., 2006) a 464T/A (Morel et al., 2007).

3.8.2.2 Dihydropyrimidinaza (EC 3.5.2.2)

Zmény v genu DPYD pisobiciho v prvnim kroku katabolismu 5-FU vysvétluji
toxicitu jen u malého procenta pacientii. Proto jsme se ve studii zaméfili na dalsi enzymy
ucastnici se katabolismu 5-FU, které by mohly byt zodpovédné za jeho zvySenou toxicitu.
Dihydropyrimidinadza ptisobi v druhém kroku katabolické drdhy pyrimidint, kde plsobi
Stépeni pyrimidinového kruhu a v draze 5-FU katalyzuje pfeménu dihydrofluorouracilu
(DHFU) na kyselinu 5-fluoroureido propionovou (FUPA). Dihydropyrimidinaza je
kodovana genem lokalizovaném na chromosomu 8q22 (Hamajima et al., 1996).

Vysoka aktivita tohoto enzymu je pozorovdna v ledvinach a jatrech (van
Kuilenburg et al., 2006). RovnéZ byla vysoka aktivita pozorovana u solidnich nador na
modelu lidskych nadorovych §tépa (Naguib et al., 1985).

Ackoliv existuji jen omezena data ohledné vlivu genetickych zmén DPYS na 1écbu
5-FU, studie ukazuji, Zze nc¢které mutace v genu mohou mit za nasledek nedostatecnou

aktivitu enzymu a mohou tak pfispivat ke zvySené tézké toxicit€¢ 5-FU. Mezi takovéto
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nalezené mutace se fadi napt. mutace v nekodujici oblasti -1C/T a IVS1-58T/C. (Fidlerova
et al., 2010; van Kuilenburg et al., 2003). Vyskyt deficientniho enzymu DPYD vykazuje
v populaci incidenci 1/10 000 osob (Sumi et al., 1998).

3.8.2.3 B-ureidopropionaza (EC 3.5.1.6)

Enzym f-ureidopropiondza je kodovana genem UPBI nachazejicim se na
chromozomu 22q11.2 (Vreken et al., 1999). K expresi genu UPB1 dochazi pouze v jatrech
a ledvinach (Sakamoto et al., 2001 in van Kuilenburg et al., 2004). Enzym
B-ureidopropiondza katalyzuje posledni krok v degradaci pyrimidinti. V draze katabolismu
5-FU, ptsobi pifi pfeméné fluoro-beta-ureidopropionatu na fluoro-f-alanin, ktery je
nasledné vyloucen. V souvislosti s timto enzymem se rovnéz uvazuje o mozném ucinku na
1écbu 5-FU. Snizend aktivita enyzmu UPB1 by mohla rovnéz vysvétlovat urcité procento
zvySené toxicity pii 1écbe 5-FU (Thomas et al., 2008). S redukovanou aktivitou tohoto
enzymu je spojovano nékolik mutaci. Radi se mezi né dvé ,splice site® mutace

IVS1-2A>G, IVS8-1G>A a jedna ,,missense* mutace A8SE (van Kuilenburg et al., 2004.)

3.8.2.4 Tymidin fosforylédza (EC 2.4.2.4)

Gen pro tento enzym se nachdzi na chromozomu 22q13 (Stenman et al., 1992).
TYMP se vyskytuje jak v cytosolu tak v jadie (Fox et al., 1995). Funkci TYMP je katalyza
reverzibilni pfemény tymidinu na tymin a 2-deoxyriboza-1-fosfat (Iltzsch et al., 1985).
V ptipad¢ 5-FU plisobi jako katalyzator jeho pfemény na FUDR v prvnim kroku drahy
metabolické aktivace. Tento enzym pilisobi rovnéz v aktivaéni draze kapecitabinu, kde
v poslednim kroku fosforyluje 5'-deoxy-5-fluorouridine za vzniku 5-FU (Ishii et al., 2001).
Enzym TYMP ma rovnéz angiogenni U¢inek, ktery ovliviiuje riist nadoru (Takebayashi et
al., 1996a). Mimo to pulsobi také antiapopticky a mize tak stimulovat riist nddoru jinym
mechanismem nez je angiogeneze (Matsuura et al., 1999).

Aktivita TYMP je zaznamendna v mnoha typech zdravé tkané, piicemz vysoké
hladiny vykazuji makrofagy (Fox et al., 1995). Vysoké exprese jsou nalézany také
v mnoha typech nadorové tkané napt. v karcinomu prsu, pankreatu, jicnu, Zaludku a plic
(Mori et al., 2000; Takebayashi et al., 1996b; Yoshikawa et al., 1999). Vysoké hodnoty
byly nalezeny rovnéz i v piipadé KRK (Takebayashi et al., 1996b). TYMP exprimovany
v tumor asociovanych makrofdzich (TAM) rovnéz muze hrat dualezitou roli v ristu

a invazivnosti karcinomu (Ono et al., 2008).
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Ve velké vétsiné piipadi jsou zvySené hladiny exprese TYMP v karcinomu
kolorekta spojovany s hor$i prognozou (Gustavsson et al., 2009; Takebayashi et al.,
1996a). Existuji vSak rovnéz studie, které dosahly opacnych vysledki, kdy se zvySenou
hladinou korelovala lepsi prognoza (Saito et al., 2000). Diivodem zjiSténych nesrovnalosti
mohou byt rizné typy histologické tkané, pocCty pacienti a pouzité metody
(Morita et al., 2001).

V piipadé hodnoceni odpovédi na 1écbu kapecitabinem, byla prokazana uloha
TYMP jako prediktivniho markeru. Vysoké exprese u metastatickych pacienti s KRK
korelovaly s del$im pfezitim (Meropol et al., 2006). ZvySena intratumoralni aktivita TYMP
umoznuje pifeménu kapecitabinu na aktivni metabolit v nadorovych builkach
a minimalizuje toxické ucinky ve zdravé tkani (Schiiller et al., 2000).

Ackoliv in vitro studie KRK potvrzuje zvyseni senzitivity 5-FU pfi vysoké expresi
TYMP (Evrard et al., 1999), vysledky zjistované in vivo se 1i§i. ZvySené exprese
nekorelovaly s vysSi senzitivitou 5-FU, ale byla zde pozorovdna zvySena rezistence.
TYMP tak ptisobi ve dvoji roli. Na jedné stran¢ plisobi angiogeneticky pfi stimulaci rastu
nadoru a chrani buniku pfed apoptdzou, na strané druhé je zapojen do aktivaéni drahy
5-fluorouracilu a jeho prekurzori. 7YMP jako prediktivni faktor byva c¢asto hodnocen

spolu s DPYD a TS (Metzger et al., 1998; Salonga et al., 2000; Soong et al., 2008).

3.8.2.5 Tymidin kinaza (EC 2.7.1.21)

Gen TK1 kodujici cytosolicky enzym tymidin kindzu 1 se nachazi na chromosomu
17923-25 (Fain et al., 1991). TK1 je dualezitym enzymem v alternativni draze syntézy
pyrimidinti, kde katalyzuje fosforylaci tymidinu na tymidin monofosfat, ktery je poté
zaclenén do DNA. V metabolismu 5-FU se Gcastni fosforylce vedouci k pteméné FUDR na
FAUMP, ktery nasledné piisobi inhibici TYMS (Fanciullino et al., 2006).

Aktivita tohoto enzymu je regulovdna bunéénym cyklem podle syntézy DNA.
fazi Gy (Ke et al.,, 2004). Nejvyssi hladina je tak zaznamenana v d¢licich se a tedy
1 malignich buiikdch (Chen et al., 2010). ZvySend aktivita je rovnéz zaznamenana
1 v pfipadé nadorové tkan¢ kolorekta v porovnani s tkani normalni (Denton et al., 1982;
Luccioni et al., 1994). Podobné vysledky byly zjistény rovnéz v dalsi studii KRK, ktera
mimo jiné hodnotila odpovéd’ na 1é¢bu 5-FU. V této studii ale nebyla tloha TK1 v predikci
odpovédi prokazana. Pokud vSak byl do analyzy zatazen dal$i enzym TYMS, spolecné
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zhodnoceni poukazalo na moznost piispéni aktivity TK k predikci odpovédi (Kralovanszky
et al., 2002). Vysledky in vitro studie ukdzaly, ze zvySena exprese v tumoru vede ke
zvySené rezistenci k 5-FU. Vys8i exprese v této studii neodpovidaji zvySené inhibici
TYMS a TK1 tak pravdépodobné neni limitujicim krokem v produkci aktivniho metabolitu
FAUMP (Fanciullino et al., 2006).

3.8.1.6 Uridin monofosfat syntetaza

Uridin monofosfat syntetdza (UMPS) je bifunk¢ni enzym, ktery katalyzuje posledni
dva kroky v de novo syntéze pyrimidini. Na N-termindlnim konci se nachdzi doména
orotat-fosforybozyl transferaza (OPRT, EC 2.4.2.10), ktera pfeméiuje kyselinu orotovou
na orotidylmonofosfat. Druhd enzymatickd aktivita je realizovana na C-konci pomoci
orotidin-5'-fosfat dekarboxyldzy (EC 4.1.1.23), ktera dekarboxyluje orotidylmonofosfat na
uridinmonofosfat (Suttle et al., 1988). Gen kdduji UMPS se nachazi na chromozomu 3q13
(Qumsiyeh et al., 1989).

Enzym OPRT se nachéazi v jedné ze tfi moznych fosforylacnich cest vedoucich
k aktivnimu metabolitu 5-FU. Fosforylace 5-FU pomoci enzymu OPRT v pfitomnosti
fosforybozyl pyrofostatu vede ke vzniku FUMP, ktery nasledné podléhé dalsim pfeméndm
(Peters et al., 1991). Vzhledem k této skutecnosti, jsou sledovany mozné ucinky aktivity
OPRT na vnimavost k 1¢ku 5-FU. ZvySen¢ hladiny enzymu OPRT v tumorech u pacientti s
KRK lé¢enych 5-FU korelovaly s lepsi prognoézou (Ochiai et al., 2006).

Vramci genu UMPS se vyskytuje nckolik polymorfisml. Jednim znich je
1 638G/C. Tento polymorfismus byvd spojovdn se zvySenou expresi a se zvySenou
toxicitou béhem lécby 5-FU u KRK pacienti (Ichikawa et al., 2006). Tento
polymorfismus byl zaznamenan jako prediktivni faktor toxicity rovnéz v dalsi studii KRK

pacientll pii indikované 1é¢bé UFT+ LV (Tsunoda et al., 2011).

3.8.1.7 Fosforibozyl pyrofosfat amidotransferaza (EC 2.4.2.14)

Fosforibosyl pyrofosfat amidotransferaza je enzym kodovany genem PPAT
nachazejicim se na chromosomu 4q12 (Brayton et al., 1994). PPAT katalyzuje prvni krok
v de novo syntéze purinii. Katalyzuje pfenos aminoskupiny glutaminu na fosforybozyl
pyrofosfatu za vzniku fosforibosylaminu, pyrofosfatu a glutamatu. Tento enzym byl
studovan na modelu T-lymfocytl jako cil metotrexat. Metotrexat je antifolatovy inhibitor

dihydrofolat reduktazy. Ve studii byl pozorovan i jeho dalsi ucinek, kterym je inhibice
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enzymu PPAT. Ta vedla ke zvySeni hladin fosforybozyl pyrofosfatu, ktery je kofaktorem
dalezitym pii premeéné 5-FU na FUMP (Fairbanks et al., 1999). ZvySena dostupnost
fosforybozyl pyrofosfatu méla za nasledek zvySeni hladin metabolitu FUMP a bunétné
smrti (Cadman et al., 1981). Tento Uc¢inek byl potvrzen i klinickou studii, kdy pacienti pfi
podani 5-FU v kombinaci s metrotexadtem vykazovali lepSi odpovéd’ (Meta-analysis of

randomized trials, 1994).

