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Souhrn

Technologie DNA Cipti je v souc¢asné dob€ nejucinnéjsi a nejrozsitenéjsi metodou studia genové exprese. Pocet pra-
ci vyuZzivajicich tuto technologii v poslednich letech exponencidlné nartistd a moznosti jejiho vyuZiti se vyrazn€ posu-
nuly z oblasti experimentalni do oblasti klinické. Ve vyzkumu kolorektalnich karcinomi bylo za poslednich pét let
vyuZzito DNA ¢ipll ve vice neZ Sedesiti studiich. Tyto prace popisovaly schopnost ¢ipti odlisit nidorovou tkan od
zdravé stfevni sliznice, rozdélit nddory podle histopatologického stadia, anatomické lokalizace, mikrosatelitni nesta-
bility, determinovat znaky regionalnich a vzdalenych metastdz v primérnich nadorech, predikovat 1é¢ebnou odpo-
véd aidentifikovat prognostické skupiny pacientil. Srovnatelnost areprodukovatelnost vysledki DNA ¢ipovych stu-
dii bohuZel vyrazné€ ovliviiuje jejich technologickd rozmanitost. Pfesto jsme nalezli nékolik desitek gentl, potencidlnich
markeri kolorektdlni karcinogeneze, jejichZ pozménénd exprese v nddorové tkani byla pozorovéna ve dvou a vice
nezévislych studiich. Slibné vysledky pfinesly prace zaméfené na vyuZiti profilii genové exprese ke stanoveni pro-
gnézy. Primérnd senzitivita predikce relapsu nddorového onemocnéni, vzdalenostni progrese adélky celkového pre-
Ziti pomoci profili genové exprese byla pro vSechny tfi parametry priblizné 80%. Dobré analytické vlastnosti pro-
kazaly DNA Cipy také v predikci 1écebné odpovédi. Klinické vyuZiti profili genové exprese bude znamenat zasadni
krok vedouci smérem k individualizaci 1écby a dispenzarizace pacienti s kolorektdlnimi karcinomy.

Klicova slova: kolorektalni karcinom, DNA ¢ipova technologie, genova exprese, patogeneze, progndza, predik-
ce 1écebné odpovédi

Summary

DNA microarray technology is currently the most effective and widespread technique used for gene expression stu-
dies. Over the last years the number of reports related to this technology exponentially increases and possibilities of
DNA microarrays usage markedly drifted from basic to clinical research. DNA microarrays were used in more than
sixty studies focused on colorectal cancer during last five years. This reports show efficiency of this technology to
distinguish tumor from normal colonic tissue and classify tumors in order to their pathological grade, anatomic loca-
lization and microsatellite status. Subsequent papers demonstrate abilities of gene expression profiles to determina-
te molecular signature of metastatic disease in primary tumors and predict therapy response and disease prognosis.
However, comparability and reproducibility of studies based on DNA microarrays are notably affected by their tech-
nological diversity. Anyway, we found several genes (potential markers of colorectal carcinogenesis) with altered
expression in tumors identified by two or more independent studies. Promising results were reached by gene expres-
sion profiles in prediction of colorectal cancer prognosis. DNA microarrays showed good analytical ability also in
therapy response prediction. Clinical application of gene expression profiles will be the important advance leading
to individualized therapy and dispensarization of patients with colorectal cancer.

Key words: colorectal cancer, DNA microarray technology, gene expression, pathogenesis, prognosis, predicti-
on of therapy response

1. Uvod

Kolorektalni karcinomy (KRK) patfi v Ceské republice
k nejcetn€jSim niddorovym onemocnénim. Posledni publiko-
vana data udévaji jejich ro¢ni incidenci 78 pfipadt a mortali-
tu 41 pripad na 100.000 obyvatel. To nasi zemi fadi na prv-
ni misto v Evropé€ a jedno z pfednich mist ve svété. V 1écbé
tohoto onemocnéni i pfes vzristajici ndklady neni dosahova-
no uspokojivych vysledkil. Progndza pacientl z4avisi nejen na
pouZitych 1é¢ebnych modalitich, ale i na stavu pokrocilosti
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onemocnéni pfi zahdjeni 1é¢by. Klinicky vyzkum se proto
v soucasné dobé zaméfuje na prevenci, v€asnou detekci, opti-
malni selekci pacientll pro adjuvantni chemoterapii a indivi-
dudlni chemoterapeuticky plan zaloZeny na biologickych vlast-
nostech konkrétniho nadoru.

Technologie DNA ¢ipl umoZiiuje ve velmi kratkém Case para-
leln€ monitorovat expresi tisicti gentl, pfipadné cely lidsky
genom na trovni RNA (tedy transkriptom) [1,2]. Diky vyraz-
nym alteracim v expresnich profilech ,,zblaznéné* nidorové



buiiky je idedlni aplikaci pro tuto technologii pravé onkolo-
gicky vyzkum [3]. Posun z oblasti zdkladniho vyzkumu ke kli-
nickému vyuZiti DNA ¢ipli znamenala prace T. R. Goluba
a kol. (1999) publikovana v Science. Pomoci profilli genové
exprese dokdzal odliSit pacienty s akutni myeloidni a akutni
T- a B-lymfoblastickou leukémii [4]. KliCovou préci z hledis-
ka onkologické prognostiky provedla van’t Veerova a kol.
(2002), ktera analyzovala profily genové exprese primdrnich
nadort pacientek s karcinomem prsu a pomoci 70 gentl byla
schopna predikovat metastdzovani novych pacientek s 89%
presnosti [5]. Tato sada genti je v soucasnosti ovéfovana mul-
ticentrickou klinickou studii a ¢eké na svoje uplatnéni v ru-
tinn{ klinické praxi.

Technologie DNA ¢ipti byla béhem polednich sedmi let opa-
kované vyuZivdna rovnéZ ve vyzkumu kolorektdlnich karci-
nomd. Cilem tohoto pfehledu je shrnout nejen nové poznatky
o karcinogennim procesu, kterych bylo pomoci DNA ¢ipové
technologie dosaZeno, ale také vysledky klinickych studii
zaméfenych na progndzu a predikci 1é¢ebné odpovédi KRK
a zhodnotit moZnosti vyuZiti profilti genové exprese k indivi-
dualizaci 1éCby a dispenzarizace pacientt s kolorektalnimi kar-
cinomy [6].

