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Vy‰etfiili jsme pfiedoperaãní vzorky kostní dfienû a systémové krve od 160 pacientÛ operovan˘ch ve FN Olomouc pro kolo-

rektální karcinom (ãtyfiicet pacientÛ od kaÏdého klinického stadia dle Dukese) na míru exprese CEA a EGFR.

Z v˘sledkÛ vypl˘vá, Ïe CEA je vhodnûj‰ím markerem neÏ EGFR. Rozdíly zji‰tûné v jednotliv˘ch statistick˘ch anal˘zách,

kde jsme porovnávali vztah mezi expresí EGFR a CEA s klinickopatologick˘mi charakteristikami nemoci, v‰ak nejsou pfiíli‰

v˘razné. Fyziologická exprese EGFR je navíc velmi vysoká v kostní dfieni (vy‰‰í neÏ 20 000 kopií/µg RNA), coÏ znaãnû ome-

zuje pouÏití EGFR jako markeru nádorov˘ch bunûk v kostní dfieni. Av‰ak v systémové krvi zdrav˘ch jedincÛ je jeho exprese níz-

ká, dokonce niÏ‰í neÏ v pfiípadû CEA (49 vs. 83 kopií/µg RNA), EGFR je tak potencionálním markerem nádorov˘ch bunûk

v systémové krvi. Pfii korelaãní anal˘ze exprese EGFR vs. CEA v krvi a kostní dfieni pacientÛ jsme Ïádnou souvislost nenalezli.

Zdá se, Ïe stoprocentnû senzitivní a specifick˘ marker nádorov˘ch bunûk se nám nalézt nepodafií, ale podafií se sestavit kom-

binace nûkolika rÛzn˘ch markerÛ tak, abychom se dobrali optimálního v˘sledku. V hledání a ovûfiování dal‰ích potencionálních

markerÛ budeme pokraãovat i nadále.

Práce na tomto projektu je podporována granty MSM6198959216, IGA MZCR NR/7804-5 a MPO 1H-PK/45.
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Úvod
Dihydropyrimidin dehydrogenasa (DHPD) je iniciálním a „rate-limiting“ enzymem odpovûdn˘m za katabolismus protiná-

dorového léku 5-fluorouracilu, zapojen˘m v tfiístupÀové katabolické dráze uracilu a thyminu vedoucí ke tvorbû beta-alaninu

a beta-aminoisomáselné kyseliny. V̆ znamná jaterní a renální eliminace 5-fluorouracilu zpÛsobuje, Ïe pouze minimální mnoÏství

podané látky je ve vlastním tumoru k dispozici pro biotransformaci na fluoropyrimidinnukleotidy, jelikoÏ 10-20% látky se vylou-

ãí v nezmûnûné podobû moãí a cca 80% podané látky je metabolizováno pfieváÏnû v játrech na 5-fluorodihydrouracil. Klinické

odezvy na lék b˘vají pomûrnû nízké (cca 20-40%), zãásti z dÛvodÛ úzkého terapeutického rozpûtí a nelineární kinetiky léãiva.

To vede k tomu, Ïe je obtíÏné dosáhnout klinické odezvy bez navození v˘znamné systémové toxicity. V populaci vykazuje akti-

vita DPD v˘raznou variabilitu (my‰lena jaterní aktivita enzymu, tj. ta, která je dominantnû odpovûdná za katabolismus). PfiibliÏ-

nû 3-5% má aktivitu tohoto enzymu redukovanou. SníÏená aktivita DPD resultuje v závaÏnou gastrointestinální, hematologickou

a neurologickou toxicitu u pacientÛ léãen˘ch 5-fluorouracilem. V literatufie je doposud popsáno asi 20 pfiípadÛ tûÏk˘ch projevÛ

toxicity 5-FU dan˘ch sníÏenou aktivitou DPD. Léãení tûchto pacientÛ je nákladné a navíc, takové neÏádoucí reakce sniÏují com-

pliance pacienta s dal‰í chemoterapeutickou léãbou. Farmakokineticky se sníÏená aktivita DPD projevuje zv˘‰ením eliminaãní-

ho poloãasu z 8 aÏ na 160 min a systémová clearance léãiva klesne na hodnoty 70 ml/min/m2 (normální hodnota je 594 198

ml/min/m2). Molekulární studie ukázaly, Ïe incidence mutace G>A v exonu 14 vedoucí k pfieskoãení 165 bp exonu je 1 : 270,

z ãehoÏ plyne, Ïe k vysvûtlení molekulární podstaty DPD deficience bude tfieba identifikovat dal‰í mutace. JelikoÏ fiada z pozo-

rovan˘ch zmûn má charakter tzv. SNP (single nucleotide polymorphism), které se pfiímo neodráÏejí ve sníÏené aktivitû DPD, nel-

ze zatím nahradit fenotypické sledování aktivity DPD jednodu‰‰ím postupem molekulární genetiky.