3.8.1.8 Ribonukleotid reduktaza (EC 1.17.4.1)

Enzym ribonukleotid reduktiza je sloZzen ze dvou podjednotek (RRM1 a RRM2).
Tato reduktaza katalyzuje de novo syntézu deoxyribonukleotidi nezbytnych pro syntézu
DNA (Eriksson & Martin, 1981). Gen kodujici RRM1 se nachédzi na chromosomu 11p15.5
(Pitterle et al., 1999). RRM2 je kodovan genem s lokalizaci na chromosomu 2p25-p24
(Zhou et al., 2001).

V metabolismu 5-FU je ribonukleotid reduktdza odpovédna za pfeménu FUDP na
FdUDP, ktery je nasledné pteménén na FAUTP a inkorporovan do DNA. SniZena aktivita
tohoto enzymu byla pozorovéana u lidskych naddorovych kolorektalnich §t€ph rezistentnich
viiéi 5-FU. Zadné vyznamné rozdily v expresi gentt RRM1 a RRM?2 viak mezi senzitivnimi
a rezistentnimi modely nebyly nalezeny. Chybéjici rozdily v expresi byly vysvétlovany
moznou postranskripni regulaci (Fukushima et al., 2001). Podobnych zévéra bylo
dosazeno 1 u pacienti s KRK, kde snizend aktivita ribonukletid reduktazy korelovala se
svySenou rezistenci k 1é¢bé 5-FU (Kubota et al., 2002). ZvySena exprese RRM2, nikoliv
vSak RRMI, byla zjisténa u nadorové tkadné kolorekta oproti zdravé tkani (Kidd et al.,
2005). Vysoké exprese pouze jedné z podjednotek enzymu, RRMI, byly v dalsi studii
zjistény u pacientd s KRK lé¢enych 5-FU, kde korelovaly s kratsi dobou pteziti bez

pfiznakl onemocnéni (Nobili et al., 2011).

3.8.1.9 Uridin fosforylaza EC (2.4.2.3 Uridine phosphorylase)

Lidska uridin fosforyldza (UPP) se vyskytuje ve dvou isoformach UPP1 a UPP2.
Lépe charakterizovan a exprimovan ve vétsi mife je enzym UPP1, jehoZ gen se nachdzi na
chromozomu 7p12.3. Tento enzym katalyzuje reverzibilni fosforylaci uridinu na uracil
a riboza-1-fostat. Vykazuje rovnéz nizkou aktivitu pii fosforylaci tymidinu (Watanabe
& Uchida, 1995). Mnoho typti solidnich nadorti véetné karcinomu tlustého stteva vykazuje

zvySenou enzymatickou aktivitu (Liu et al., 1998).

35



Pozdé&ji byl popsan enzym UPP2, ktery je kodovan genem lokalizovaném na jiném
chromozomu 2qg24.1. Tento enzym vykazuje Sir$i substratovou specifitu. Exprimovéan je
pievazné v ledvinach (Johansson et al., 2003).

Uridin fosforylaza byla jako mozny prognosticky faktor nalezena u karcinomu prsu,
kolorekta a skvamo6zniho karcinomu ustni dutiny, kde zvySena exprese korelovala s horsi
prognézou (Kanzaki et al., 2002; Miyashita et al., 2002; Uetake et a., 2001 in Pizzorno
et al., 2002).

Uridin fosforyldaza kromé uridinu, deoxyuridinu a v men$i mife tymidinu, také
vyuziva jako substrat 5-fluorouracil a 5'-deoxy-5-fluorouridine a hraje tak dulezitou roli
v aktivacni draze 5-FU a jeho prekurzori jako je kapecitabin (Cao et al., 2002). ZvySené
hladiny tohoto enzymu v tumoru by tak mély vést ke zvySeni senzitivity pacientii k 5-FU.
Tento zavér byl potvrzen v piipadé rakoviny Zaludku, kde pacienti se zvySenou expresi
Iépe odpovidali na 1é¢bu 5-FU (Kawamura et al., 2006). Pozitivni vztah mezi expresi

a citlivosti na 1é¢bu 5-FU byl rovné€z pozorovan na mySim modelu (Cao et al., 2002).

3.8.1.10 Uridin-cytidin kinaza (EC 2.7.1.48 Uridine kinase)

Uridin-cytidin kindza katalyzuje fosforylaci uridinu a cytidinu na uridin monofosfat
a cytidin monofosfat. Tento enzym se rovnéz Gcastni aktivace ribonukleosidovych analogti
jako je 5-FU. Navazani ribdézy enzymem uridin fosforylazou je nasledovano fosforylaci
enzymem uridin-cytidin kindzou za vzniku FUMP, ktery dale podléha dalsi fosforylaci.
V lidskych bunikach byly identifikovany 2 enzymy uridin-cytidin kindzy (UCK1 a UCK2)
s lokalizaci na chromozomech 9q34.2-9q34.3 a 1q22-1g23.2 (Van Rompay et al., 2001).
Gen UCKI1 je exprimovan v mnoha typech tkanich s vysokymi hladinami v jatrech
a ledvinach. Zatimco u genu UCK2 byla exprese potvrzena v piipad¢ zdravé tkané pouze
v placenté a ve varlatech (Ozaki et al., 1996; Van Rompay et al., 2001). Vyssi fosforylacni
ucinnost vykazuje enzym UCKI1 (Van Rompay et al., 2001).

Ve studii vyuzivajici model potkana, byla zvySena aktivita UCK pozorovana
v ruznych nddorovych tkénich ve srovnani stkdni normadlni, napt. v nadorové tkani
pankreatu a ledvin (Herzfeld & Raper, 1979). ZvySena aktivita enzymu byla rovnéz
potvrzena i1 v piipadé lidské nadorové tkdn€ vajecnika (Shen et al., 1998). Stejné vysledky
byly zjistény 1 v pfipadé aktivity enzymu v nadorovych tkanich stieva (Denton et al.,
1982). Exprese genu UCK2 byla pozorovana na mnoha bunéénych liniich, kde nadorova

tkan vykazovala vyS$si hladiny exprese oproti tkani zdravé (Shimamoto et al., 2002).
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Snizené hladiny expresi uridin-cytidin kinazy byly zjiStény u jaternich metastaz KRK, kde
byla sledovéna i1 odpovéd na lécbu b&hem reZimu na bazi floxuridinu (deoxynukleosid
fluorouracilu) v kombinaci s irinotekanem. Vysledky vSak neprokéazaly prediktivni roli

(Lassmann et al., 2007).

3.8.3 Transport

K transportu nékterych cytostatik dochédzi v lidskych bunikdch prostiednictvim
nukleosidovych transportérii, které jsou rozd€lovany do dvou rodin na zakladé
mechanismu transportu na ekvilibrativni a koncentrativni nukleosidové transportéry. Dalsi
vyznamnou skupinu z hlediska pfenosu cytostatik predstavuji transportéry pro organické
anionty a kationty. Z vySe zminénych se pro vstup 5-FU do bunky zda byt vyznamny ¢len
ekvilibrativnich transportérii SLC29A a zastupce transportérii organickych aniontl
SLC22A7. Rovnéz muize dochazet kUiniku cytostatik ven z builkky pomoci ABC
transportérti. Zmény v expresi transportéri se mohou podilet na zvySené rezistenci

k 1é¢ivu.

3.8.3.1 SLC29A1

SLC29A1 je transmembranovy ekvilibrativni nukleosidovy transportér, ktery
umoziuje  obousmérny  transport purinovych 1 pyrimidinovych  nukleosidil
po koncentratnim gradientu (Gray et al., 2004; Baldwin et al., 2004). SLC29A1 je
senzitivni k inhibicikoronarnimi vazodilataénimi léky jako je dipyridamol (Ward et al.,
2000). Gen pro tento transportér se nachazi na chromozomu 6p21.1- p21.2(Coe et al.,
1997).

SLC29A1 se vyskytuje ve vSechtkdnich, pfiCemZz mira exprese se mezi
jednotlivymi typy tkani 1i8i. Vysoké hladiny byly nalezeny napfiiklad v tkani nadledvin.
Zmény v expresi tohoto genu jsou pozorovany rovnéz mezi tkani zdravou a tkani
nadorovou. Vysledky se liSi mezi jednotlivymi typy testovanych nadorovych tkéani
(Pennycooke et al., 2001).

Pomoci tohoto transportéru je rovnéz zajiStovan piijem nukleosidovych
chemoterapeutik do buniky. Tento transportér je hlavni cestou pro vstup do buiiky i pro
gemcitabin, ktery se uziva jako standard v 1écbé karcinomu pankreatu (Mackey et al.,

1998).
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Mira exprese genu SLC2941 tak muize hrat dblezitou roli v rezistenci
k chemoterapii. ZvySené exprese genu SLC2941 korelovaly s vétsi senzitivitou ke
gemcitabinu v piipad¢ nddorti pankreatu. Celkovd doba piezivani byla delSi u pacientl
s vyS§i expresi oproti pacientiim snizs$i expresi (Giovannetti et al., 2006). Podobna
zavislost byla sledovdna i u nemalobunééného karcinomu plic, kde nizké hladiny byly
pozorovany u pacientli neodpovidajicich na 1é€bu obsahujici gemcitabin (Oguri et al.,
2007).

SLC29A1 méa rovnéz dulezitou roli v transportu kapecitabinu, oralniho prekurzoru
5-FU. K pfenosu samotného kapecitabinu do buiiky pomoci tohoto transportéru nedochézi.
Nejdtive je kapecitabin pfemén na 5 '-deoxy-5-fluorouridin, ktery je poté transportovan do
buitkky pomoci SLC29A1. In vitro studie na bunéénych liniich nddoru prsu prokazuji,
ze inhibice SLC29A1sniZuje cytotoxicky efekt kapecitabinu (Mackey et al., 2002; Molina-
Arcas et al., 2006).

Shodné vysledky vSak nejsou nalezeny u vSech Iékt. V piipad¢ 1écby karcinomu
pankreatu pomoci 5-FU, zvySené exprese neodpovidaji zvySené senzitivité¢. Naopak
zvySené exprese genu SLC29A41 indikuji rezistenci k tomuto 1éku (Tsujie et al., 2007).
Zjisténa data vSak nejsou kompatibilni s vysledky jiné studie, kde u 1écby karcinomu
pankreatu 5-FU nebyla zaznamenéna zadna souvislost miry expresivity a odpovédi na
1é€bu (Farrell et al.,, 2009). Vysoké exprese genu SLC2941 korelovaly s nizkou
senzitivitou k 5-FU ve studii hodnotici odpovéd’ na 1écbu 5-FU u pacientli s pokroc¢ilym
KRK. Zvysena rezistence tak muize vznikat disledkem zvySeného transportu aktivnich
metabolith 5-FU ven z bunky témito transportéry. Tento transportér mize mit rovnéz vliv
na zvysSeny piijem tymidinu z divodu ochrany bunky pfed bunécnou smrti zpisobenou
inhibici tymidilat syntetdzy. Na zaklad¢ téchto studii je zvySend exprese genu SLC2941
spojovana s rezistenénim mechanismem v pfipadé 5-FU a se senzitivhim v pifipadé
gemcitabinu a kapecitabinu. (Yoshinare et al., 2003).