2. Srovnani expresnich profilii nadorové tkané a normal-
ni stfevni sliznice

Doposud nejvétsi mnozstvi DNA ¢ipovych studii bylo zamé-
feno na srovnavani expresnich profili nddorové tkané a k ni
pfiléhajici normalni stfevni sliznice [7-23, 35]. Vystupem
z téchto studii byla vZdy sada geni s pozménénou expresi, na
zakladég které bylo moZzné s urcitou citlivosti rozliSit nidoro-
vou tkdi od normélniho stfevniho epitelu. Byly takto identifi-
kovany stovky novych gend, potencidlnich marker nidorové
transformace, ale bohuZel pfi minimalnim priiniku nalezenych
genovych sad mezi jednotlivymi studiemi.

KdyZ opomeneme zakladni parametry ovliviiujici vdhu studie
jako je napfiklad pocet zkoumanych vzorki [24], podili se na

variabilit€ vysledkt dalsi faktory jako nehomogenni soubory
pacienti, rozdilna kriteria pro kvalitu vstupnfho materialu, vali-
dace vysledku alternativni metodikou, variabilita statistickych
metod, riznd kriteria statistické vyznamnosti nebo tzv. ische-
mické zdrZeni (€as od podvéazani cév do zamraZeni vzorku)
[25-27]. Diky vySe uvedenym faktorim maZeme z velkého
mnoZstvi doposud identifikovanych genli pouze malé mnoz-
stvi povaZzovat za kandidatni geny nddorové transformace.
Vybrané studie srovnavajici profily genové exprese u nadoro-
vé tkdn¢ a normdlniho stfevniho epitelu jsou shrnuty
a charakterizovany v tabulce ¢.1. I pfes rozmanitost ¢ipovych
platforem a nekonzistentnost metodickych postupti se ndim
podaftilo nalézt nékolik desitek genli s pozménénou expresi
identifikovanou ve dvou a vice nezdvislych studiich [28]. Tyto
geny jsou shrnuty s konkrétnimi citacemi a roz¢lenény podle
biologické funkce v tabulce €. 2. U vétSiny z nalezenych genti
byla jiz dfive pozorovdna pozménénd exprese bud pifimo
u KRK nebo u jinych typl nddorovych onemocnéni.

Velkou skupinu z téchto genti tvoii reguldtory buné¢ného cyk-
lu a apoptézy, onkogeny a niddorové supresory. Typickym
reguldtorem bunécného cyklu je CDC25B, ¢len CDC25 fos-
fatazové rodiny, ktery aktivuje cyklin-dependentni kindzu
CDC2 a je proto klicovy pro indukci M-faze bunécného cyk-
Iu, s ¢imZ souvisi jeho onkogenni vlastnosti. ZvySené hladiny
chemokinu a ristového onkogenu GRO-1 strukturné podob-
ného interleukinu 8, byly jiZ asociovany se ztratou kontroly
bunécného cyklu a angiogenezi u melanomu [29] a karcino-
mu prostaty [30]. ZvySena exprese onkogenu MYC, ktery ma
klicovou tdlohou v kontrole bunécné proliferace a diferenciace,
byla pozorovana ve vice neZ 70% KRK [31]. Nartst hladin
onkogenu MYC byl opakované potvrzen pomoci DNA ¢ip.
Onkogen MYC je jednim z cilovych gent regulovanych [-
kateninovym komplexem. B-katenin je ve zdravé tkani inhi-
bovén produktem APC (adenomatous polyposis coli) genu,
jehoz alterace se vyskytuji u vétSiny KRK. Mutované formy
APC genu ztraci schopnost vazat se na B-katenin, ktery mtize

Tabulka ¢. 1: Vybrané ¢ipové studie zaméfené na molekuldrni charakterizaci kolorektilnich karcinomi

Reference | Rok | Cipové platforma | N sond | N genii +/- | Pocet vzorkii | Validace
Srovnani nadorové tkdné a normalni stevni sliznice

Notterman akol. (10) * 2001 Affymetrix GeneChip 6600 19/47 22NSE, 4 AD, 18 KRK RT-PCR
Takemasa a kol. (13) 2001 cDNA microarray 4608 23/36 16 NSE, 16 KRK

Agrawal a kol. (35) 2002 Affymetrix GeneChip 12000 339 10 NSE, 60 KRK NB, TMA
Birkenkamp-Demtroder a kol. (15) 2002 Affymetrix GeneChip 6800 88/70 6 NSE 21 LKRK RT-PCR
Lin akol. (16) * 2002 cDNA microarray (LCM) 23040 50 20NSE, 11 KRK, 9 AD

Williams a kol. (19) 2003 cDNA microarray 9592 57412058 20 NSE, 20 KRK RT-PCR
Bertucci a kol. (20) 2004 cDNA microarray 8074 130/115 23NSE, 22 KRK TMA
Birkenkamp-Demtroder a kol. (22) 2005 Affymetrix GeneChip 7129 80 20 NSE, 25 KRK RT-PCR
Croner a kol. (7) 2005 Affymetrix GeneChip 22284 168/283 10NSE, 10 KRK

Jansové a kol. (8) 2006 cDNA microarray 19008 31/164 18 NSE, 18 KRK RT-PCR
Kolorektalni karcinomy riizné anatomické lokalizace

Bertucci a kol. (20) 2004 cDNA microarray 8074 46 10 LKRK, 9 PKRK TMA
Birkenkamp-Demtroder a kol. (22) 2005 Affymetrix GeneChip 7129 30 15 LKRK, 10 PKRK RT-PCR
Srovnani kolorektalnich karcinomii vzhledem k mikrosatelitni nestabilité

Mori a kol. (38) 2003 cDNA microarray 8064 20 12 MSIK, 29 MSSK RT-PCR
Banerjea a kol. (39) 2004 Affymetrix GeneChip 22284 542 29 MSIK, 104 MSSK RT-PCR
Primérni nddory ve vztahu k rozvoji regionalni a vzdlenostni progrese