Cíl studie
Prospektivní zhodnocení farmakogeneticky determinované interindividuální variability klinick˘ch projevÛ toxicity a dosaÏe-

n˘ch léãebn˘ch v˘sledkÛ u pacientÛ léãen˘ch 5-fluorouracilem. Cílem je vyhodnotit a pfiípadnû korelovat v˘sledky získané mole-

kulární anal˘zou vybran˘ch mutací DPD, farmakokinetick˘m monitorováním 5-FU a vy‰etfiením renální exkrece thyminu. Sou-

bûÏnû s laboratorní ãástí jsou prospektivnû zaznamenávány a vyhodnocovány klinické aspekty léãby, tedy její efektivita a neÏá-

doucí úãinky.

Metodika
1. molekulárnû-genetické vy‰etfiení genu pro DHPD pomocí jeho sekvenace: se provádí z genomové DNA izolované z leu-

kocytÛ periferní krve pfied zahájením terapie

2. stanovení základních farmakokinetick˘ch parametrÛ 5-FU: primární sledovanou veliãinou je plocha pod kfiivkou (AUC)

vypoãítaná z namûfien˘ch plazmatick˘ch hladin 5-FU a jeho metabolitu 5-DHFU u jednotliv˘ch pacientÛ. Odbûry jsou

provedeny v pfiedem stanoven˘ch ãasov˘ch intervalech v závislosti na zvoleném chemoterapeutickém reÏimu. Plasma-
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tické koncentrace 5-FU a 5-DHFU se stanovují HPLC. Vlastní farmakokinetick˘ v˘poãet je provádûn pomocí software

MW/PHARM verze 3.02.

3. vy‰etfiení renální exkrece thyminu: Biochemick˘ fenotyp poruchy DHPD tkví ve zv˘‰ené exkreci thyminu, uracilu a 5-

hydroxymethyluracilu. Vy‰etfiení renální exkrece thyminu se provádí v moãi odebrané pfied zahájením terapie metodou

GCMS.

V˘bûr pacientÛ
Do studie jsou zafiazováni pacienti léãení chemoterapeutick˘m reÏimem obsahujícím 5-FU, a to buì v kontinuálním nebo

bolusovém podání.

Obû skupiny budou hodnoceny samostatnû:

a) reÏim s bolusov˘m podání 5-FU, modifikace Mayo: leukovorin 20 mg/m2 i.v. bolus D1-5, 5-FU 425 mg/m2 i.v. bolus D1-

5, interval 28 dnÛ

b) reÏim s kontinuálním podáváním 5-FU v reÏimu dle deGramonta: leukovorin 200 mg/m2, inf./2hod, 5-FU 400 mg/m2 i.v.

bolus, 5-FU 600 mg/m2 i.v. inf./22 hod, v‰e den 1,2, interval 14 dní)

PrÛbûÏné v˘sledky
V období 12/2004 – 9/2005 bylo do studie zafiazeno 68 pacientÛ

klinická data k dispozici u n = 68

z toho ≥60 let n = 29

farmakokinetické odbûry n = 68

z toho doposud zanalyzováno n = 48

odbûry k anal˘ze DNA n = 67

sekvenace provedena n = 25

odbûry ke stanovení exkrece thyminu v moãi n = 67

PrÛbûÏné závûry
Cel˘ projekt je nároãn˘ pfiedev‰ím na organizaci, zejména správné naãasování farmakokinetick˘ch odbûrÛ, na jejichÏ hod-

notách závisí následné kalkulované farmakokinetické parametry (AUC, Cmax atd.):

a) Mayo reÏim, správné ãasování odbûrÛ: b) Mayo reÏim, chybné ãasování odbûrÛ:

c) DeGramont, správné ãasování odbûrÛ: d) DeGramont, chybné ãasování odbûrÛ:
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PrÛbûÏné závûry
Pfii anal˘ze farmakokinetick˘ch parametrÛ jeví pomûr hodnot AUC 5-FU/DHFU znaãnou korelaci se skuteãnou tolerancí léã-

by.