SLC29A1 vykazuje velmi nizkou mutabilitu, dokonce i1 v nekodujici oblasti. Byly
sledovany 2 nesynonymni varianty transportérli, u kterych vSak nebyly nalezeny rozdily
v pfijmu nukleosidi a jejich analogii. Genetické varianty v koédujici oblasti tak
pravdépodobné nepftispivaji k interindividudlnim rozdilim v odpovédi na lé€bu (Osato
et al., 2003).

K odli$né expresi tak mohou pfispivat jednonukleotidové polymorfismy v jinych
oblastech. Nasledujici studie identifikovala 3 takové polymorfismy v promotorové oblasti

(G706C, G1050A, C1345QG). Polymorfismy G1050A a C1345G vykazuji zvySenou expresi
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vedouci k vyssi aktivité in vitro. Jednotlivé haplotypy téchto polymorfismi (CGG, CAG,
CGC a GAG) vsak neodpovidaji hodnotdm exprese v mononuklearnich buiikach periferni
krve. Pouze haplotyp CGG/CGC vykazoval mirné zvySenou expresi transportéru.
Polymorfismy v promotorové oblasti by tedy mohly mit vliv na miru exprese genu

SLC29A41 a tedy 1 na senzitivitu k 1écbé (Myers et al., 20006).

3.8.3.2 SLC22A7

SLC22A7 se vyskytuje jako Na" independentni transportér, ktery patii do rodiny
transportérii organickych anionti. Tyto transportéry pfenasi extracelularni anionty do
builkky vyménou za intracelularni anionty (dykarboxylové kyseliny) pfi vyuZiti jejich
gradientu (Kobayashi et al., 2005).

Gen SLC22A47 je mapovan na chromozomu 6q21 (Kok et al., 2000). Exprimovan je
hlavné v jatrech a ledvinach (Sun et al., 2001). V ledvinach je lokalizovan v basolateralni
membrané v proximalnich tubulech. Toto umisténi je dilezité vzhledem k piijmu
organickych aniontid z krve v prvnim kroku sekrece (Enomoto et al., 2002).

Transportér SLC22A7 vykazuje Sirokou substratovou specifitu, jak pro endogenni,
tak pro exogenni latky vcetné cytostatik. Rovnéz vykazuje vysokou afinitu k 5-FU a miiZe

tak hrat dalezitou roli v jeho pfijmu (Kobayashi et al., 2005).
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4. MATERIALY A METODY

4.1. SOUBOR PACIENTU

Do studie byly vybrany dva soubory pacientll s KRK, ktefi podstoupili paliativni
nebo adjuvantni chemoterapii zalozenou na 5-FU. Oba soubory byly rozdéleny do dvou
skupin na zaklad¢ reakce na 1écbu. Odpovidajici pacienti reagovali na léCbu dobie
a vykazovali remisi. U neodpovidajicich pacientti doSlo i pfes indikovanou lécbu k
progresi onemocnéni.

Pacienti se zndmymi klinicko-patologickymi udaji byli léCeni ve Fakultni
nemocnici Plzen. VSichni pacienti ve studii poskytli informovany souhlas s odbérem
vzorkll a se zafazenim do studie. Témto pacientim byla odebrana nadorova a zdrava tkan
kolorekta pro nésledné stanoveni expresnich profilti. Zizolovany byly vzorky od 30
pacientli 1éCenych paliativné a 32 pacientl 1écenych adjuvantné. Na zaklad¢ kvality RNA
bylo do expresni studie nasledné vybrano 19 pacientl z paliativniho souboru a 16 pacient

z adjuvantniho souboru. Klinické udaje téchto pacientl jsou uvedeny v tab. 4.1.
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Tab 4.1 Klinické charakteristika pacientii paliativni a adjuvantniho souboru zatazenych do

expresni studie

PALIATIVNI SOUBOR

ADJUVANTNI SOUBOR

Odpovidajici

Neodpovidajici

QOdpovidajici

Neodpovidajici

Pocet pacienti

9

10

12

4

Vék

median

62

67

63,5

65,5

rozsah
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4.2 POUZITE CHEMIKALIE

Combi PPP Master mix (Top Bio, Praha, Ceska Republika)

Ethanol 75%

Ethidium bromidem

Chloroform

Isopropanol

Phi X174 DNA-Haelll digest (New England Biolabs, Ipswich, USA)

Primery pfimé a zpétné (Sigma Genosys, Steinheim, Némecko)

Quant-iT™ Ribogreen® RNA Assay Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA)
RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit, (MBI Fermentas, Vilnius, Litva)
Tagman PreAmp Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, USA)
TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, USA)
TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems, Foster City, USA)
TRIzol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, USA)

4.3 POUZITE PRISTROJE

7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, USA)

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Teochnolgies, Palo Alto, USA)

GeneAmp 9700 PCR System (Applied Biosystems, Foster City, USA)

Infinite 200 (Tecan, Mannedorf, SV}'IcarSko)

ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, USA)
Fotoaparat KODAK DC290 Zoom Digital Camera (KODAK, Rochester, USA)
Centrifuga Hermle Z513K (Hermle Labortechnik, Wehingen, Némecko)
Termoblok (Labnet, Edison, USA)

Transluminator (UVP, Upland, USA)

4.4 IZOLACE RNA

Izolace byla provadéna metodou fenol-chloroformové extrakce vyuzivajici TRIzol

reagent (Invitrogen, Carlsbad, USA), ktery je smési guanidin thiokyanatu a fenolu. Tkan

byla homogenizovana v tfeci misce v tekutém dusiku a néasledné ptfenesena do predem

pfipravené zkumavky s 1 ml TRIzol reagent. Takto pfipravena tkan byla nasledné dale
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izolovéana nebo uskladnéna pfi -80 °C do druhého dne. RNA je v TRIzol reagent chranéna
pred degradaci nukledzami guanidin thiokyanatem, ktery inhibuje jejich aktivitu.

Klyzatu bylo dale pfiddno 200 pl chloroformu. Roztok byl poté dikladné
zvortexovan a inkubovan pii pokojové teploté po dobu 3 minut. Centrifugaci pii 12000
otaCkach, 4 °C po dobu 15 minut byla suspenze rozdé¢lena do tii fazi. V horni vodné fazi se
nachdzela RNA, v interfazi DNA a v dolni organické fazi proteiny. Spodni faze je mozné
vyuzit pro izolaci DNA.

Vrchni faze obsahujici RNA byla opatrné odebrana a prenesena do €isté zkumavky.
Po pfidani stejného objemu isopropanolu nésledovala precipitace RNA. Obsah zkumavky
byl prottepan, inkubovan po dobu 10 minut pii pokojové teploté a nasledné centrifugovan
opét pi1 12000 otackach a 4 °C po dobu 15 minut. Po centrifugaci byla na dné¢ zkumavky
patrna peleta, kde se nachazela vysrdzena RNA. Supernatan byl opatrné slit. Po jeho
odstranéni byla peleta RNA promyta piidanim 500 pl 75% etanolu. Nésledovala
centrifugace pfi 12000 otackach a 4 °C po dobu 5 minut. Po odebrani supernatanu byla
peleta kratce vysuSena v termobloku pii 60 °C a poté rozpusténa ve vodé prosté nukleaz.
Podle velikosti pelety bylo pouzito 20 az 100 pl sterilni destilované vody. Nasledovala
inkubace v termobloku pfi 60 °C po dobu 15 minut. Na zavér byl 1 ul RNA odebran do
zkumavky s predem pfipravenym roztokem 199ul 1x TE pufru pro fluometrické stanoveni
koncentrace a zbylé mnoZstvi bylo rozdéleno do alikvotl po 20 pl a nasledné zamrazeno

pti -80 °C.

4.5 STANOVENI KONCENTRACE RNA

Koncentrace RNA byla méfena fluorometricky pomoci fluorescen¢niho barviva
RiboGreen. Pro méteni byl pouzit kit Quant-iT™ Ribogreen® RNA Assay Kit (Invitrogen,
Carlsbad, USA) obsahujici RiboGreen RNA quantitation reagent, 20x TE pufr
a Ribosomal RNA Standard. Vzorky byly jiZ pfed méfenim pfipraveny nafedénim v 1x TE
pufru. Roztoky TE pufru a fluorescencniho barviva RiboGreen byly pfipraveny nékolik
hodin pfed zapocetim meétfeni pro ustaleni fluorescence. Standardy RNA o znamé
koncentraci byly nafedény piimo pfed samotnym méfenim. Prehled piipravy téchto

roztokl je uveden v tab. 4.2.
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Tab. 4.2 Ptiprava roztokii pro méfeni koncentrace RNA

IxTE Quant-iT RiboGreen Stadardy RNA
Redeni 20 200% 50x
Pouzita latka voda prosta nukleaz I1x TE I1xTE

Standardy RNA byly poté rozpipetovany v rizném fedéni, které uvadi tab. 4.3.
Roztoky métenych vzorki o neznamé koncentraci a objemu 10 pl spolu s 1x TE buffer
oobjemu 90 ul byly rozpipetovany do jamek na desticce. Vzorky byly méfeny
v duplikatech. Na zavér byl ke vSem vzorkim pfidan RiboGreen o objemu 100 pl. Takto
pfipravend desticka se nechala tfepat bez pfistupu svétla 5 minut. Nasledné probéehlo
méfeni na piistroji INFINITE 200 Infinite 200 (Tecan, Minnedorf, Svycarsko).

Fluorescence byla métfena pfi excitaci 480 nm a emisi 520 nm.

Tab. 4.3 Redéni RNA standardi pouzité k sestaveni kalibraéni kiivky

Ix TE (ul) Standard RNA 2,0 pg/ml (ul) Koncentrace RNA (ng/ml)
0 100 1000
50 50 500
90 10 100
98 2 20
100 0 0

Z naméfenych hodnot fluorescence standardi RNA o znamé koncentraci fedénych
podle tab. 4.3 byla sestrojena kalibracni kfivka. Nezndmé koncentrace vzorkll byly
stanoveny metodou linedrni regrese z kalibracni kfivky. Rovnice popisujici ptimku linearni
regrese je ddna vztahem Y = AX + B, kde Y odpovidd hodnotam fluorescence a X je
hledand koncentrace. Pfimka linearni regrese charakterizuje linearni zavislost
fluorescen¢niho signalu na koncentraci.