Yanagawa a kol. (42) 2001 cDNA microarray (LCM) 9121 40/7 10KRK, 10 HMKRK RT-PCR
Bertucci a kol. (22) 2004 cDNA microarray 8074 46 6 KRKNO, 13KRKNX TMA
Croner akol. (40) 2005 Affymetrix GeneChip 22284 neuvedeno 41 KRKNO, 25KRKNX

* bylo provedeno také srovnani expresnich profilia adenomu a adenokarcinomu

N sond - odpovidd poctu genii detekovatelnych danym cipem; N genit +/- - pocet nalezenych up/down regulovanych genii; LCM - laserovd mikrodisekce; NB - Nothern Blot; TMA - tkd-
fiové microarrays; RT-PCR - reverzné transkriptdzovd PCR; IHC - imunohistochemické metody; NSE - normdlni strevni epitel; KRK - kolorektdlni karcinom; AD - adenom; LKRK -
levostranny KRK; PKRK - pravostranny KRK; MSIK - KRK s mikrosatelitni nestabilitou; MSSK - KRK bez mikrosatelitni nestability; HMKRK - jaterni metastdze KRK; KRKMH - pri-
mdrni KRK metastazujici do jater; KRKNX — primdrni KRK metasazujici do uzlin; KRKNO - primdrni KRK bez postiZeni uzlin
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Tabulka ¢. 2: Geny s rozdilnou expresi v nddorové tkani identifikované minimalné dvémi nezavislymi ¢ipovymi studiemi

GeneBank Symbol Gene Name [dReference
Bunécny cyklus, onkogeny, nadorové supresory, apoptoza

S78187 CDC25B cell division cycle 25B +7,9,10,15,19
X54489 CXCL1 chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (MGSA, GRO-1) +7,9,10,18,19,23
K02276 MYC v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian) +7,10,19,23,35
H74208 BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 (Bcl-2) +19,20
AI800528 BIRCS baculoviral IAP repeat-containing 5 (survivin) +7,19

U33286 CSEIL CSE1 chromosome segregation 1-like (yeast) (CAS) + 10,15

U37518 TNESF10 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10 (TRAIL) - 9,19

U60519 CASP10 caspase 10, apoptosis-related cysteine peptidase - 9,12
Transkripcni faktory

Ul4134 GTF3A general transcription factor IIIA | +10,15

Riistové faktory, cytokiny

M38449 TGFB1 transforming growth factor, beta 1 (Camurati-Engelmann disease) +7,9,15,22
M77349 TGFBI transforming growth factor, beta-induced, 68kDa (BIGH3) +9,10, 14, 15,35
U88323 GDFI15 growth differentiation factor 15 (PLAB, PDF, PTGFB) +18,19

Bunécna signalizace

AF487339 NME1 non-metastatic cells 1, protein (nm23A) +10,11,20,23
M97496 GUCA2A guanylate cyclase activator 2A (guanylin) - 10,15,17
770295 GUCA2B guanylate cyclase activator 2B (uroguanylin) - 15,35
Metabolické enzymy a transportni proteiny

M61832 AHCY S-adenosylhomocysteine hydrolase +7,10,15

726491 COMT catechol-O-methyltransferase - 10,15,17
M10050 FABP] fatty acid binding protein 1, liver - 7,13,15
M33987 CAl carbonic anhydrase - 7,19,22

103037 CA2 carbonic anhydrase II - 1,8,9,13,19,35
M83670 CA4 carbonic anhydrase IV - 7,10, 15,20, 22,35
X04350 ADHIC alcohol dehydrogenase 1C (class I), gamma polypeptide (ADH3) - 7,9,10,35
K01383 MTIA metallothionein 1A (functional) - 7,11,15,19,21, 35
U29091 SELENBP] selenium binding protein 1 - 7,13,15
U14528 SLC26A2 solute carrier family 26, member 2 - 13,35

L02785 SLC26A3 solute carrier family 26, member 3; colon mucosa-associated (DRA) - 10,15,35

Proteiny extracelularni matrix, adhezivni molekuly, angiogeneze

BC054498 COL1A2 collagen, type I, alpha 2 +7,8,13,17,20,35
103040 SPARC secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin) +17,10,19, 20,35
104765 SPP1 secreted phosphoprotein 1 (osteopontin) +10,22,35
M32977 VEGF vascular endothelial growth factor +13,13,40
AJ002550 MMP1 matrix metallopeptidase 1 (interstitial collagenase) +7,14,20,22
AL542407 MMP2 matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, 72kDa gelatinase) +20,22

Al628953 MMP3 matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1, progelatinase) +7,20,22
BC003635 MMP7 matrix metallopeptidase 7 (matrilysin, uterine) +7,20,22,40
AKO075448 MMP11 matrix metallopeptidase 11 (stromelysin 3) +7,20

AA411757 CEACAMI carcinoembryogenic antigen-related molecule I (biliary glycoprotein) - 1015,19

- exprese genu (+ up-regulovany, - down-regulovany) v nddorové tkdni ve srovndni s normdlnim stievnim epitelem

