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Semikvantitativni stanoveni mRNA pro thymidylat syntizu a dihydropyrimidin dehydrogenizu
u kolorektilnich karcinomii: metodické aspekty a viznam vnitronadorové variability pro urceni
rezistence na fluoropyrimidinova cytostatika

Semiquantitative determination of thymidylate synthase and dihydropyrimidine dehydrogenase
mRNA in colorectal carcinomas: methodical aspects and the impact of intratumoral variability for
the determination of resistance to fluoropyrimidine anticancer drugs
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Souhrn: 5-fluorouracil a pfibuzna fluoropyrimidinova cytostatika jsou nej¢astéji pouZivanymi pfi 16¢b& gastrointestindlnich
nédord. BohuZel nidory mnoha pacientti jsou na tato cytostatika rezistentni. Tuto chemorezistenci provézeji zmé&ny v drovni
exprese genil kodujicich enzymy pyrimidinového metabolismu v nddorovych buitkach. Tyto geny pak mohou slouZit jako pre-
diktory rezistence na cytostatika. Pfedkladan4 studie ukazuje rozdily v hladinich transkripce gendl pro dva kli¢ové enzymy
tohoto metabolismu u postoperativné odebranych vzorki kolorektalnich nadord. Hladiny transkripce genu thymidyl4t syntha-
sy /TS/ jsou u nadorovych bun&k obvykle zvyseny oproti kontrolni nenadorové tkani. Median pro TS mRNA je za identickych
experimentalnich podminek u nadord roven 1.55, zatimco u kontrolni mukosy ini pouze 0.9. Hladiny transkripce genu dihyd-
ropyrimidin dehydrogenazy /DPD/ json mirng niZii v nadorové tkani neZ v kontrolni nenadorové tkani. Numerické rozdily hla-
din TS mRNA za identickych podminek stanoveni mezi riiznymi &4stmi téhoZ nadoru mohou pfeséhnout podle naich vysled-
kil a% 60 %. Metastazy se v expresi mRNA pro TS a DPD vétSinou lidi od hladin transkripce v priméarni nddorové tkani. Pro
dosaZeni v&tsi objektivity vysledka by se m&ly odebirat z nidoru dva vzorky. Kroms toho je vhodné odebirat, pokud je to moz-
né, vzorky z metastaz.

Klicova slova: kolorektalni karcinom, chemoresistence na fluoropyrimidiny, thymidyl4t syntiza, dihydropyrimidin dehydro-
genéza

Summary: 5-fluorouracil and related fluoropyrimidine drugs are often used for the treatment of gastrointestinal cancers.
Unfortunatelly tumors of some patients are resistant to these drugs. The chemoresistance is associated with changes in the level
of expression of genes coding enzymes for pyrimidine metabolism in tumor cells. These genes can be used as predictors of
chemoresistance to fluoropyrimidine anti-cancer drugs. This study shows the difference between the levels of transcription of
genes for two key enzymes of pyrimidine metabolism in samples from different parts of colorectal tumors. The transcription
levels of thymidylate synthase /TS/ gene are often increased in tumor cells, compared to reference nontumorous tissue. Median
for TS mRNA is 1.55 in cancer tissue compared to 0.9 for control mucosa under identical experimental conditions. The

transcription levels of dihydropyrimidine dehydrogenase /DPD/ are moderately lowered in tumor tissue compared to reference
nontumorous tissue. The difference in numerical value of TS mRNA levels between different parts of the same tumor can vary
by more than 60% under identical conditions of determination. Metastases have usually different mRNA levels of TS and DPD
than the primary tumor tissues. Thus, for the objective results, at least two samples should be collected from every tumor.
Moreover, it is recommended to take samples from metastases if possible.
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Uvod