Vhodnost pouziti této metody byla hodnocena koeficientem determinace R”.
Koeficient determinace nabyva hodnot mensich nebo rovné 1. Cim vice se koeficient bliZi

jedné, tim bliZe lezi body regresni pfimce a tim lépe jsou timto modelem vysvétlovany.
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4.6 OVERENI KVALITY A INTEGRITY RNA

Kvalita RNA byla ovéfena metodou pro stanoveni ,,RNA integrity number* (RIN).
Méteni probéhlo na spolupracujicim pracovisti Ustavu biochemie a experimentalni
onkologie, 1.LF UK, kde byly zmé&teny hodnoty RIN na pfistroji Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Teochnolgies, Santa Clara, USA) za pouziti kitu Agilent RNA 6000 Nano Kit
(Agilent Teochnolgies). Tato metoda byla provedena cestou kapilarni gelové elektroforézy.
Vysledkem tohoto méfeni jsou hodnoty od 0 do 10, kde hodnota 10 odpovida nejvyssi
kvalit¢ RNA. Hodnota je vypocitdna na zdkladé poméru Grovné signélu ribozomalnich

podjednotek 28S:18S a tirovné signalu pfed markerem v 5S oblasti.

4.7 REVERZNI TRANSKRIPCE

Ptipravena RNA byla nasledné pfepsana na cDNA pomoci kitu RevertAid ™First
Strand cDNA Synthesis Kit (MBI Fermentas, Vilnius, Litva). Pro pfepis bylo v reakci
pouzito 0,5 pg RNA. V prvnim kroku byl k 0,5 pg pfiddn 1 pl primert sloZenych
z ndhodnych hexameri (0,2 pg/ul), reakéni smés byla doplnéna vodou prostou nuklaz do
celkového objemu 14 pl. Nésledné byla smés inkubovéna v termobloku pii 70 °C po dobu
5 minut z divodu denaturace nezddoucich sekundarnich struktur RNA. Po ochlazeni smési
na ledu byl ke kazdému vzorku pfidan mix obsahujici 4 pl 5x reakéniho pufru, 2 pl 10 mM
dNTP a 1 pl inhibitoru ribonukleaz (20 pg/ul). Nasledna inkubace smési pii pokojové
teploté po dobu 5 minut umoznila nasednuti primerti. Poté byly odebrany 2 pl z kazdého
vzorku bez reverzni transkriptdzy do Cist¢é zkumavky jako negativni kontrola
(pro posouzeni kontaminace genomovou DNA. Kromé této kontroly byla pouzita
1 kontrola obsahujici reverzni transkriptaizu bez ptfitomnosti RNA, ktera slouzila
k hodnoceni kontaminace reak¢nich ¢inidel. Ke vzorklim byl nasledné ptidan 1 pl reverzni
transkriptazi (200 pg/pl). Po inkubaci pfi pokojové teploté po dobu 10 minut byla smés
prenesena opét do termobloku, kde byla ponechana pii 42 °C po dobu 60 minut, kdy
probihala samotna reverzni transripci. Reverzni transkriptdza byla poté inaktivovéana
inkubaci v termobloku pii 70 °C po dobu 10 minut. Pfipravend cDNA byla poté ochlazena

na ledu a uskladnéna pfti -20 °C.

4.8 OVERENI KVALITY ¢cDNA

Kvalita cDNA byla ovétena amplifikaci fragmentu kontrolniho genu ubikvitinu C

pomoci PCR. Reakéni smés byla tvofena smichanim 0,5 pul cDNA a reak¢niho mixu, ktery
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obsahoval 3,7 pl vody prosté nukledz, 0,4 pl 10nM piimych primert, 0,4 pl 10nM
zpétnych primerti a 5 pl Combi PPP Master mixu (Top Bio, Praha, Ceska Republika).
SloZeni tohoto mixu bylo nasledujici: Taq Purple DNA polymerdaza 100 pg/ml, 5 mM
MgCl, a 400 uM kazdého dANTP. Konecny objem reakéni smési obsahujici cDNA
a reak¢ni mix €inil 10 pl. Mezi analyzované vzorky byly rovnéz pfidany negativni kontroly
s RNA bez reverzni transkriptazy, kontrola s reakéni smési bez RNA a kontrola PCR
s reakénim mixem a vodou.

PCR byla provedena na termocykleru GeneAmp 9700 PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, USA). PCR byla provedena pii nastaveni nasledujicich
parametrl: po€ateni denaturace 5 minut pi1 94 °C, 38 cykla: denaturace 30 sekund
pii 94 °C, nasedani primertt 30 sekund pti 64 °C, prodluzovani DNA fetézce 30 sekund
pti 72 °C, konecné prodluzovani 5 minut pii 72 °C.

Produkty PCR reakce byly hodnoceny elektroforézou v 3% agarézovém gelu pii
napéti 100 V. Na gel byl nanesen cely objem PCR reakce (10 pl). Jako marker bylo
pouzito 10 pl Phi X174 DNA-Haelll digest (New England Biolabs, Ipswich, USA). Gel
byl poté barven v lazni obsahujici ethidium bromidu po dobu 10 min, nasledné osvétlen
UV transluminatorem a vyfocen fotoaparitem KODAK DC290 Zoom Digital Camera
(KODAK, Rochester, USA). Pfitomnost prouzku o 190 bp signalizovala, Ze syntéza cDNA
probéhla uspé$né. Pfitomnost prouzku 1009 bp v negativni kontrole pak ukazovala na

kontaminaci genomovou DNA. Kontaminované vzorky nebyly zatfazeny do studie.

4.9 PREAMPLIFIKACE

Ovétené vzorky cDNA byly dale preamplifikovany. Preamplifikace poskytla
dostatecné mnoZstvi cDNA pro studium exprese vétSiho poctu gent a zvysila jeji citlivost.
Do preamplifikace byly zafazeny primery amplifikujici sledované kandidatni geny
a pouzité referencni geny.

V prvnim kroku preamplifikace bylo nezbytné ptipravit tzv. TagMan PreAmp Pool
smichanim vzdy 10 pl 20x TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems, Foster
City, USA) kazdého ze sledovanych gent do celkového objemu 1000 pl. Z tohoto objemu
bylo odebrano 12,5 ul a smichano s 25 pl 2x Tagman PreAmp Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, USA). Takto pfipraveny reakéni mix o objemu 37,5 ul byl piidan
ke kazdému vzorku cDNA. Pro reakci bylo pouZzito 12,5 ul pfedem nafedéné cDNA. Pro

fedéni bylo pouzito 5 pul cDNA a 7,5 pl vody prosté nukledz. Kone¢na reakéni smés
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o objemu 50 pl byla vlozena do termocykleru GeneAmp 9700 PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, USA). Podminky pro preamplifikaci byly nasledujici: pocate¢ni
denaturace 10 minut pii 95°C, 14 cykla: denaturace 15 sekund pti 95°C, nasedani primer,
prodluzovani 4 minuty pii 60°C. Po dokonceni reakce byly vzorky okamzité¢ zamrazeny pfi

-20°C. Vysledny naamplifikovany produkt byl pro dalsi analyzy 20x nafedén.

4.10 RT-PCR

Mira exprese geni byla meéfena metodou kvantitativni PCR v redlném case
(RT-PCR). Byl sledovan relativni pomér exprese kandidatnich geni k expresi referen¢nich
genil. Reakéni mix byl pfipraven z nasledujiciho mnozstvi reagencii (Applied Biosystems):
5 ul 2x TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, USA),
2 ul vody prosté¢ nukleaz a 20x 0,5 ul TagMan Gene Expression Assay (Applied
Biosystems, Foster City, USA), obsahujici specifické primery a sondy znacené FAM
barvivem pro pfisluSny gen. Po ptfidani 2,5 pl preamplifikované cDNA byl celkovy objem
10 pul ptipraven pro reakci. Méfeni paliativniho souboru vzorki bylo provedeno na pfistroji
7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, USA). Vzorky
adjuvantniho souboru byly méfeny pomoci pfistroje ViiA™ 7 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Foster City, USA). Podminky pro RT-PCR byly nasledujici:
aktivace uracil-N-glykosylazy 2 minuty pii 50°C, aktivace Hot Start Taq polymerazy
10 minut pfi 95°C, 50 cykld: denaturace 15 sekund pii 95°C, nasedani primerq,
prodluzovani 60 sekund pii 60°C. V kazdém setu vzorkl byla pro testovani kazdého genu
pfitomna kalibracni kiivka a negativni kontrola. Jeden ze vzorkl slouzil jako kalibrator.
Vsechny vzorky byly méteny v duplikatech. Pro analyzu vysledkd byly pouZity programy
7500 System a ViiA 7 Systém (Applied Biosystems, Foster City, USA). Vysledkem byly
hodnoty (cycle threshold neboli Ct), které odpovidaji cyklu, kdy fluorescence dosdhne

prahové hodnoty (threshold). Tento cyklus odpovida exponencidlnimu riistu produktu.

4.11 SLEDOVANE GENY

Do studie byly vybrany geny nachdzejicich se v dradhach 5-FU. Pro jejich detekci
byly pouZity specifické primery a sondy TagMan Gene Expression Assay. Jejich piehled je

uveden v tab. 4.4

Tab. 4.4 Piehled vybranych genil a odpovidajicich sond a primera pouzitych pro RT-PCR
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Oznaceni [ Assay Rozsah Velikost
Nazev genu s .
genu cislo exonu amplikonu
DPYD Dihydropyrimidin dehydrogenédza Hs00559279 ml 1-2 74
DPYS Dihydropyrimidinaza Hs00154808 m1 1-2 77
ppaT | Fosforibozyl pyrofosfat Hs00601264_m1 1-2 68
amidotransferaza -
RRM1 Ribonukletid reduktdza M1 Hs00168784 m1 1-2 78
RRM2 Ribonukletid reduktdza M1 Hs01072069 gl 9-10 128
SLC22A7 | Iransporter rozpusténjeh litek, Hs00198527 ml | 4-5 69
rodina 22, ¢len 7 -
SLC20A1 | Transporter rozpusténjeh litek, Hs01085706 m1 | 2-3 75
rodina 29, ¢len 1 -

TK1 Tymidin kinaza 1 Hs00177406 ml 3-4 118
TYMP Tymidin fosforylaza Hs00157317 ml 3-4 95
TYMS Tymidylat syntetdza Hs00426591 ml 6-7 87
UCK1 Uridin-cytidin kin4za Hs01075618 ml 2-3 72
UCK2 Uridin-cytidin kinaza Hs00367072 ml 3-4 72
UMPS Uridin monofosfat syntetaza Hs00165978 ml 1-2 109
UPB1 Beta-ureidopropionaza Hs00255472 ml 1-2 59
UPP1 Uridin fosforyléza 1 Hs00427695 ml 3-4 108
UPP2 Uridin fosforylaza 2 Hs00542792 ml 6-7 66

V tabulce je uvedeno znaceni a nazev ptislusného genu, ¢islo oznaceni assay, rozsahu

exonu a velikosti amplikonu.

4.12 TEST PREAMPLIFIKACE

Utinnost preamplifikace byla hodnocena na zikladé porovnani exprese
referencnich geni preamplifikované a neamplifikované cDNA. V prvnim kroku byla
neamplifikovand cDNA nafedéna v 1x TE pufru na vyslednou koncentraci odpovidajici
0,3 ng RNA/ul. Neamplifikovand cDNA o objemu 2,5 pul a preamplifikovand cDNA
rovnéz o objemu 2,5 pl byly smichany s rekénim mixem o objemu 7,5 pl. Kone¢ny objem
reak¢ni smési, ktery tvotil 10 ul, byl nasledné pouzit pro RT-PCR. SloZeni reakéniho mixu
a podminky této reakce byly stejné jako u vysSe popsané RT-PCR. Vzorky byly méteny
v duplikatech.