tvotit komplexy s jinymi proteiny, naptiklad TCF (T-cell fac-
tor). TCF/B-kateninovy komplex je spojen s trvalou aktivaci
Whnt signdlni drahy a nasledné zvySenou expresi onkogenu
MYC [31]. DalSim z gent aktivovanych signdlni drahou
TCF/B-katenin je regulator apoptozy a bunééné proliferace
BIRCS (survivin). Survivin je ¢lenem rodiny IAP (inhibitor of
apoptosis protein) a jeho antiapoptoticky icinek je spojen pre-
devsim s vazbou na rizné druhy kaspaz a jejich inhibici [31].
Zvysena hladina antiapoptotického proteinu Bcl-2 zvySuje
u nadorovych bunék schopnost piezivani a jejich rezistenci
vici proapototickym stimul@im, jako je odstranéni rastovych
faktort a glukdzy, hypoxie, antionkogen p53 a chemoterape-
utickd 1écba (je jednim z MDR ,,multi drug resistance* prote-
int) [31]. SniZend exprese byla pozorovana u gend proapo-
ptotickych faktorti jako je TNFSF10 (TRAIL) a kaspaza 10
(CASP10). TRAIL funguje jako induktor apoptdzy specific-
ky v nadorovych buikéach agonizaci receptorit TRAIL-R1
aTRAIL-R2. Jeho sniZend exprese v nadorové tkdni je spojena
s nizsi apoptotickou aktivitou. U kolorektdlnich karcinom-
0 byla zvySena exprese receptoru TRAIL-R1 pozitivné asoci-
ovana s lepSim disease free survival (DFS) a sniZenym rizi-
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kem relapsu onemocnéni [32]. Na skupiné geni spojenych
s buné¢nym cyklem a apopt6zou byl pozorovéan nértist expre-
se predevs§im u gent s antiapoptickym tc¢inkem, naproti tomu
sniZenou expresi vykazovaly geny proapoptotické.

VSechny tfi nalezené geny souvisejici s ristovymi faktory
(TGFBI, TGFBI, GDF15) patfi do proteinové rodiny TGF-f.
Alterace v TGF-f signdlni draze byly u KRK dfive pozorova-
ny predevsim na trovni TGF-[ receptori. Mutace v genu pro
TGF-P receptor II se nachazeji u vétsiny KRK s mikrosatelit-
ni nestabilitou a asi v polovin€ vSech ostatnich. Navic zvySe-
nd hladina proteinu SMADA4, ktery je jednim z intraceluldrnich
transduktorti signdlu TGF- receptort, byla asociovéna se sig-
nifikantné lepsi prognézou KRK, a jeho deficience s neschop-
nosti TGF-f signalni dréhy inhibovat proliferaci v G1-fazi
bunécného cyklu, jiz dfive popsanou u transformovanych
bunék [31].

Gen pro NME1 (nm23), kédujici nukleotid difosfat kindzu,
svlj ndzev ziskal diky sniZené expresi ve vysoce metastatic-
kych nadorovych liniich. Tato inverzni asociace byla potvr-
zena také v klinické studii s KRK nemetastazujicimi a meta-
stazujicimi do jater [32].



Tabulka &. 3: Cipové studie zamé&fené na stanoveni progndzy a predikci 1é¢ebné odpovédi kolorektdlnich karcinomi

Reference | Rok | Cipovi platforma | N sond | N genti +/- | Pocet vzorkii | Validace
Vyuziti mikro¢ipa ke stanoveni prognozy

Wang a kol. (45) Affymetrix GeneChip 22284 23 31 KRKDP, 43 KRKSP

Eschrich a kol. (46) 2005 cDNA microarray 31872 43 30 KRKDP, 45 KRKSP GeneChip
Barrier a kol. (43) 2005 Affymetrix GeneChip 22284 30 9 KRKDP, 9 KRKSP

Arango a kol. (47) 2005 Affymetrix GeneChip 22284 218 15 KRKDP, 10 KRKSP RT-PCR
Vyuiziti mikroCipt k predikci lé¢ebné odpovédi a jeji charakterizaci na molekularni irovni

Mariadason a kol. (48) 2003 cDNA microarray 9216 50 30 KRK bunécnych linii RT-PCR
Inoue a kol. (44) 2004 Affymetrix GeneChip 12000 neuvedeno 12KRK

Arango a kol. (49) 2004 cDNA microarray 9216 neuvedeno 30 KRK bunécnych linif RT-PCR
Ghadimi akol. (51) 2005 cDNA microarray 9984 54 30 KRK RT-PCR
Souza akol. (50) 2005 Affymetrix GeneChip 22284 152/40 bunécnd linie SW-620 RT-PCR
N sond - odpovidd poctu genii detekovatelnych danym cipem; N genii +/- - pocet nalezenych up/down regulovanych genii; RT-PCR - reverzné tran-
skriptdzovd PCR; KRKDP - kolorektdlni karcinomy s dobrou prognozou; KRKSP - kolorektdlni karcinomy se Spatnou prognozou