U reÏimu s bolusov˘m 5-FU jsou hladiny AUC 5-FU i 5,6-DHFU pfiekvapivû v˘raznû vy‰‰í neÏ u kontinuálního podání

Anal˘za DNA sekvenací je provádûna selektivnû, v˘bûr pacientÛ se provádí na základû pomûrÛ hodnot AUC 5-FU/DHFU

v korelaci s klinick˘ch projevy v˘raznûj‰í toxicity. Doposud jsme nezaznamenali záchyt parciálního deficitu DHPD u pacientÛ.

V˘znam genotypizace jednonukleotidov˘ch polymorfismÛ genÛ ERCC1,
ERCC2, XRCC1, XRCC3, CCND1 a MDR1 pro pfiedpovûì léãebné odpovûdi
a hematologické toxicity chemoterapie nemalobunûãného karcinomu plic.
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Úvod
Jednonukleotidové polymorfismy (SNP) genÛ opravujících po‰kození DNA mají v˘znam pro predikci léãebné odpovûdi

u nemalobunûãn˘ch karcinomÛ plic, karcinom hlavy a krku, pokroãil˘ch karcinomÛ mléãné Ïlázy a kolorektálních karcinomÛ.

Polymorfismy gen pro MDR1 a CCND1 mají dle nûkter˘ch zpráv rovnûÏ v˘znam pro pfiedpovûì léãebné odpovûdi a krevní toxi-

city. Cílem na‰í studie tyto posoudit v˘znam SNP, jejich variant a kombinací pro pfiedpovûì úãinnosti a krevní toxicity rÛzn˘ch

kombinací cytostatik u NSCLC.

Materiál a metodika
SNP byly vy‰etfiovány z DNA izolované z periferní krve nemocn˘ch s pouÏitím cysling-gradient kapilární elektroforézy a stan-

dardní DNA sekvenací produkce PCR. Vy‰etfiovali jsme ERCC1 Asn118Asn (CT), ERCC2-1 Lys751Gln (AC), ERCC2-2

Asp312Asn (GA), XRCC1 Arg399Gln (GA), CCND1 A870G, MDR-1 C3435T a XRCC3 Thr241Met (CT). V na‰em souboru

nemocn˘ch byli nemocní s ovûfien˘m NSCLC léãení v roce 2006 chemoterapií, u kter˘ch byla vyhodnocena léãebná odpovûì

i krevní toxicita urãité chemoterapie. Kategorizace pacientÛ byla podle toho, zda dostávali cisplatinu nebo karboplatinu, druhé

dûlení, bez ohledu na uÏit˘ platinov˘ derivát, podle toho, zda dostávali gemcitabin, nebo taxany/vinorelbin.

V˘sledky
Vyhodnotili jsme 80 nemocn˘ch, 57 muÏÛ, 23 Ïen, prÛmûrného vûku 59,9 let, vûkové rozmezí 27 – 78 let. Typy nádorÛ – epi-

dermoidní karcinom 38 pacientÛ, adenokarcinom u 33, anaplastick˘ u 7, smí‰en˘ u jednoho a blíÏe neurãen˘ u jednoho pacien-

ta. Tfii nemocní mûli stádium nemoci IIB, pût st. IIIA, 36 st. IIIB a 36 st. IV.

Frekvence léãebn˘ch odpovûdí na kombinace obsahující cisplatin nebo karboplatin se statisticky v˘znamnû neli‰ily, nebyly

zji‰tûny rozdíly v odpovûdi ani mezi schematy obsahujícími gemcitabin nebo taxany/vinorelbin. Krevní toxicita byla v˘znamnû

niÏ‰í u kombinací obsahující taxany/vinorelbin.

Léãebné odpovûdi se vyskytly ãastûji u nemocn˘ch s projevy leukotoxicity ve srovnání s pacienty s polékov˘mi anemiemi

a nebo trombocytopeniemi. Jako statisticky v˘znamné prediktory léãebné odpovûdi se prokázaly nûkteré varianty genu ERCC1,

XRCC1, XRCC3, MDR-1 a CCND1 a prediktory polékové krevní toxicity se ukázaly nûkteré varianty genu MDR-1.

Závûr
Jednonukleotidové polymorfismy genÛ opravujících po‰kození DNA chemoterapií a geny pro MDR-1 a CCND1 mohou

u nemocn˘ch s nemalobunûãn˘mi karcinomy plic slouÏit jako prediktory úãinné chemoterapie. Mohou pfiispût k volbû mezi sche-

maty obsahujícími cisplatinu nebo karboplatinu, a mezi schematy obsahujícími gemcitabin nebo taxany/vinorelbin. Variace genÛ

pro MDR-1 mohou pomoci pfiedpovûdût hematologickou toxicitu.
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