Uniformita preamplifikace byla stanovena na zakladé¢ hodnoty AACrt (rovnice 3).
Po vypocteni primérného Ct pro duplikaty bylo vypocteno ACt pro neamplifikovanou
1 preamplifikovanou cDNA (rovnice 1 a 2). Od primérného Ct sledovaného genu bylo

odecteno primérné Ct referenniho genu.
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ACt (preamplifikovana cDNA) = Ct cilovy gen - Ct referencni gen (rovnice 1)
ACt (neamplifikované cDNA) = Ct cilovy gen - Ct referencni gen (rovnice 2)

AACt bylo vypocteno podle nasledujiciho vztahu:
AACT = ACT (preamplifikovand cDNA) — ACT (neamplifikovand cDNA) (rovnice 3)

Hodnoty AACr blizké 0 (+ 1.5) signalizovaly dostte€nou uniformitu preamplifikace.

4.13 STATISTICKA ANALYZA

Statisticka analyza zjiSténych dat byla provedena pomoci programu REST 2009
(Relative Expression Software Tool) (www.gene-quantification.de/rest.html). Expresni
hodnoty kandidatnich genli byly porovnany mezi dvémi skupinami, které pfedstavuji bud’
tumor a zdravou tkan nebo odpovidajici a neodpovidajici pacienty a normalizovany na
vice referencnich gend. Tento program bere v iivahu pii svém hodnoceni rovnéz ucinnost
RT-PCR (Pfaffl et al., 2002). Vysledky s p-hodnotou, udanou programem REST 2009,
mensi nez 0,05 signalizovaly statisticky vyznamné rozdily zjiSténé mezi uvedenymi
skupinami. Na hranici vyznamnosti se nachazely vysledky s p-hodnotou do 0,1.

Vztahy expresnich hladin ke klinickym datim byly hodnoceny statistickym
programem SPSS v15.0 (SPSS, Chicago, IL, USA). Pro analyzy vztahli mezi faktoridlnimi
klinickymi daty pacientd (pohlavi, klinickd diagnoza, TNM, grading, typ chemoterapie
a odpovéd’) byl pouzit Fishertiv exaktni test. Pro analyzy vztahii kontinualnich hodnot
genovych expresi k faktoridlnim veli¢indm byly pouzZity neparametrické testy Mann-
Whitney nebo Kruskall-Wallis, protoze expresni data byla rozlozena nenormalné podle
testu Kolmogorova-Smirnova. Spojité veli¢iny, napf.: v€k pii diagndze vs. exprese byly
korelovany pomoci neparametrického Spearmanova testu. Rozdily a vztahy dosahujici
p<0.05 pro oboustranny test byly povazovany jako statisticky vyznamné a prezentovany ve

vysledkové ¢asti.
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5. VYSLEDKY

5.1 KVALITA TESTOVANYCH VZORKU

Do studie byly zafazeny pouze vzorky, které vykazovaly kvantitu i kvalitu RNA
dostatecnou pro provedeni RT-PCR. Celkovy vytézek RNA byl u vétsiny vzorkli nad 5 pg.
Kvalita byla hodnocena na zaklad¢ Cistoty a integrity RNA. Ze studie byly vyfazeny ty
vzorky, u kterych nebyl nalezen zaddny produkt PCR reakce ubiquitinu C a které byly
kontaminovany jadernou DNA. Ukéazka vzorkl sriznou kvalitou cDNA je zobrazena
v obr. 5.1. Na zdklad€ hodnoceni integrity RNA pomoci RIN byly vyfazeny vzorky, které
vykazovaly siln¢ degradovanou RNA. Vystupy této metody nabyvaly hodnot od 2,6 do 9,1.
Priimérné hodnota RIN byla 6,4. Do studie vstoupily pouze ty vzorky s hodnotou RIN v¢&tsi
nez 3. Vzorky s posuny bez udani RIN nebyly analyzovany. Odlisné stupné kvality RNA
zjisténi metodou RIN jsou zobrazeny na obr. 5.2. Zizolovano bylo 30 parh paliativnich
vzorkll a 32 part adjuvantnich vzorki. K preamplifikaci a nasledné expresni studii byly

pouzity vzorky 19 pacienti z paliativniho souboru a 16 pacientt z adjuvantniho souboru.

DNA marker
dX174

| Sy SR 20 3K

2

310 bp kontaminace jadernou DNA (1009 bp)

281 bp
234 bp
194 bp —

w.
118 bp '\

PCR ubiquitin (190 bp)

1353 bp
1078 bp
872 bp

603 bp

‘i
i

Obr. 5.1. Gel zobrazujici vysledky PCR reakce ubiquitinu C vypovidajici o kvalit¢ cDNA.
Zobrazeni odlisné kvality na 3 vzorcich (1,2,3) a jejich negativnich kontrolach (1K, 2K,
3K): vzorek ¢. 1 - ovéfena kvalitni cDNA, vzorek €. 2 — kontamince jadernou DNA,

vzorek €. 3 — chybi produkt PCR reakce.

50



Marker 1

4000 bp|——

2000 bp

1000 bp
500 bp
200 bp

25 bp

18S

Flu 285
100

ores 5S

50— l
cen I /|
s, [ —— |

0t—

ce T Tm E i A L e e
20 25 30 35 40 45 S0 55 6o 65 Cas(s)

Flu 20

ores
20

cen

| =
o

['] - —— =
] | | | | 1 I 1 | | C
ce 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 Cas(s)

Flu
30

Oresay

cen 10 il

U " e e N
ce T T T T T T T T T
20 25 30 35 40 45 S0 55 s0 65 Cas(s)

Obr. 5.2 Vysledky kontroly kvality RNA metodou RIN zobrazené pomoci gelu (A)

a elektroforogramu (B). Hodnoty RIN odpovidaji stupni degradace; pficemz nejvyssi miru

integrity vykazuje vzorek ¢. 1 (RIN: 8), dale vzorek ¢. 2 (RIN: 5,5), nejvice degradovana

RNA se nachazi u vzorku ¢. 3 (RIN: 2,8).

5.2. TEST UCINNOSTI PREAMPLIFIKACE

Preamplifikovand cDNA vedla ke sniZeni Ct vhodného pro detekci nizkych hladin

exprese. Amplifikacni kiivky neamplifikované a preamplifikované cDNA jsou zobrazeny

vobr. 5.3 Oveéreni preamplifikace bylo provedeno testem ucinnosti preamplifikace na

referenCnich genech. Uniformita preamplifikace byla vysledky testu potvrzena. Hodnoty

AACrt se pohybovaly v rozmezi od -1,5 do 1,5. Vysledné hodnoty svédc¢ici o uniformité

preamplifikace jsou zobrazeny pomoci grafu 5.1.
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Obr. 5.3 Amplifika¢ni kiivky preamplifikované a neamplifikované cDNA
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Graf 5.1 Zobrazeni vyslednych hodnot testu ucinnosti preamplifikace poukazujici na

uniformitu preamplifikace. Znazornén medidn AACr referenc¢nich gend.
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5.3 RT-PCR

V piipadé 2 gent SLC2247 a UPPI byla ve studovaném souboru vzorkii mira
exprese prili§ nizké a nebylo tak mozné tyto geny metodou RT-PCR hodnotit. Ostatni geny

byly zatazeny do expresni analyzy.

5.4 VYBER REFERENCNICH GENU

Pro zhodnoceni miry exprese je dilezity spravny vybér endogennich kontrol, tzv.
referencnich genii. Exprese idealniho referencniho genu je konstantni ve vSech
studovanych tkanich a neméla by byt ovlivnitelnd podminkami pokusu. Proto se obvykle
voli tzv. housekeeping geny zajiStujici zivotné dilezit¢ biochemické procesy bunky.
Referencni geny byly vybirdny na zaklad¢ ptedchozi studie Laboratofi toxikogenomiky
Statniho zdravotniho ustavu za pouZiti TagMan Array Plates na pfistroji 7500 Real-Time
PCR System, kde byla porovndvana stabilita celkem 24 rtiznych moznych referencnich
genti na souboru 10 vzorkl zdravych a 10 vzorkd nadorovych tkani. Nejvhodné&j$imi
referen¢nimi geny byly zvoleny POLR2A, HPRTI, EIF2BI1, PPIA, MRPL19 a HPRTI.
Tyto geny byly vybirdny na zakladé¢ hodnoceni stability v ramci celého souboru

sledovanych vzorkl a zaroven i dle variability mezi nadorovou a zdravou tkéani.

5.5 ANALYZA EXPRESE NA PALIATIVNIM SOUBORU

5.5.1 Hodnoceni rozdili exprese mezi nadorovou a zdravou tkani

Variabilita exprese genil v tumoru paliativniho souboru je zndzornéna v grafu 5.1.
Ze 14 testovanych gent jich 7 vykazovalo vyznamné rozdily v expresi mezi zdravou a
nadorovou tkani. Geny spojované s katabolismem 5-FU - DPYD, DPYS, UPBI -
vykazovaly sniZenou expresi vtumoru oproti zdravé tkani. U gent zapojenych do
aktivacnich drah je situace komplikovanéj$i. Snizend exprese byla zaznamenana u genu
UCK]1. Naopak u gent PPAT, RRM?2, SLC294, které se ucastni odliSnych cest aktivace
5-FU, byla exprese zvySena. VSechny tyto geny vykazovaly deregulaci s p-hodnotou mensi

nez 0.05. Prehled vyslednych hodnot pro vSechny sledované geny uvadi tab 5.1.
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Tab. 5.1 Pfehled vysledkt hodnoceni exprese sledovanych genli mezi zdravou a nadorovou

tkani.
Exprese 95% Exprese
Gen nzidor/Z(El)ravzi tkan | konfidencni interval P-hodnota nz?dor
DPYD 0,37 0,07 -2,14 0,001 snizeni
DPYS 0,11 0,00 - 19,27 0,005 snizeni
PPAT 1,88 0,49 - 5,99 <0,001 zvySeni
RRM1 1,05 0,44 - 2,62 0,656
RRM2 1,57 0,36 - 12,67 0,027 zvyseni
SLC29A1 2,09 0,35-9,13 0,002 zvyseni
TK1 1,49 0,29 - 11,87 0,079
TYMP 1,14 0,17 -4,41 0,508
TYMS 1,03 0,28 -4,74 0,861
UCK1 0,71 0,27 - 1,58 0,004 snizeni
UCK2 0,91 0,35-3,93 0,502
UMPS 1,07 0,44 - 2,08 0,500
UPB1 0,54 0,07 - 5,10 0,043 snizeni
UPP1 1,01 0,22 - 4,03 0,942

V tabulce je uveden podil exprese mezi nddorovou a zdravou tkani, konfiden¢ni interval,

p-hodnota a vysledné hodnoceni hladiny exprese v nadorové tkani.

