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Uvod

Karcinom zaludku je maligni onemocnéni, které dlouhodobé a
celosvétove patii mezi nejcastéjsi nadorova onemocnéni postihujici ¢loveka.
Nejcastéjsi vyskyt tohoto onemocnéni se dlouhodobé udava v Japonsku, v
Cing, v zemich Jizni Ameriky a ve vychodni Evropé. Naopak dlouhodoby
mirny pokles vyskytu karcinomu zaludku pozorujeme ve vyspélych zemich,
jako jsou Spojené Staty Americké, zapadni a stfedni Evropa. Neustale vSak
plati, ze timto onemocnénim trpi vice muzi nez Zeny a to v poméru 2:1.
Cetnost vyskytu tohoto onemocnéni v populaci je zavisla na véku, nardst
incidence je pfimo Umérny pokrocilosti veéku nemocného. Ze statistiky
vyplyva, Ze nejvyssi vyskyt karcinomu Zaludku je u lidi v sedmém decenniu
zivota, naopak vzacny je vyskyt u lidi pod 30 let. V roce 2011 byla v &eské
Republice primérnd incidence karcinomu zaludku 14,7 onemocnéni na
100 000 obyvatel, ve skupin¢ obyvatel mezi 70. a 84. rokem Zivota je
udavana incidence 68,2 piipadu na 100 000 obyvatel. Dlouhodobé vsak
plati, ze vétSina onemocnéni je diagnostikovano ve 4. stadiu nemoci, coz
vyznamné prognoézu nemocnych. Prognoza pacientl s karcinomem zaludku
je nejvice ovlivnéna pokrocilosti onemocnéni. U ¢asného karcinomu zaludku
se pétileté preziti nemocnych pohybuje v rozmezi 60 — 90 %, oproti tomu
pétileté preziti nemocnych s pokrocilym karcinomem zaludku se udava mezi
5 —20%. [1-6]

Velkym problémem u karcinomu zaludku je dlouhé bezptiznakové
obdobi nemoci, coz je Casto pfi¢inou pozdni diagnostiky. V Evropé ani
v USA zatim neexistuje G¢inny screeningovy program. Z tohoto divodu je
diagnostika Casnych stadii nemoci spiSe nahodna nebo je vysledkem vyborné
prace gastroenterologii u rizikovych skupin lidi. V souc¢asné dobé probihaji

studie, které se zabyvaji vyuzitim riznych tkatiovych markerd, které by



mobhly slouzit jako indikator ¢asné kancerogeneze u rizikovych nemocnych a
tim bychom mohli odli$it nemocné s malignim onemocnénim od nemocnych
nastrojem na poli diagnostiky endoskopické vySetteni horni ¢asti zazivaciho
traktu - esofagogastroduodenoskopie. Samoziejmou soucasti
endoskopického vysetieni je odbér tkané pro nasledné histopatologické
vySetteni. [8]

Zakladnim predpokladem uspésné 1écby karcinomu zaludku je
provedeni radikalniho chirurgického zékroku s dosazenim RO resekce, bez
kterého je 1é¢ba vzdy paliativni. V souCasné dob&é s ohledem na
onkologickou radikalitu pfichazi v uvazu jen tfi operacni zakroky: totalni
gastrektomie, subtotalni gastrektomie, resekce distalniho jicnu a kardie.
Soucasti vSech vykonl je minimalné lymfadenektomie v compartmentu D1.
Bohuzel diky pozdni diagnostice pokrocilého stadia onemocnéni je vétSina
nemocnych 1é¢ena paliativné. U fady nemocnych je nador inoperabilni, coz
je dano lokalni pokrocilosti s prorustanim do okolnich struktur, coz mize
byt technicky limitujici. Dalsi pfi¢inou neprovedeni radikalniho zakroku je
pritomnost vzdalenych metastaz, ktera se zjisti az v prub&hu operace, velmi
Casto se jedna o peritonealni rozsev ¢i pfitomnost jaternich metastaz. [1,4,5]