Thymidylat syntdza /dale jen TS/ je enzym katalyzujici pre-
ménu deoxyuridin monofosfétu na deoxythymidin monofos-
fat, kli¢ovou sloZku pro syntézu DNA /1/. Dihydropyrimidin
dehydrogenaza /déle jen DPD/ je enzym katalyzujici odbou-
ravani pyrimidinovych nukleotidi /2/. Z rozdilného postave-
ni téchto dvou enzymi v metabolismu nukleovych kyselin
vyplyvaji jejich rizné mechanismy ovliviiovani rezistence na
fluoropyrimidinova analoga a relativni nezavislost téchto dvou
enzymit. Nizké hladiny aktivniho enzymu DPD v jatrech
u nekterych pacientli mohou byt picinou vysoké toxicity flu-
oropyrimidinovych cytostatik /3/. Je zndma mutace v genu pro
DPD, ktera vede k nizké aktivit& DPD, ale ne v3echny ptipa-
dy nizké aktivity DPD jsou s touto mutaci asociovény /4/.
Podle zahrani¢nich studif koreluji u gastointestindlnich nado-
ri vysoké hladiny mRNA pro TS a DPD v nadorové tkani
s rezistenci na fluoropyrimidinova cytostatika /5,6,7/. Proto
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jsme se rozhodli zavést metodu neradioaktivni semikvantita-
tivni RT PCR /déle semiQT RT PCR/ dle /5/ pro sledovani
hladin mRNA pro TS a DPD jako prediktorii nidorové rezi-
stence a zvySené citlivosti organismu na fluoropyrimidinova
cytostatika. Jako kontrolni mRNA, k niZ vztahujeme troveti -
mRNA pro TS a DPD pouZivime gen pro glyceraldehydfos-
fat dehydrogenazu /GAPDH/. Tento gen patii mezi tzv. hou-
sekeeping geny, jejichZ mRNA hladiny jsou v buiice relativ-
ng stabilni. ProtoZe je experiment4ln& obtiZzné urit absolutni
hodnoty produkce urcit¢ mRNA , vztahuji se hladiny ur&ité
mRNA vZdy k hladin€ mRNA pro n&ktery housekeeping gen.
Vysledky pak prezentujeme jako relativni pomér hladin mRNA
pro TS/GAPDH nebo DPD/GAPDH. V dosavadnich publi-
kovanych studiich bohuZel zatim nebyly pouZity jednotné stan-
dardni postupy stanoveni hladin mRNA pro TS a DPD. Proto
vychazeji v kazdé jednotlivé studii pro kaZdou odli¥nou meto-
diku stanoveni TS, DPD mRNA jiné absolutni mezni hodno-



DPD GAPDH TS

Obr.1: RT PCR fragmentii mRNA pro /zleva/ dihydropyrimidin dehydrogendzu /DPD, 514 pdri
bazi- bp/, glyceraldehydfosfdt dehydrogendzu /GAPDH, 328 bp / a thymidyldt syntdzu /TS, 579
bp/. Vpravo 100 bp marker /M/.

Obr. 2 : Semikvantitativni duplexovd RT PCR vzorkii kolorektdlnich nddorit a nenddorové stfevni
mukdzy. Realtivni stanoveni hladiny mRNA thymidyldt syntdzy vzhledem ke hlading mRNA glyceral-
dehydfosfdt dehydrogendzy. Pismenem T oznaleny tumory, K — kontrolni mukcza, M —metastdza.

Indexy A, B, C, D —oznaceni pacientii A,B, atd. TA je tedy tumor pacienta A, KB je kontrolni muko-

za pac.B atd. TS = horni prouzek, GAPDH = spodni prouZek v kaZdé elektroforetické drdze.
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ty, pfi nichZ je prokazateln4 rezistence na fluoropyrimidinova
analoga. To komplikuje situaci a nelze pro pfedpovidani rezi-
stence na fluorpyrimidinov4 analoga pfevzit mezni /tzv. cutt-
off/ hodnoty namé&fené jinou metodou semiQT RT PCR.

Pacienti a metodiky

Pacienti: Sledovali jsme 31 pacientd s prim4rnimi kolorek-
talnimi karcinomy. V¥echny nadory a kontrolni nenddorova
tkan stfevni sliznice byly vySetfeny po resekci za podminek
uvedenych niZe. Pacienti nepodstoupili pfed resekci Zddnou
chemoterapii.