5.5.1 Analyza odpovédi na 1écbu

V ramci analyzy exprese mezi pacienty odpovidajicimi a neodpovidajicimi na lécbu
byly zjistény slabsi vztahy. V pfipadé nadorové tkdné nebyl nalezen zadny vztah mezi
témito skupinami. Ve zdravé tkani byl u odpovidajicich pacientl na lé€bu vyznamné
deregulovan gen RRM1, ktery se nachazi v aktivacni draze 5-FU. Tento gen vykazoval
zvysenou expresi. Nevyznamné rozdily v podobé zvysené exprese byly pozorovany u genti
RRM2, TYMP, UMPS, jejichZ p-hodnoty se pohybovaly na hranici vyznamnosti. Pfehled
vyslednych hodnot exprese zminénych genii ve zdravé tkani uvadi tab. 5.2. Vysvétlenim
nalezenych slabSich vztaht je ziejm¢é maly pocet hodnocenych vzorkii. Proto byl navrzen
druhy nezavisly soubor pacientli pro rozsifeni poctu vzorki, kde byly nasledné ovéteny

signifikantnich rozdily.
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Tab. 5.2 Vysledné hodnoty expresni analyzy odpovédi na 1écbu pro zdravou tkan.

Zdrava tkan
Exprese o
Gen odpovidajici/ 9? /0 P-hodnota Expres?r ,
.+ .. . | konfiden¢ni interval odpovidajici
neodpovidajici
RRM1 1,37 0,90 - 2,51 0,003 zvyseni
RRM2 1,85 0,39 -13,65 0,058 nevyznamné zvyseni
TYMP 1,74 0,32 -9,47 0,082 nevyznamneé zvyseni
UMPS 1,23 0,74 - 2,97 0,077 nevyznamneé zvyseni

V tabulce je uveden podil hladin exprese ve zdravé tkani pacientl odpovidajicich
a neodpovidajicich na 1écbu, konfiden¢ni interval, p-hodnota a vysledné hodnoceni hladiny

exprese u odpovidajicich pacientl na 1€cbu.

5.6 ANALYZA EXPRESE NA NEZAVISLEM ADJUVANTNIM SOUBORU

Na nezavislém souboru byly nésledné provedeny analyzy exprese vyznamné
deregulovanych genil z predchoziho méfeni. Mezi tyto byly zatazeny geny DPYD, PPAT,
RRMI1, RRM?2, SLC29A41, UCKI, UCK2 a UPBI. Do dalsi analyzy nebyl zafazen gen
DPYS. Mira exprese genu DPYS byla na sledovaném souboru pfili§ nizkd a za danych
podminek tak nebylo mozné vystupy z analyzy metodou qPCR s relativni kvantifikaci
vyhodnotit. Mira exprese tohoto genu se vSak v ramci sledované skupiny vzorkii znacné
lisila. Z tohoto divodu by byla vhodna dalsi studie, kde by tento gen byl sledovan metodou
gPCR s absolutni kvantifikaci.

5.6.1 Hodnoceni rozdili exprese mezi nadorovou a zdravou tkani

Variabilita exprese genti v tumoru na adjuvantnim souboru je znazornéna v grafu
5.2. Vpiipadé¢ adjuvantniho souboru bylo dosazeno podobnych vysledkd jako
u paliativniho souboru. Byly zjiStény téméf stejné rozdily v expresi genli mezi nadorovou
a zdravou tkani. Opét byla v nadorové tkani snizena exprese genu DPYD, nachazejiciho se
v katabolické draze 5-FU. V tomto souboru vSak nebyla potvrzena snizend exprese dalSiho
katabolického genu UPBI. Nizkou expresi v tumoru oproti zdravé tkani vykazoval opét
gen UCK]I, aktivacni faktor pro 5-FU. Ostatni aktivacni geny 5-FU identifikované jako
geny se zvySenou expresi v pfedchozim setu, vykazovaly 1 v tomto souboru vyssi hladinu

mRNA v tumoru. Piehled vyslednych hodnot exprese uvadi tab. 5.3
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Graf 5.2 Variabilita exprese sledovanych genti adjuvantniho souboru

Tab. €. 5.3 Vysledky analyzy exprese mezi zdravou a nddorovou tkani vyznamné

deregulovanych genii z ptfedchoziho setu vzorka

Exprese 95% Exprese
Gen nédor/Z(Il)ravzi tkan | konfiden¢ni interval P-hodnota n;)dor
DPYD 0,41 0,11-3,24 <0,001 snizeni
PPAT 2,23 0,76 - 6,56 <0,001 zvyseni
RRM2 1,90 0,70 - 5,03 <0,001 zvyseni
SLC29A1 2,74 0,78 - 5,86 <0,001 zvyseni
UCK1 0,71 0,47 -1,05 <0,001 snizeni
UPBI1 0,60 0,08 - 31,18 0,153

V tabulce je uveden podil exprese mezi nddorovou a zdravou tkani, konfiden¢ni interval,

p-hodnota a vysledné hodnoceni hladiny exprese v nadorové tkani.

5.6.2 Ana

Nadorova tkan odpovidajicich pacienti vykazovala vys$i exprese gend PPAT
a SLC29A41, zahrnutych v aktivaci 5-FU. Vysledné hodnoty pro tyto dva geny jsou

uvedeny v tab. 5.4. V piipadé zdravé tkan¢ nebyl nalezen zadny vztah ani na hranici

lyza odpovédi na 1écbu
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vyznamnosti. Geny v nadorové tkani byly regulovany vyznamné, avSak pro maly soubor
pacientli nelze tyto vztahy potvrdit. Pro rozsifeni poctu vzorkl byly nasledné¢ zhodnoceny

oba soubory spolecné¢.

Tab. 5.4 Vysledné hodnoty expresni analyzy odpovédi na 1écbu pro nadorovou tkan.

Nadorova tkan

95%
Exprese o P- Exprese
Gen Y s .y ... konfiden¢ni D
odpovidajici/neodpovidajici . hodnota | odpovidajici
interval
PPAT 1,84 0,69 - 6,07 0,035 zvySeni
SLC29A1 1,58 0,73 - 4,35 0,039 zvySeni

V tabulce je uveden podil hladin exprese v nadorové tkdni pacientl odpovidajicich
a neodpovidajicich na 1écbu, konfiden¢ni interval, p-hodnota a vysledné hodnoceni hladiny

exprese u odpovidajicich pacientii na 1écbu.

5.7. SPOLECNA ANALYZA EXPRESE PALIATIVNIHO I ADJUVANTNIHO
SOUBORU

5.7.1 Hodnoceni rozdili exprese mezi nadorovou a zdravou tkani

Variabilita exprese geni v tumoru v obou hodnocenych souborech je zndzornéna
v grafu 5.3. Vyznamné rozdily byly zjiStény 1 v ptipad¢ spole¢ného zhodnoceni soubort
pii porovnani hladin mRNA v nadorové a zdravé tkdni. Snizené exprese v tumoru byly
zaznamenany opét u genit DPYD a UPBI zapojenych do katabolické cesty 5-FU.
Aktivacni gen UCK vykazoval rovnéz nizkou miru exprese. Naopak zvySena exprese byla
pozorovana u aktivacnich gentt PPAT, RRM2 a SLC29A1.

Touto analyzou byly potvrzeny vysledky z pfechozich méteni. Vysledky poukazuji
na velmi silné vztahy, nebot' p-hodnoty u téméf vSech vyznamné regulovanych geni

dosahuji hodnot mensich nez 0,001. Ptehled vyslednych hodnot je shrnut v tab. 5.5.
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Tab. 5.5 Vysledné hodnoty analyzy exprese mezi zdravou a nadorovou tkani pro oba

soubory.
Exprese 95% Exprese
Gen nzidor/zgravzi tkan | konfiden¢ni interval P-hodnota nz?dor
DPYD 0,39 0,08 - 2,73 <0,001 snizeni
PPAT 2,06 0,38 -7,29 <0,001 zvySeni
RRM2 1,71 0,46 - 8,71 <0,001 zvySeni
SLC29A1 2,38 0,35-9,30 <0,001 zvyseni
UCK1 0,71 0,30 - 1,57 <0,001 snizeni
UPBI1 0,57 0,07 - 13,75 0,011 snizeni

V tabulce je uveden podil exprese mezi nddorovou a zdravou tkani, konfiden¢ni interval,

p-hodnota a vysledné hodnoceni hladin exprese v nadorové tkani.

5.7.2 Analyza odpovédi na 1écbu

V ramci porovnani exprese odpovidajicich vii¢i neodpovidajicim pacientliim nebyl
u nadorové tkané nalezen z4dny vyznamny vztah i pies rozsifeni souboru pacientl. Zadna

ze zjiSténych hodnot se nepohybovala na hranici vyznamnosti. V ptipadé zdravé tkané byla
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u odpovidajicich pacientl zjisténa deregulace genu RRM]I, ktera vSak byla na hranici
vyznamnosti. Hladina mRNA tohoto genu ve zdravé tkani u odpovidajicich pacientil

poukazovala na snizeni exprese. Vysledné charakteristiky pro tento gen uvadi tab. 5.6.

Tab. 5.6 Vysledné hodnoty analyzy exprese odpovédi pro jediny deregulovany gen ve

zdravé tkani.

Zdrava tkan
Exprese 95% exprese
Gen , ,p ,..| Kkonfidenéni P-hodnota p, e,
odpovida/neodpovida . odpovidajici
interval
RRM2 1,42 0,441 - 9,598 0,074 nevyznamné zvyseni

Pro tento gen je zde uveden podil hladin exprese mezi odpovidajicimi a neodpovidajicimi
pacienty na léCbu, konfiden¢ni interval, p-hodnota a vysledné hodnoceni exprese

u odpovidajicich pacientti na 1écbu.

5.8 Hodnoceni vztahu expresi ke klinickym datim

Pii analyze klinickych dat byly zjiStény vyznamné rozdily mezi paliativnim
a adjuvantnim souborem v pfipad€ lokalizace nadoru a ptfitomnosti metastdiz (M).
V paliativnim souboru prevladali pacienti s metastatickym onemocnénim. V tomto souboru
rovnéz prevladali pacienti s diagnézou karcinomu rekta (C20), kdezto v adjuvantnim
souboru bylo postizeno spiSe tlusté stievo (C18) a rektosigmoideum (C19). Velikost
tumoru (T), pocet regiondlnich uzlin (N), stupen diferenciace nadoru (G), typu
chemoterapie a odpovéd na ni se mezi adjuvantnim a paliativnim souborem vyznamné
nelisily.

PPAT a UCK2 byly nejvyznamnéjSimi geny korelujicimi s prognézou pacientil.
Exprese obou genii byla vyznamné vysS§i u pacienti léCenych paliativni [ébou
(tj. u pacienta s horsi prognoézou) ve srovnani s Iécbou adjuvantni. V tomto piipadé¢ byla
zjiSténa 1 vySSi exprese SLC29A41. Ve vztahu exprese k lokalizaci nadoru byla
zaznamenana vys$i hladina exprese UCK2 u pacientl s karcinomem rekta. Gen PPAT
vykazoval vys$si hladiny exprese u pacientll 1écenych rezimem FOLFOX oproti ostatnim
lé€ebnym rezimim. Potvrzenim téchto zavérti je nalezeni stejnych vztahi v tumoru

1 zdravé tkani. Pfehled zjisténych vztaht je uveden v tab. 5.7.
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Tab. 5.7 Pfehled vyznamnych vztahli mezi klinickymi daty a hladinou exprese geni

Gen Charakteristika | Hladiny exprese v nadoru | Hladiny exprese ve zdravé tkani

skupina pacientll | hodnota SD P hodnota SD P

PPAT Paliativni soubor 1,08 0,03 [<0,001 1,14 0,02 <0,001
Adjuvantni soubor 1,15 0,05 1,21 0,02

SLC29A1 | Paliativni soubor 1,04 0,04 0,003 1,13 0,05 0,004
Adjuvantni soubor 1,09 0,04 1,17 0,03

UCK2 Paliativni soubor 1,04 0,02 |[<0,001 1,03 0,02 <0,001
Adjuvantni soubor 1,08 0,01 1,07 0,01
klinicka diagnéza

UCK2 stfevo 1,07 0,03 0,019 1,06 0,02 0,022
rektosigmoideum 1,07 0,02 1,05 0,03
rektum 1,04 0,02 1,03 0,02
terapeuticky
rezim

PPAT 5-FU 1,16 0,04 0,009 1,20 0,03 0,018
FOLFOX 1,1 0,05 1,16 0,04

V tabulce je uvedena primérnd hodnota exprese genu se smeérodatnou odchylkou

a p-hodnotou pro zdravou 1 nadorovou tkan.
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6. DISKUZE

Variabilita odpovédi na 1écbu cytostatiky je z velké Casti vysvétlovana genetickou
vybavou pacientli. Rozdily v hladinach expresi n¢kterych genti mohou pfispét k vysvétleni
odlisnych reakci pacientli na 1é€bu a odliSného pribéhu onemocnéni.