Dalsi velkou skupinu tvoii geny pro metabolické enzymy
a transportni proteiny. Zmény v metabolickych drahach mast-
nych kyselin a jejich vyznam v karcinogenezi KRK byly vice-
krét popséany [30,33]. U nalezeného genu pro FABP1 byla sni-
Zena exprese jiZ pozorovana a predpoklada se, Ze bude mit
funkci v diferenciaci enterocytd [13]. Ve vétSiné DNA cipo-
vych studii byla pozorovana sniZend exprese alespoii jednoho
metalothioneinu, nejcastéji MT1A. Metalothioneiny (MT) jsou
ubikvitidrni nizkomolekuldrni proteiny s vysokou afinitou
k dvouvaznym kovii. Imunohistochemické studie na KRK pro-
kézaly v souladu s vysledky ¢ipovych analyz signifikantné sni-
Zenou expresi MT, negativné korelujici s klinickym stddiem
onemocnéni a postiZenim lymfatickych uzlin [21]. Casto dis-
kutovanymi markery kolorektalni karcinogeneze jsou karbonat
anhydrazy CA2 a CA4. Karbonat anhydrazy reverzibiln€ hy-
dratuji CO, a jejich sniZen€ hladiny v primarni nddorové tkani
souvisi s mirou aniogeneze, invazivitou KRK (i jinych typl
nadorovych onemocnéni) arozvojem vzdalenych metastaz [34].
Patogeneze nddorové riistu je spojena s prestavbou extracelulér-
ni matrix (ECM), redistribuci adhezivnich molekul a aktivaci
angiogeneze. Pomoci DNA ¢ipové technologie byly nalezeny
pfipadné potvrzeny geny, které s t€mito procesy souvisi. Agra-
wal a kol. (2002) identifikoval na souboru pacienti, ktefi byli
rozdéleni do skupin podle jednotlivych klinickych stidii one-
mocnéni jako hlavni marker progrese kolorekt4lnich karcino-
mil SSP1 (osteopontin). Osteopontin je glykoprotein vazajici
integriny, indukujici antiapoptotické signlni drdhy. Pomér hla-
din osteopontinu v normdlnim stfevnim epitelu (NSE) a KRK
je 1:15, mezi NSE a jaternimi metastdzami KRK je 1:30 [35].
K naristu hladin osteopontinu pravdépodobné dochazi stimu-
laci Wnt signélni drdhy jako u invazivnich mamérnich karci-
nomil, oviem u KRK zpusobené zvysenou hladinou TCF/B-
kateninu nasledkem mutaci v APC genu [32] . Mezi nej¢astéji
prokazané stimulatory nddorové angiogeneze patii VEGF, coz
potvrzujii vysledky n€kterych DNA ¢ipovych studii. Jeho zvy-
Sené hladiny v primdrnim nadoru a v krevnim séru byly opa-
kované pozitivné korelovany s hor$i prognézou nadorovych
onemocnéni véetné KRK. VEGF hraje dileZitou roli pfi tvor-
bé jaternich metastdz, ve kterych uz oviem k jeho zvySené
expresi nedochdzi. Vysvétluje se to hypoxickou indukci expre-
se VEGF v rostoucim primarnim nadoru, kterd v dostatecné
prokrveném jaternim parenchymu neni pfitomna [32]. Matrix
metaloproteindzy (MMP-1,-2,-3,-7,-11) maji komplexni tlohu
v procesu nadorového riistu a metastazovani, jejich zvysené
hladiny byly castokrt nalezeny v souvislosti s invazivitou
ametastatickym potencidlem riznych typti nidort véetné KRK.
Degradaci bazalnich membran kompartmentovych systémi
ovliviiuji nejen invazi nadoru do bezprostiedniho okoli nebo
intra- a extravazaci nddorovych bunék, ale také migraci bunék
v misté tvorby vzdilenych metastdz. Hraji vyznamnou tlohu
Vv procesu angiogeneze, a to vytvarenim prostoru pro nove vzni-
kajici cévy, podporou mobility endotelii a invazi bunék nddo-
ri do cév. ZvySené hladiny matrix metaloproteindz u KRK jsou

v souladu s jejich biologickou funkei [32]. Castokrét popiso-
vany narast v expresi kolagenu typu I. (COL1A?2), jehoZ exprese
je omezena pouze na fibroblasty, potvrzuje pfedchozi pozoro-
véni epitelo-mezenchymadlnich interakci u karcinom prostaty,
kde mély zasadni vliv na chovini nddorovych bunék, predev-
§im jejich vlastnosti spojené s progresi a invazivitou [36].
DNA ¢ipové studie prokdzaly schopnost odliSit nidorovou tkan
od normélniho stfevniho epitelu na zakladé rozdilnych profi-
1 genové exprese. Vysledky téchto studii koreluji se soucas-
nymi znalostmi molekularné biologické podstaty kolorektal-
nich karcinom a obohacuji je o nové poznatky.

3. Kolorektalni karcinomy rizné anatomické lokalizace
Mnoho epidemiologickych, morfologickych a molekularné
biologickych pozorovani svéd¢i pro odliSnosti v karcinogene-
zi sporadickych KRK v zdvislosti na jejich anatomické loka-
lizaci. Karcinomy levého a pravého colon mohou tvofit roz-
dilné skupiny nidori diky svému rozliSnému embryonalnimu
puvodu a diky tomu, Ze jsou vystaveny riznému stievnimu
obsahu. Pravostranné kolorektdlni karcinomy (PKRK) se ¢as-
téji vyskytuji u Zen, zatimco levostranné (LKRK) jsou béz-
néjsi u muzi. PKRK a LKRK se také rozdilné klinicky mani-
festuji a maji rozdilnou prognézu [37]. PfestoZe maji PKRK
vetsi primér a jsou hife diferencované, vyznacuji se pfizni-
vé&jSi progndzou a jsou spojeny se signifikantné lepsi lé¢ebnou
odpovédi na 5-fluorouracil [15].

Studii zaméfenou pouze na porovnani LKRK a PKRK vcetné
pfilehlého stfevniho epitelu (NSE) provedla Birkenkamp-
Demtroderovd akol. (2005). Alterace v genové expresi nalez-
la u 186 gent v levostrannych a 118 genl v pravostrannych
KRK. Levostranné KRK vykazovaly vii¢i pravostrannym sig-
nifikantné niZ8i expresi cytokeratint 8, 19 a 20, vyssi exprese
byla pozorovana u cyklooxygendzy 2 (COX2), caldesmonu 1
a transgelinu 11 [22].

Je ziejmé, Ze rozdily v genové expresi mezi levostrannymi a pr-
avostrannymi KRK existuji, a pravdépodobné budou mit
souvislost s jejich rozdilnym vyvojem a prognézou onemoc-
néni. Nalézt mechanizmus odpovédny za lepsi lé¢ebnou odpo-
véd PKRK na 5-fluorouracil a pfesnéji charakterizovat LKRK
a PKRK a jejich rozdily na molekulédrni trovni sou¢asny stav
znalosti bohuZel neumoziiuje. Lokalizace KRK by se v budouc-
nosti mohla stat dileZitym prognostickym a prediktivnim fak-
torem pii navrhovani individuélniho terapeutického planu.