Zpiisob postoperacniho odbéru vzerkii: Tkaifiové nddorové
vzorky byly odebirany mimo nekrotickou oblast tumoru a jako
kontroly jsme pouZili vzorky normalni sliznice stfeva vzdale-
né od nadoru. Pro hodnoceni vnitronddorové variability nale-
za byly odebirany dva vzorky z riiznych ¢asti naddorového loZis-
ka. Vzorky byly nejpozdé&ji do 15 min po resekci pfeneseny do
kryozkumavek typu Nunc a uloZeny v kapalném dusiku.
Metody: ZamraZené vzorky uskladnéné do posledni chvile
v tekutém dusiku v objemu 20-50mg byly homogenizovany tk4-
tiovym homogenizatorem pii 30 000 ot/min, po dobu cca 30-40s.
Celkova RNA byla izolovana pomoci kitu RNAasy ( Quiagen,
Germany) . Kvalitu a mnoZstvi RNA stanovujeme elektrofore-
ticky a fotometricky /8/. K reversni transkripci RNA na cDNA
pouZivame 1 ug vychozicelkové RNA aM-MuLV reversni tran-
skriptizu ( Fermentas, Vilnius, Litva). Jako primer slouZi oligo
d(T),3/Generi Biotech, CR /. Reversni transkripce probih4 1 hod.
pfi 42°C. Podminky pro duplexovou PCR /"hot start"/: primery
pro TS, DPD, primery pro referenéni GAPDH /Generi Biotech/
v koncentracich dle /5/, dNTP 0.2mM, 1.25 u Taq polymerazy,
oboji od fy. Fermentas Vilnius. Uvodni denaturace 95 °C -3min,
cyklovani 94 °C—45s, 60 °C 1min, 72 °C -2 min, vie 30x, v cyk-
leru Biometra T-Gradient. Duplexovou PCR opakujeme pfi tfech
riiznych koncentracich cDNA, tak aby PCR byla v lineérni fazi
amplifikace. Vysledné produkty PCR rozdé€lujeme na 2% aga-
rosovém gelu obarveném ethidium bromidem /viz obr.1/. Pom&r
intenzit fluorescence RT PCR produkti TS/GAPDH a nebo
DPD/GAPDH urtujeme densitometricky.

Vysledky
V kritké dobg&, po kterou mame metodiku zavedenu, nemiZe-
me zatim statisticky vyhodnotit kli¢ovy vztah mezi hladinou
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TS mRNA a ucinnosti 1é¢by fluoropyrimidinovymi cytostati-
ky, na hodnoceni této asociace v8ak intenzivné€ pracujeme.
V této studii jsme se zamé&fili pouze na metodické aspekty
detekce transkripti TS a DPD a sledovani vnitronadorové
a meziloZiskové variability vysledki.

Na obr.1 je vidét, Ze RT PCR jednotlivych fragmenti je opti-
malizovéna spravné, bez vedlejSich produktd, coZ je velmi
dule?ité pro uspéch duplexové RT PCR klinickych vzorki.
Pfi duplexové RT PCR pro TS nebyly zaznamendny Zadné ved-
lej8i produkty /viz obr. 2/ a kaZzdy vzorek byl amplifikovén
nejméné pfi tfech riznych koncentracich mRNA, tak aby PCR
probihala v linedrni fazi amplifikace. Fotografie gelu byla den-
zitometrovana a vypocitiny poméry intenzity fluorescence
TS/GAPDH.

Z obr. 2 je vid&t, Ze kaZdy vzorek mé jiné intenzity TS, zatim-
¢o intenzita tzv. housekeeping genu GAPDH ziistavé u viech
vzork pfibliZné stejna. Z obrazku je rovnéZ vidét, Ze kontrol-
ni nenadorova tkaii ma niZ8i hladiny TS mRNA neZ tkaii naddo-
rova /viz té% tab. 1/.

Vhnitronaddorov4 variabilita v hladindich TS mRNA je pomé&r-
né& velkd viz tabulka 3, av§ak hladiny TS mRNA ve stfevni sliz-
nici jsou pomémé stabilni a jsou niZ§i neZ hladiny v nddorech
(viz tabulka 2).