Cilem této studie bylo zhodnotit expresi gentli, u kterych je predpoklddan mozny
vliv na lécbu na bdzi 5-FU u pacienti s KRK. Porovnany byly hladiny expresi mezi
primarnim nadorem kolorekta a zdravou tkéni a rovnéz mezi skupinami pacientd
odpovidajicich a neodpovidajicich na 1é¢bu 5-FU za tucelem mozného nalezeni
prognostickych nebo prediktivnich markert.

Do studie bylo vybrano 16 genli zapojenych do metabolismu, transportu a rovnéz
patficich mezi cile cytostatika 5-FU. Z téchto genl se 14 ukézalo jako vhodnych pro
expresni analyzu, dva zbylé geny (SLC22A4A7 a UPPI) byly exprimovéany pod limitem
detekce RT-PCR. V nasledné studii bylo nalezeno 6 genu, které vykazovaly vyznamné
rozdily mezi zdravou a nadorovou tkdni u pacientli 1é¢enych paliativni chemoterapii
(u nichz byly béhem I1éCby nalezeny vzdalené metastazy. Nalezené vysledky byly
potvrzeny pouzitim dal§iho nezavislého souboru pacientti 1é¢enych adjuvantné (po operaci
pii niz doslo k uplnému odstranéni nadoru). V tomto setu vzorka byly vyznamné rozdily
nalezeny u 5 ze 6 geni vyznamn¢ deregulovanych v paliativnim souboru. Pfi spolecném
zhodnoceni obou soubori potvrzeny vSechny vyznamné deregulované geny z obou
soubortl.

Snizenou expresi v nadoru vykazovaly geny DPYD a UPBI zapojené do
katabolismu 5-FU. Gen UPBI v$ak nevykazoval vyznamné rozdily v piipad¢ adjuvantniho
souboru. Rovnéz nizké hladiny v nadorové tkani byly sledovany u genu UCK! zahrnutém
v jedné z aktivaénich drah 5-FU. Naopak vysoké hladiny expresi byly zjiStény u genli
PPAT, RRM2, SLC2941, vyskytujicich se v cestaich vedoucich k aktivnim metabolitiim
5-FU.

Rozdily v expresi nékterych nami studovanych genii mezi zdravou a nadorovou
tkdni u pacienti s KRK byly nalezeny v mnoha studiich. Ne vzdy se vSak vysledky
shodovaly. Tato studie je unikatni v tom, ze srovndvala vysledky ve dvou prognosticky

odlisnych skupinach pacientd. Nekteré z nalezenych vztaht tak 1ze zobecnit na 1é¢bu KRK
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v lokélnim 1 pokrocilém stadiu. Jiné vysledky naopak mohou naznalit prognosticky
vyznamné odliSnosti.

Mezi vyznamné deregulované geny zjisténé v této studii patii gen DPYD
nachazejici se v katabolické draze 5-FU. Aktivita tohoto enzymu je velmi variabilni
v nadorové tkani (McLeod et al., 1998). A proto stanoveni hladin exprese DPYD miiZe byt
dalezitym faktorem v 1écbé KRK. Nizka exprese DPYD v primarnim nadoru kolorekta
1 v metastazach oproti tkéni zdravé byla pozorovéana v fad¢ studii (Johnston et al., 1999;
Tanaka-Nozaki 2001; Uetake et al., 1999). S témito zavéry souhlasi i vysledky nasi studie,
kde DPYD vykazoval vyznamné sniZenou expresi v primarnim nadoru kolorekta oproti
tkdni normalni v obou souborech. U pacientll s nizkymi hladinami v nadorech existuje
predpoklad lepsi odpovédi na 1écbu v disledku sniZeného odbourdvani a vétSiho vyuziti
ucinku léku 5-FU.

Gen UPBI, se ucastni kone¢né faze katabolismu 5-FU, vykazoval v této studii nizsi
expresi v nadorové tkani v paliativnim souboru a také pii spolecném hodnoceni obou
soubort. V samostatném hodnoceni tkéni pacientd 1éenych adjuvantné se vSak exprese
v tumoru vyznamné neliSila od zdravé tkané. Ackoliv je tento gen studovan z hlediska
genetického polymorfismu a jeho vlivu na funkci UPB1 proteinu, o jeho roli v 1é¢bé KRK
pomoci 5-FU je znamo malo. V jediné studii hodnotici miru exprese UPBI v nadorové
a zdravé tkani pacientil s KRK 1é¢enych adjuvantni chemoterapii na bazi 5-FU, nenalezla
zadny rozdil mezi sledovanymi typy tkani (Kidd et al., 2005).

Dal8im vyznamné deregulovanym genem v obou souborech byl gen UCK!. Enzym
UCKI je jednou ze dvou lidskych uridin kindz pisobicich ve druhém kroku (jedné ze tii)
fosforylaénich cest 5-FU vedoucich k aktivnim metabolitim. V literatufe byla
zaznamenana zvysena aktivita uridin kindzy v nadorovych tkanich (Denton et al., 1982).
Neni vSak dostatek informaci o rozdilech v genové expresi mezi tkdni normalni a tkani
nadorovou. Vys$i exprese UCK2 byla zaznamenana v mnoha bunécnych nadorovych
liniich oproti zdravym tkanim (Shimamoto et al., 2002). O genu UCK]! a jeho enzymovém
produktu vSak informace zcela chybi. V této studii vykazoval gen UCKI sniZenou expresi
v nadorové tkani. Nizké hladiny by pak mohly vést ke sniZzené dostupnosti aktivnich
metabolith 5-FU a tedy 1 k hor$i odpovédi na 1écbu.

Vyznamné zvySena hladina exprese v tumoru byla pozorovana u genu SLC2941,
ktery je transportérem nukleosidll a jejich analogli, pisobicich jako cytostatika. S témito
zavéry souhlasi i vysledky vétSiny studii, které rovnéz nalezly zvysené exprese jak genu,

tak proteinu SLC29A1 v nadorové tkani kolorekta oproti tkani zdravé (Goh et al., 1995;
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Kitahara et al., 2001; Pennycooke et al., 2001). Funkce tohoto genu z hlediska 5-FU v§ak
neni zcela jasnd. Otazkou ziistava, zdali zvySené hladiny tohoto transportéru v nadorech
mohou piispivat k lepsi odpovédi na 1écbu v disledku vyssiho transportu 5-FU do bunky.
V ptipad¢ prekurzoru 5-FU kapecitabinu byl takovy efekt zaznamenan na néadorovych
bunkach prsu (Maceky et al., 2002). V ptipadé¢ 1écby 5-FU vSak takovy vztah zaznamenéan
nebyl nebo dokonce tkané s vyssi expresi vykazovaly snizenou citlivost k 5-FU (Farrell et
al., 2009; Yoshinare et al., 2003). Vysvétlenim opacnych vztahti by mohl byt vyssi
transport tymidinu do bunky z divodu ochrany nadorové buiikky pted bunécnou smrti
(Yoshinare et al., 2003). Vysledky nasi studie vSak nejsou v souladu se zav€ry zminénych
studii. ZvySena hladina exprese tohoto transportéru byla zaznamenéna v nadorové tkani u
pacientli z adjuvantniho souboru, ktetfi odpovidali na 1écbu. Tedy takové vysledky hovoii
pro opacny vztah, ktery dosud nebyl prokazan. ZvySena exprese by mohla byt prediktorem
lepsi odpovédi. Vzhledem k nejasnym vztahtim mezi SLC2941 a 1écbou vyuZzivajici 5-FU
jsou potieba dal$i studie hodnotici vztah hladin mRNA tohoto transportéru v tkanich
kolorekta a zejména jejich vztah k vysledku 1écby a progndze pacientd.

Dal§im vyznamné deregulovanym genem nalezenym v této studii byl gen pro
ribunukleotid reduktdzu RRM?2. Tento enzym se nachédzi v jedné z cest 5-FU vedoucich
k aktivnim metabolitim. Tato studie nalezla vyznamné zvySenou expresi genu RRM?2
v nddorové tkani v obou souborech. S takovym zavérem souhlasi 1 vysledky studie, kde
byly rovnéz nalezeny vysoké hladiny exprese RRM?2 v nadorové tkéani u pacienti s KRK
(Kidd et al., 2005).

Zvysené¢ hladiny exprese tohoto genu by mély vést k lepsi odpovédi na lécbu 5-FU
v disledku vySsi dostupnosti aktivnich metabolit. Na zdkladé aktivity RRM2 enzymu byl
takovy vztah nalezen (Fukushima et al., 2001). Udaje o vlivu hladin mRNA RRM2
na ucinnost 1é€by pomoci 5-FU jsou vSak méné kompletni. Studie hodnotici odpovéd’ na
adjuvantni lécbu obsahujici 5-FU nenalezla zadny vztah (Nobili et al., 2011). Nase studie
tyto vysledky potvrdila

Vyznamné deregulace byla nalezena i v pfipadé¢ genu PPAT, ktery vykazoval
rovnéz zvySenou expresi v nadorové tkani v obou souborech. Ohledné exprese PPAT
a jejiho vlivu na 1écbu cytostatiky v nddorovych tkanich existuji pouze omezend data. Pti
inhibici tohoto enzymu byla zaznamenéna lepsi odpovéd’ na 1écbu 5-FU (Meta-analysis of
randomized trials, 1994). Vysledky nasi studie jsou vSak stakovymi zavéry v rozporu.
Vysoké hladiny exprese PPAT byly nalezeny v nddorové tkani u pacientl z adjuvantniho

souboru, kteti 1épe odpovidali na lécbu. Lze tedy uvazovat o noveé nalezeném vztahu, kdy
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zvySend exprese PPAT vede k lep$i odpovédi na 1é€bu. Vzhledem ke konfliktnim datim
a malému mnoZstvi informaci o jejich mozném efektu na lé€bu 5-FU je tento gen rovnéz

vhodnym kandidatem pro dalsi studie.