4. Srovnani kolorektalnich karcinomii vzhledem k mikro-
satelitni nestabilité

Pfiblizn€ 90% hereditarnich nepolypdznich kolorektdlnich
karcinomt (HNPCC) a 20% sporadickych KRK vykazuje tzv.
mikrosatelitni nestabilitu (MSI). Cetné alterace mikrosatelitii
kratkych repetitivnich sekvenci DNA v priibéhu celého geno-
mu jsou zplisobeny replika¢nimi chybami DNA polymerazy,
které vznikaji béhem vyvoje tumoru a nebyly adekvatnim zpt-
sobem opraveny. Nadory vykazujici mikrosatelitni nestabili-
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tu vét§inou nejsou spojeny s mutacemi onkogenu RAS a nado-
rového supresoru p53, maji lepSi prognézu a 1é¢ebnou odpo-
véd a jejich expresni profily jsou odlisné od nadortt MSI-.
Mori a kol. (2003) zjiStoval vliv mikrosatelitni nestability
na profily genové exprese a srovndval jeho vyznamnost s jiny-
mi molekuldrnimi (status p53, mutace k-RAS, MLH1, MSH2)
a klinickymi charakteristikami (lokalizace, grade, v€k, pohla-
vi, klinické stddium) pomoci vicerozmérné statistické analy-
zy PCA (analyza hlavnich komponent). Z nalezenych kom-
ponent korelujicich s molekularnimi a klinickymi vlastnostmi
meéla nejveétsi vliv na variabilitu expresnich profilh kompo-
nenta schopna signifikantn€ odlisit fenotyp MSI+ od MSI- (p <
0,0001). Pomoci této komponenty bylo mozZné statisticky
vyznamné rozliSit také anatomickou lokalizaci nddoru a histo-
lopatologicky grade, které byly jiZ dfive se stavem MSI aso-
ciovany. Néddory s fenotypem MSI+ byly méné diferencova-
né a byly lokalizovany napravo. Nékolik geni tvoficich tuto
komponentu bylo jiZ dfive v souvislosti s MSI zkoumano nebo
potvrzeno. Napfiklad sniZend exprese genu MLHI, ktery je
soucasti systému zodpovédného za opravy chybného parova-
ni bazi, proapoptotického genu BAX nebo zvysena exprese
gent pro glykoproteiny mucin 1 a mucin 5 [38]. Dalsi speci-
fickou vlastnosti MSI+ nddort je Castd infiltrace lymfocyty.
Lymfocyty infiltrujici nddorovy epitel (IELs) jsou pievazné
cytotoxické, aktivované a uvoliuji mediitory bunéné smrti.
Fenotyp apoptotickych MSI+ je spojen se zvySenou apoptic-
kou aktivitou, ale souvislost mezi IELs a apoptdzou zatim
nebyla prokazina. Néktefi se domnivaji, Ze IELs je pouze
sekundérni jev bez jakékoliv biologické relevance. DNA ¢ipo-
vé studie provedend Banerjeem a kol. (2004) spiSe potvrzuje
imunogenni vlastnosti KRK s mikrosatelitni nestabilitou. Zvy-
Send exprese velkého mnoZstvi genli prozanétlivych faktori
(interleukin 8 a 18, granulysin, HSP70, HSP110) a apoptotic-
kych genti (TNF induced protein, TRAIL), svéd¢i pro spojeni
IELs s aktivni imunitni odpovédi [39]. Folow-up analyzy
potvrdily lepsi celkové preZiti u pacienti s timto typem nddo-
ru. Dal3i mozné vysvétleni lepsi prognézy pacientli s KRK
fenotypu MSI+ a jejich zvySené apoptotické aktivity vychazi
zkoncepce tzv. ,,oslabené malignity*, kterd je zaloZena na pied-
pokladu, Ze akumulace chyb zpiisobenych Spatnym péarova-
nim bazi miZe pfekonat sviij karcinogenni potencidl a v dasled-
ku oslabit Zivotaschopnost nddorovych bunék [39]. ZvySend
apoptoticka aktivita naddorit s MSI+ fenotypem bude ovSem
ovlivnéna spiSe obéma vySe uvedenymi mechanizmy nez
vyhradné jednim z nich .

5. Primarni nadory ve vztahu Kk rozvoji regionalni
a vzdalenostni progrese

V soucasné dobg se piedpokladd, Ze schopnost metastizovani
ziskava pouze mald subpopulace bun€k primarniho nadoru
somatickymi mutacemi béhem nadorového riistu, odhadem
méné neZ jedna na 10 milion nddorovych bunék. Tuto pred-
stavu o ojedinélych metastatickych buiikdch v mase primarni-
ho nddoru zpochybnila zdsadni praice Ramaswamy akol. (2002).
Identifikovala skupinu 128 genti asociovanych s metastatickou
tkéni, které ji odliSovaly od tkdné primarniho nddoru. Tento
metastaticky genovy profil byl ov§em pfitomen také v nékte-
rych testovacich primarnich nadorech, které byly chybné iden-
tifikovény jako metastatické loZisko. Na dalSich 279 primérnich
adenokarcinomech riizného pivodu byl metastaticky genovy
profil signifikantné asociovén s niddory, u kterych doslo k roz-
voji metastdz a mély hor$i prognézu. Ramaswamy formulova-
la hypotézu, Ze program genové exprese metastatického one-
mocnéni miZe byt piitomen jiZ v molekuldrni vybavé primarniho
nadoru, a proto identifikovatelny v dobé diagnézy [36].
PostiZeni regionélnich lymfatickych uzlin je jednim z nejdale-
ZitéjSich prognostickych faktorit KRK a kli¢ovym kriteriem
klinickych klasifika¢nich systému. Jejich pfedoperac¢ni dia-
gnostika ma vyznam pro indikaci neoadjuvantni chemoradio-
terapie u rektalnich karcinomi a radikalitu chirurgického zakro-
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ku. Bohuzel citlivost standardnich zobrazovacich metod (CT,
PET) se pohybuje pouze mezi 50 a 60%. Bertucci a kol. (2004)
identifikoval sadu 46 genii se statisticky vyznamné rozdilnou
expresi v priméarnich nidorech spojenych s metastatickym posti-
Zenim regionalnich uzlin. Tato sada genil souvisela také s relap-
sem nadorového onemocnéni [20]. Na klinické vyuZiti ¢ipové
technologie v diagnostice postiZeni regiondlnich uzlin se zamé-
fil Croner akol. (2005) . Srovnéval schopnost pfedoperacni pre-
dikce regionalnich metastdz pomoci expresnich profilil a kon-
venc¢nich zobrazovacich metod. Po doplnéni vysledkt Cipové
studie ke standardnim diagnostickym algoritmiim se jejich sen-
zitivita zvySila piibliZn€ o 12% [40]. Pfitomnost molekuldrni-
ho profilu spojeného s rozvojem jaternich metastdz v priméar-
nich KRK ovéfoval Li a kol. (2004). Identifikoval soubor 429
genil se signifikantné rozdilnou expresi mezi nidory nemeta-
stazujicimi a metastazujicimi do jater [41].