Enzymova aktivita TS , mnoZstvi TS proteinu a hladiny
mRNA nejsou ve vzdjemné linearn{ korelaci /5/. Pfesto viak
plati, Ze enzymova aktivita je vy¥§i v naddorech neZ v muko-
se a rovnéZ tak hladiny mRNA jsou u daného jedince vy3si
v nddoru neZ v mukose/5/. NaSe vysledky studia hladin mRNA

Tab.1. Hodnoty poméru TS/GAPDH v kontrolni mukose:

NejniZi NejvySsi Medién Potet vzorkl
zjisté€n4 hodnota zjistén4 hodnota
0,01 2,17 0,9 26

Tab.2. Hodnoty poméru TS/GAPDH v kolorektélnich nadorech (mezi-
nadorova variabilita):

NejniZ3i Nejvy3si Medién Pocet vzorki
zjisténé hodnota zjist&€né hodnota
0,02 3,62 1,55 42
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Tab. 3. Vnitronddorovi variabilita hodnoty poméru TS/GAPDH:

V soucasné dob& provadime

stanoveni hladin mRNA viech
pacient | Tumor | Tumor | Rozdilodb.1- | Metastiza Kontrolni Pomgr markert fluropyrimidinového
odbérl | odbér2 | odb.2v % nenidorova tkafi | Tu odbérl/ nenad.tk metabolismu v&etn& TP nera-
max.hodnoty Tu odb&r2/ nenad.tk dioaktivni dupl RT

metastdza/nendd.tk loaktivnl duplexovou
YIID) 3.6 prim tum/nenad PCR. V piipadé€ stanoveni TP
3,00 B 179 022 8.1 metnendd.tk viak neméme mgigos} vysled-
- Ky porovnat s jinymi autory,
Miss | a6 | 219 200 090 é;nlug prim.tum. nebot vysledky stanoveni TP
2 : d d . : mRNA v neradioaktivnim
Mi42 0.8,0,8. prim.tum. uspotadani duplexové RT PCR
v 139 140 0.7% 1.64 T3 o nikdo dosud nepublikoval.
_ -+, 1,5 prim. tum. Nase vysledky sledovani hla-
— 053 | o7 | 253 0,53 — din mRNA ukazuji, Ze hladiny
»1, 0,4 prim.tum. TS v muké6ze /median 0,9/ jsou
_— 258 | 100 | 612 219 - tém&¥ totoZné s udaji, Které
7 »1 prim. tum. uvadgji japonsti autofi /medi-
0,70 - 1,62 0.17 9,5 met. 4n 0,91 /5/. Medi4ny hladiny
M210 TS mRNA v nadorech nim
1,50 090 - vychazeji pfiblizn& polovini
M242 3,10met 3,9 prim. tum neZ japonskym autorim. To
3,61 +3,10adenom | 0,92 3,3 met., 3,3 aden. miZe byt mimo jiné zpiisobe-
M247 138,0, 63,0 prim.t. no rozdilnym zastoupenim
1,38 0,63 54,3 0,01 pacientt, kte¥i nebyli podrobe-
M216 1,0, 0,5 prim.tum ni pfed resekci pfedoperacni-
1,56 0,77 50,6 1,48 mu ozafovani. Jak vyplyvé ze

tomu odpovidaji /viz tabulky/. Vysoké hodnoty TS jsou veli-
ce Casto asociovény s rezistenci na fluoropyrimidinova cyto-
statika /10,11/. Podle nagich vysledku je variabilita hladin
mRNA nezanedbatelna a existuji rozdily cca +/- 0,7 (60%)
v hladin& mRNA v ramci jediného tumoru /viz tab.3/. Z toho-
to diivodu je potfebné odebirat pro stanoveni TS dva vzorky
tkan€ z kaZdého nadoru.

Hladiny DPD mezi nddorem a kontrolni mukézou se tak
vyznamng neli8i jako u TS /viz tab. 4, 5./. Cast&ji jsou hladi-
ny DPD mirn& niZ¥i v nddorech neZ v kontrolni mukéze / 62 %
pfipadiv.