Hlavnimi geny, na které je v posledni dob¢ vyzkum zaméten jako na potencionalni

markery v predikci odpovédi na lécbu 5-FU u KRK, jsou DPYD, TYMP a TYMS. Tyto
geny byvaji hodnoceny spolecné a v mnoha studiich byla popsana vyznamna korelace jak
s progndzou, tak s odpovédi na 1écbu (Salonga et al., 2000; Soong et al., 2008)
V této studii vSak nebyla prediktivni role Zddného z téchto genii potvrzena. V piipadé
posouzeni odpovédi na 1é€bu nebyl jednoznaéné identifikovan zZadny gen, ktery by mohl
slouzit jako prediktivni marker odpovédi na 1é€bu 5-FU. V paliativnim souboru vykazoval
gen RRM1 zvySenou expresi ve zdravé tkani u pacientll 1épe odpovidajicich na 1écbu.
U adjuvantné¢ léCenych pacientll byla nalezena vyznamné zvySend exprese PPAT
a SLC2941 v nadorové tkani u pacienti dobfe odpovidajicich na 1é€bu oproti pacientim,
u nichz 1écba selhala. Spolecna analyza obou soubort ukézala jako mozného kandidata
pro predikci odpovédi pouze gen RRM2. Jeho zvySené hodnoty exprese ve zdravé tkani
poukazovaly na lepsi odpovéd na 1écbu. Ackoliv vtomto piipadé se mozny vztah
pohyboval pouze na hranici vyznamnosti.

O vlivu exprese podjednotek ribonukleotid reduktdzy na ucinnost lécby 5-FU
u pacientl s KRK existuje pouze velmi malo informaci. ZvySend enzymatickéd aktivita
ribonukleotid reduktazy v nddorové tkani byla spojovana se zvySenou citlivosti k 5-FU
(Fukushima et al., 2001, Kubota et al., 2002). Opa¢né vysledky vSak byly nalezeny
v ptipadé¢ hodnoceni genové exprese, kde zvySené hladiny RRMI v tumoru korelovaly
s hor$i odpovédi na adjuvantni 1é¢bu (Nobili et al., 2011). Zadna z tdchto studii vsak

nehodnotila hladiny exprese ve zdravé tkani ve vztahu k odpovédi na 1é€bu 5-FU.

Analyza exprese ve vztahu ke klinickym datim nalezla né€kolik vyznamnych
gend. Nejvyznamnéj$imi se zdaji byt PPAT a UCK2, jejichz zvySené exprese vyznamné
korelovaly s nepfiznivou progndézou onemocnéni. Vys§i exprese téchto enzymi byly
nalezeny u pacientll s metastatickym postizenim (M1) léCenych paliativné v porovnani
s pacienty lécenymi adjuvantné (MO). Vyznamné zvySend exprese byla zaznamenana
rovnéz u genu SLC29A1. Ve vztahu k lokalizaci nddoru vykazoval vysoké hladiny UCK2
v pfipad€¢ karcinomu rekta. Pfi porovnani léCebnych rezimi vykazoval vy$$i hladiny

exprese PPAT u pacienti lé€enych rezimem FOLFOX. Tyto vztahy opét koreluji
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s progndzou pacientli, protoze metastaticky postizeni pacienti méli vyznamné castéji
karcinom rekta a dostavali nevyznamné castéji agresivnéj$i chemoterapii FOLFOX
(a logicky byli 1é€eni paliativné).

Ohledn¢ genu PPAT existuje omezené mnozstvi informaci. Vztahy k prognoze
pacientli s KRK nebyly dosud popsany. Korelace tohoto genu s horsi prognézou miize byt
disledkem primarni funkce tohoto enzymu. Tento enzym je prvnim enzymem v de novo
syntéze purini. ZvySeni jeho aktivity miize vést ke zvySené dostupnosti purinovych
nukleotidii a poskytovat tak vyhody pro rist nddoru. Takovych zavért bylo dosaZzeno i ve
studii hodnotici aktivitu enzymu na naddorovych tkanich ledvin na mySim modelu (Prajda
etal., 1979).

V podobné situaci je 1 gen UCK2, ktery rovnéz koreluje shor§i prognodzou.
Dostupné informace o tomto genu a jeho mozné prognostické roli jsou minimalni.
Existujici studie, které hodnoti aktivitu enzymu uridin-cytidin kindzy ve vztahu ke
klinickym datdm u kolorekta nejsou v souladu s vysledky této studie. Nebyly totiz
nalezeny zadné vztahy mezi hladinou enzymu a stadiem nemoci nebo lokalizaci
primdrniho nadoru (Ahmed et al., 1981; Finan et al., 1984). Tento enzym se nachdzi
v cesté vedouci k syntéze pyrimidini. ZvySend syntéza by pak mohla poskytnout
podminky vhodné pro rist nadoru a ptispivat k horsi prognoze.

Na druhou stranu, jak PPAT tak 1 UCK2 aktivuji kromé klasickych pyrimidind 1
5-FU ¢imZ mohou paradoxné pfispivat k poSkozeni nadorovych bunék. Role zvySené
exprese téchto genil tak mize hrat v nddorovém procesu ambivalentni roli, kterou je tfeba
dalSim vyzkumem jasné definovat. Dalsi studie by mély byt zaméfeny na tyto dva geny

PPAT a UCK?2 pro vyjasnéni jejich prognostické role.

Tato studie byla soucéasti komplexniho projektu sledujiciho expresi desitek geni
metabolismu, transportu a cilii nejcastéji pouzivanych cytostatik v Iécbé KRK. V ramci
této Casti studie bylo pozorovano nékolik vyznamnych vztahl. VétSina znich byla
objevena u genl, jejichz prognostické nebo prediktivni role nebyly v literatufe dosud
popsany nebo potvrzeny. V tomto ohledu jsou vysledky studie unikéatni a pfinaSi novy
pohled na geneticky profil pacienti s KRK s lécebnym rezimem na bazi 5-FU. Rovnéz
soubor vybranych pacientii byl unikéatni, nebot’ nepodléhal vlivu zaddné predchozi
chemoterapie a pacienti byli léCeni jednotnymi rezimy na bazi 5-FU. Prestoze
v prognostické i prediktivni roli se mohou uplatiiovat i dal$i geny, tato studie poskytla §irsi

pohled na dradhy cytostatika 5-FU vzhledem k tomu, ze byla zaméfena, na rozdil od
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existujici literatury, na hodnoceni vétSiho mnozstvi genii. Vzhledem k dosazenym
vysledkiim lze doporucit pro dalsi sledovani geny PPAT, SLC29A41, UCK2 a RRM1/2 ve
vztahu k progndéze onemocnéni a pro analyzu predikce ucCinnosti terapie reZimy

obsahujicimi 5-FU.
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7. ZAVER

Pacienti s kolorektalnim karcinomem vykazuji velkou interindividudlni variabilitu
v odpovédi na lécbu 5-FU. Projevem selhani chemoterapie je rezistence k 1ékiim nebo
naopak zavaznd toxicita, kterd mlze vést k preruseni 1é€by. Takovéto rozdily jsou, mimo
jiné, vysvétlovany odliSnou genetickou vybavou jedince. V soucasné dob& stoupa potieba
zavedeni molekularnich markerti, které by byly schopné vypovidat o progndze pribehu
onemocnéni a predpovidat reakci na 1écbu.

Tato studie byla zaméfena na hodnoceni genové exprese 14 potencialnich
molekularnich markerti zapojenych do drah 5-FU zahrnujicich metabolismus, transport
a cile tohoto léku. Do studie byli vybrani pacienti léCeni rezimy na bazi 5-FU. Byly
definovany dva soubory pacienti, kteti byli 1é€eni paliativni nebo adjuvantni chemoterapii,
tj. pacienti s odliSnou progndzou.

Pro zhodnoceni exprese geni byla pouzita metoda RT-PCR. Porovnany byly
hladiny exprese mezi zdravou a nadorovou tkédni a mezi pacienty odpovidajicimi
a neodpovidajicimi na 1écbu. Zjisténa data byla nasledné vztazena ke klinickym datim.

Paliativni soubor pacientii vykazoval 6 vyznamné deregulovanych gent. Vysledky
byly ovéfeny na nezavislém souboru pacientl Iécenych adjuvantni chemoterapii.

Mezi geny s nizkou expresi v tumoru patfily katabolické geny DPYD a UPBI
a rovnéz aktivacni gen UCKI. Vyznamné vysoké hladiny v nddoru oproti tkani zdravé
vykazovaly geny PPAT, RRM2 a SLC29A1, zahrnuté v drahdch vedoucich k aktivnim
metabolitim 5-FU. V této studii se nepodaiilo jednoznaéné¢ identifikovat gen s prediktivni
funkci s ohledem na vysledek terapie. V ptfipad¢é paliativniho souboru byly nalezeny
vysoké hladiny exprese aktivacniho genu RRM1 ve zdravé tkdni u pacientii odpovidajicich
na lécbu. Pfi spoleném zhodnoceni se takovémuto vztahu bliZil rovnéz aktivaéni gen
RRM2. V adjuvantnim souboru byly nalezeny naopak vyznamné zvySené hladiny exprese
genll PPAT a SLC29A1 v nadorové tkani u pacientt Iépe odpovidajicich na 1écbu.

Ve vztahu ke klinickym datim byly jako nejvyznamnéjsi identifikovany geny
PPAT a UCK2, jejichz zvySend exprese korelovala s horsi progndézou. Rovnéz vysoké
hladiny transportéru SLC29A1 vykazovaly korelaci s nepfiznivou prognézu onemocnéni.

Tato studie poskytla pohled na expresni profil pacientli s kolorektdlnim
karcinomem. Podafilo se identifikovat potenciondlni prognostické markery nikoliv vSak
prediktivni. Nalezené vyznamné deregulované geny by mély byt pfedmétem dalSich

ovétovacich studii, kde by mél byt zkouman mechanismus nalezenych vztahti pomoci
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analyzy genotypu, epigenetickych faktorii (napf. methylace) a proteinovych produkti
identifikovanych markert. Vysledky této studie by tak mohly ptispét k zacileni klinickych
stddii a zavedeni markerid pro individualizaci 1écby, ktera by maximalizovala ucinky

chemoterapie a minimalizovala jeji toxické projevy.
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9. PRILOHY

Ptiloha 1. TNM klinicka klasifikace a histopatologicky grading nadoru kolorekta
(Sobin & Wittekind, 2004).

T — Primarni nador

Tx primdrni nador nelze hodnotit

TO bez znamek primarniho nadoru

Tis karcinom in situ: intraepitelialni nebo invaze do lamina propria mucosae
T1 nador postihuje submukozu

T2 nador postihuje tunica muscularis propria

T3 nador proriista ptes muscularis propria do subserdzy

T4 nador pfimo porusuje jiné organy ¢i struktury

N - Regionalni mizni uzliny

Nx regionalni mizni uzliny nelze hodnotit

NO v regionalnich miznich uzlinach nejsou metastazy

N1 metastazy v 1 az 3 regionalnich miznich uzlinach

N2 metastazy ve 4 nebo vice regionalnich miznich uzlinach

M - Vzdalené metastazy

Mx vzdalené metastazy nelze hodnotit
MO nejsou vzdalené metastazy
M1 vzdalené metastazy

G - Histopatologicky stupei diferenciace

Gx stupen diferenciace nelze hodnotit
Gl dobfe diferencovany

G2 stitedné diferencovany

G3 Spatné diferencovany

G4 nediferencovany
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