U studii s pokrocilymi kolorektilnimi karcinomy bohuzel neni
moZné rozlisit jestli k alteracim v jejich expresnich profilech
doslo v ¢asnych nebo pozdnich stadiich karcinogeneze. Proto
jejich klinické vyuZiti pro prognézu a predikci diseminace je di-
skutabilni. K relevantnim vysledkiim by bylo moZné dospét pou-
ze pomoci velkého soubor prospektivng sledovanych pacientt.

6. Vyuziti mikroc¢ipt ke stanoveni prognézy

Prognosticky odliSné skupiny pacientid s kolorektalnimi
karcinomy se v sou€asnosti vymezuji na zdkladé¢ histologické
klasifikace, gradingu, klinického rozsahu a ojedinélych mole-
kuldrnich markert. Tyto faktory jsou pro chirurgicky vyléce-
né pacienty rozhodujici z hlediska indikace adjuvantni che-
moterapie. Jejich prediktivni sila ovSem neni dostatecnd
a25-30% pacientd v klinickém stddiu (déle jen stadiu) Dukes
B umira do péti let na relaps nidorového onemocnéni. Racio-
ndlni pfistup k indikaci adjuvantni 1é¢by nabizi molekularni
charakterizace této vysoce rizikové podskupiny pomoci tech-
nologie DNA c¢ipi.

Nadéjné vysledky prinesla studie zaméfend na hled4ni novych
prognostickych markert relapsu onemocnéni vyuZitim
oligonukleotidovych mikro¢ipti Affymetrix U133a. Na sou-
boru 74 pacientl ve stadiu Dukes B byla identifikovana sada
23 geni, kterd na nezavislém valida¢nim souboru 36 pacien-
ti predikovala relaps s presnosti 78% [45].

DNA mikrocipy byly pouZity k vytvofeni molekuldrniho sta-
gingu KRK, ktery mél vyrazn€ vyssi prognosticky potencidl
nez standardni Dukesova klasifikace [46]. Pro 78 vzork kolo-
rektalnich karcinomu byly ziskany expresni profily, z nichZ se
pomociklastrové analyzy podafilo identifikovat sadu 43 gent,
kterd umoZiiovala nezdvisle na klinické klasifikaci rozdélit
pacienty na dvé prognostické skupiny ve vztahu k celkovému
preZiti. Pri cross-validaci byla tato sada gentl, obsahujici mimo
jiné také geny pro osteopontin a neuregulin, schopné predpo-
védét 36 mesicni preZiti s presnosti 90% (p<0,001). Na zakla-
dé molekularni klasifikace byla navic ze skupiny pacientt ve
stadiu Dukes B vyc¢lenéna podskupina, kterd méla hor$i pro-
gnoézu neZ ¢ast pacientd ve stddiu Dukes C. Prognosticka sila
této skupiny gent byla validovdna na nezavislé skupiné 95
pacientli z jiné neZ testovaci populace s vyuZitim rozdilné ¢ipo-
vé platformy. Konverze mezi jednotlivymi technologiemi zna-
menala redukci genové sady z 43 na 26 gent a jeji schopnost
predikce 36 mési¢niho pieZiti byla 78 % [46]. Pro dobrou repro-
dukovatelnost a vysoky prognosticky potencidl tohoto soubo-
ru gent svéd¢i nejen zachovani vysoké predikeni sily pfi vali-
daci na velkém souboru jiné populace pfi pouZiti jiné Cipové
technologie, ale také vyskyt gent jiz diive asociovanych s pro-
gresi onemocnéni v tomto souboru.

Retrospektivni studii zaméfenou na predikci relapsu onemoc-
néni provedl na souboru 25 pacient klinického stddia Dukes
C, u kterych byl jedinou lé¢ebnou modalitou radikalni chirur-
gicky zakrok Arango a kol. (2005). Je to jedind prace, ve kte-
ré byla vstupnim materidlem RNA izolovana z tkani fixova-
nych ve formalinu a uloZenych v parafinovych bloccich



(FFPE). Podminkou studii zaloZenych na FFPE je dtikladna
kontrola kvality vstupniho materidlu (u této studie znamenala
redukci z 91 na 25 vzorki). Ziskany klasifikator tvofeny 17
geny byl schopny pfi cross-validaci spravné zaradit 88% paci-
entd a rozdélit je z hlediska dlouhodobého DFS na hladiné
pravdépodobnosti (p < 0,0001) [47]. Tato prace dokazuje, Ze
je mozné provadeét retrospektivni ¢ipové studie zaloZené na
formalinem fixovanych tkdnich, ale musi byt dodrZena piisna
kriteria pro kontrolu kvality vstupniho materialu.