Tab. 4. Hodnoty poméru DPD/GAPDH v kontrolnf mukose:

Nejnizsi Nejvyssi Median Pocet vzorkd
zji$t&n4a hodnota zjiSt€n4a hodnota
0,21 1,42 0,56 10

Tab. 5. Hodnoty poméru DPD/GAPDH v kolorektilnich nddorech
(meziniddorova variabilita):

NejniZ§i Nejvy3si Median Pocet vzorki

zjiSténa hodnota zji$t€né hodnota

0,18 1,19 047 18
Diskuse

Cytostatikem prvni volby jsou u kolorektalnich nadori 5-flu-
orouracil nebo pfibuzna fluoropyrimidinova cytostatika /12/.
Fluoropyrimidinova cytostatika inhibuji thymidylat synthasu
(TS), ktera je nezbytna pro syntézu DNA. Vysoké hladiny TS
u nékterych nadorti jsou jednou z pfi¢in, pro¢ uvedena cyto-
statika jsou n&kdy mdlo u¢inna nebo neucinnd pfi 16¢be /1,7/.
Né&kolik pracovnich skupin provadi sledovani vztahu hladin
TS, enzymové aktivity TS a mRNA k rezistenci na fluoropy-
rimidinova cytostatika /1,2,5,7/. Podle poslednich zavéra je
viak rezistence nadoru vii¢i 5-fluorouracilu zplsobena také
zvy¥enymi hladinami exprese mRNA kteréhokoli z nisledu-
jicich enzymil: thymidylatsyntazy /TS/, dihydropyrimidinde-
hydrogenazy /DPD/ nebo thymidylatfosforylazy /TP/ /7/.
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sledovéani pacienti s radiotera-
pii, maji tyto zdkroky vliv na expresi mRNA pro TS a TP jak
v tumoru, tak v kontrolni mukdéze /vlastni pozorovani , publi-
kace v pfipravé/. Kromé toho se na rozdilech zfejmé& podili
i znama etnicka variabilita hladin TS /14/.

Podle nafich pfedb&Znych vysledki je v nasi populaci asi 40%
3/3 homozygoti s tandemovym opakovéanim tfi kopii repeti-
tivni sekvence TS promotorové enhancerové oblasti. 3/3 homo-
zygoti jsou znami vy3$i expresi genu thymidylat syntazy
v nadorech /15/. V citované praci viak nesledovali hladiny TS
v kontrolni tkéni, takZe nevime, zda vy33i hladiny jsou indu-
kovény pouze v nadorech, nebo zda jde o konstitutivn€ zvy-
$enou expresi TS u 3/3 homozygotil bez ohledu na nadorové
bujeni. Procentova hodnota zastoupeni 3/3 homozygoti v nadi
populaci (40%) je v souladu s hodnotami ve skotské populaci
(37%) /14/. Japonska populace ma zhruba o 25% vy33i frek-
venci alely 3 neZ kavkazska rasa /14/ a 1ze tedy pfedpokladat
vy$¥8i zastoupeni pacientil s vysokymi hladinami TS oproti nasi
populaci. Japoniti autofi vySetfili celkem 26 pacienti s kolo-
rektalnimi n4dory, na§e m&feni zahrnuji vysledky 31 pacien-
t. MoZnym divodem rozdili je efekt malych &isel a odlisné
zastoupeni riznych stadii dle TNM klasifikace.

PfestoZe chemoterapie kolorektalniho karcinomu 5-fluorou-
racilem pfedstavuje souasny ,,zlaty standard", odpovid4 na ni
pfizniv& pouze tfetina nadord. Situace neni 0 mnoho lepsi ani
u novych fluoropyrimidinovych preparatl. Jednou z cest jak
zvygit efektivitu chemoterapie kolorektilniho karcinomu je
individualizovand indikace typu cytostatika podle specific-
kych prediktorit TS, DPD a TP, které uiZce souviseji s meta-
bolismem cytostatika pfimo v nadorové tkani. Investovat je
zapotfebi nejen do 1é¢by, nybrZ pfedevsim do diagnostiky
vedouci k racionalni indikaci 1é¢ebného postupu. Tato cesta
neni snadnd a vyZaduje diikladné metodické zabezpedeni, na
jehoZ aspekt vnitronadorové variability vysledki jsme v této
praci upozornili dfive neZ zhodnotime korelace laboratornich
nélezh a klinické efektivity.
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