7. Vyuziti mikro¢ipu k predikci 1é¢ebné odpovédi a jeji
molekularni charakterizaci

Soucasnd klinickd onkologie stavi na vysledcich
randomizovanych klinickych studii a za 1écebny standard je
pfijiman statisticky nejlepsi Iécebny postup. Pfitom se nebere
ohled na skutec¢nost, Ze i chemoterapie dosahujici statisticky
horstho vysledku maZe byt individudlng€ uc¢innéjsi. Soucasné
moZnosti prediktivni onkologie bohuZel nenabizeji dostatec-
né senzitivni testy schopné predikovat 1é¢ebnou odpovéd
v rutinni klinické praxi. Doposud provadéné testovani ojedi-
nélych napf. metabolickych markera cytostatik jako je tymi-
dylat syntdza (TS), tymidin fosforyldza (TP) a dihydropyri-
midin dehydrogenaza (DPD), se ukdzalo jako nedostate¢né
uc¢inné. Hned prvni DNA ¢ipové studie na buné¢nych liniich
kolorektélnich karcinomu potvrdily, Ze mechanizmus nad-
orové rezistence je znacné komplexnéjéi problém, kdyz rizné
cytostatika indukovala expresi fadove aZ stovek genti [48, 49].
Nejcast¢ji zkoumanym cytostatikem je 5-fluorouracil (5-FU),
ktery pfestoZe je spolecné s leukovorinem lécbou prvé volby
pfi adjuvantni chemoterapii kolorektalnich karcinomt, ma
1é¢ebny efekt pouze u piiblizné 20% pacientli. Mariadason
a kol. (2003) identifikoval 50 gent korelujicich s apoptézou
indukovanou ucinkem 5-FU na 30 bunécnych liniich KRK.
Tento soubor genil byl schopny predikovat 1é¢ebnou odpovéd
signifikantné u¢inné&ji neZ pouzivané prediktory jako jsou TS,
TP, DPD, status p53 nebo mikrosatelitni nestabilita [48].
Inhibitor topoizomerazy I, irinotekan se indikuje samostatné
u 5-FU rezistentnich pacientll nebo v kombinaci s 5-FU
aleukovorinem (rezim FOLFIRI) pri 1écbé pokrocilého KRK.
Nové mechanizmy tG¢inku irinotekanu (jeho aktivniho deriva-
tu SN-38) byly studoviny na bunécné linii SW-620. Indukce
vice neZ dvojndsobné zmény exprese byla pozorovana u 192
gent [50].

Dals$im lékem pouZivanym v kombinaci s 5-FU a leukovori-
nem je oxaliplatina (reZim FOLFOX). Vystaveni nddorovych
bunék ucinku oxaliplatiny vede k zablokovani G2/M ptecho-
du bunécného cyklu a indukci apoptézy. Na 30 KRK bunéc-
nych liniich nalezl Arango akol. (2004) soubor gentl, mj. obsa-
hujici geny zapojené do apoptézy a oprav DNA, schopny
predikovat 1é¢ebnou odpovéd na oxaliplatinu s vyS$si senziti-
vitou neZ mutacni status p53. Schopnost predikce pfi cross-
validaci byla statisticky vyznamna na hladiné pravdépodob-
nosti p=0,002 [49].

Doposud jedinou klinickou studii zaméfenou na predikci 1é¢eb-
né odpovédi na neoadjuvantni chemoradioterapii pomoci DNA
¢ipt provedl Ghadimi a kol. (2005) na souboru 30 pacientt
s lokalné pokrocilymi karcinomy rekta. Nalezl 54 genovy pre-
diktor Iécebné odpovédi, ktery ovéfil na valida¢ni skupiné paci-
enttl s citlivosti 78% a specifitou 86% [51]. Vysledky této stu-
die naznaCuji vysoky potencidl technologie DNA cipt
v predikci 1é¢ebné odpovédi u kolorektalnich karcinomi do
budoucna.

8. Souhrn - Kklinické vyuziti mikrocipové technologie
u pacienti s kolorektalnimi karcinomy

DNA ¢ipové studie prokdzaly schopnost odli§it nddorovou tkan
od normélniho stfevniho epitelu na zékladé rozdilnych profi-
1t genové exprese, a vysledky téchto studii koreluji se sou-
¢asnymi znalostmi molekularné biologické podstaty KRK
a obohacuji je o nové poznatky. Profily genové exprese pod-
pofily hypotézu o rozdilném mechanizmu karcinogeneze v levé

a pravé Casti tlustého stfeva a vyznam anatomické lokalizace
nadoru pro prognézu onemocnéni a predikci lé¢ebné odpoveé-
di. KRK byly molekularné charakterizovany z hlediska mik-
rosatelitni nestability. V karcinogennim procesu nadortt MSI-
a MSI+ byly identifikovany rozdily, které koreluji s anato-
mickou lokalizaci nddoru. Nadory MSI+ jsou pfevazné pra-
vostranné a maji leps§i prognézou. V primarnich nadorech se
podaftilo identifikovat znaky regiondlnich a vzdalenych
metastdz. Primérnd senzitivita predikce relapsu nidorového
onemocnéni a délky celkového preziti byla u obou parametril
priblizn€ 80%. Vyzkum predikce 1é¢ebné odpovédi byl dopo-
sud provadén predevsim na buné¢nych liniich a DNA Cipy zde
prokézaly velice dobré analytické vlastnosti.

Obrazek 1.: Navrh doplnéného diagnostického schématu pacientu s kolo-
rektdlnim karcinomem

Makroskopickd diagnostika
Endoskopie, USG, CT,

B10p51e nadorove tkané
MRI PET

N\

Patologicky staging
pTNM, grade, IHC

Serum Molekulérni staging

IV

Nadorové Proteomické Metodika PCR
markery metody Mikrosatelitni nestabili-
CEA, CA19-9 (SELDI ta APC, DCC,
protein Chip) k-RAS, p53

]

Molekularni charakterizace
nadoru KRK mikro¢ipem

INDIVIDUALIZACE LECBY

A DISPENZARIZACE PACIENTA

Vysledky DNA Cipovych studii spolené se souCasnymi poznat-
ky o molekuldrni biologii nddort by v budoucnu mohly slouZit
knavrZeni specifického KRK nizkohustotniho DNA ¢ipu, schop-
ného molekuldrné charakterizovat dany néador a to pfedevsim
zhlediska jeho invazivnich vlastnosti, metastatického potencia-
lu a rezistence na béZné pouZivana cytostatika. Ziskany expres-
ni profil by zapojenim do standardniho diagnostického schéma-
tu(vizobr. ¢. 1) umoZiioval spolecné s proteomickymi metodami
aostatnimi pouZivanymi diagnostickymi kriterii presnéjsi staging
vice korelujici s klinickym stavem pacienta a biologii nadoru,
odhad pravdépodobnosti relapsu onemocnéni a parametru celko-
vého preziti a citlivosti nadorovych bunék k riznym chemotera-
peutickymrezimm. Klinické vyuZiti profili genové exprese bude
znamenat zasadni krok vedouci smérem k individualizaci 1écby
a dispenzarizace pacientt s kolorektalnimi karcinomy.

Podékovani 3
Prace byla podpoiena grantem IGA MZ CR NR/9076 - 4.
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