U nékterych nemocnych, v zavislosti na celkovém stavu a
pritomnosti komorbidit, je indikovana paliativni onkologicka lécba.
Onkologicka 1ééba muze byt v podobé chemoterapie ¢i konkomitantni
chemoradioterapie. Dale je casto indikovana onkologicka 1écba u
nemocnych po chirurgickém zakroku. Benefit nemocného z podani
chemoterapie byl prokazan fadou klinickych studii. [8-10] Z dlouhodobého
pozorovani vSak mulzeme fici, ze se rlzni 1ééebny efekt podané
chemoterapie u nemocnych, kterym je podana stejna 1écba, maji stejny typ
nadoru a jsou ve stejném stadiu nemoci. Pfi¢inou tohoto rozdilu mtize byt

rizna exprese vybranych gentl v ponechané nadorové tkani, které se podileni



na mechanizmu ucinku chemoterapeutika. Piestoze byla publikovana celad
fada studii, které se zabyvaly touto problematikou u jinych nadort ¢lovéka,
neni doposud znam jednoznacny vztah mezi genovou expresi vybranych
gentl a 1é¢ebnym efektem podané chemoterapie u karcinomu zaludku. [11-

17]



Cile projektu

Projekt se zabyva stanovenim prediktivnich markert pro 1é¢ebny efekt
chemoterapie u nemocnych s karcinomem zaludku. Dale zkouma
prognostické faktory karcinomu zaludku.

Projekt ma nékolik cilt:

1. Hlavnim cilem projektu je stanoveni prediktivniho vyznamu genové
exprese vybranych genl v nadorové tkani a predpovédi lécebného
efektu chemoterapie u nemocnych s karcinomem zaludku. Jedna se o
vybrané geny: Thymidylate synthasa (TS), breast cancer type L
(BRCAL), excision repair cross complementation group 1 (ERCC1)
a ERBB2 (ptivodni nazev erythroblastic leucemia viral oncogene
homolog 2, synonymem je také HER2 — human epidermal grow
factor receptor 2.

2. Soucasné zhodnotime pfipadny prognosticky vyznam genové exprese
nami sledovanych genti u nemocnych s karcinomem zaludku.

3. Druhym hlavnim cilem projektu je ovéfit moznost stanoveni
mikroRNA (miR) z tkanovych vzorkl, které byli pouZity pro
stanoveni vlastni histopatologické diagnozy. Jedna se o formalinem
fixované a parafinem zalité vzorky tkané, které byly odebrany pfi
endoskopickém vysetieni nemocného.

4. Pokud se prokaze moznost stanoveni mikroRNA z nadorové tkang,
ovéfime moznost stanoveni MikroRNA v nadorové tkani jako
prognosticky faktor u nemocnych s karcinomem zaludku.

5. Shodné¢ jako u genové exprese zhodnotime také moznost vyuziti
mikroRNA v nadorové tkani jako prediktivni faktor 1é¢ebné

odpovédi chemoterapie u nemocnych s karcinomem zaludku.



6. Dalsim cilem projektu je zjistit, zda existuje moznost vyuziti stanoveni
nekteré miR jako marker pro Casny zachyt vzniku karcinomu

zaludku.



Pracovni hypotéza

Hlavnim cilem projektu je zjistit vzajemny vztah hladiny genové
exprese vybranych gentl a chemorezistenci nadoru k podané lécbé. Cilem je
zhodnotit prediktivni vyznam exprese vybraného genu k piislusSnému
cytostatiku. Stanoveni genové exprese musi prob&hnout pifimo z nadorové
tkané a vzorek musi byt snadno dostupny, aby nedochazelo k zatizeni
nemocného. V ramci bézné¢ho diagnosticko-terapeutického algoritmu se
provadi nemocnym s podezfenim na karcinom Zzaludku endoskopické
vySetfeni horni ¢asti zazivaciho traktu a zcela rutinné se odebiraji vzorky
tkané pro bioptické vySetfeni. Vzorky se standardné fixuji formalinem a
nasledn¢ jsou zalit¢ parafinem do blo¢kli pro nasledné histologické
zpracovani. Poté se ztakto pfipravenych blockil kraji mikrotomem tenké
fezy, které se fixuji Zelatinou na podlozni sklicka. Nasledn¢ se tkanové
vzorky obarvi pfislusnou metodikou (nejcastéji hematoxilin eosin) pro
potiebu patologa, ktery vzorek tkané odecte a stanovi definitivni diagnozu.
[18]

Aktudlné jsme schopni z formalinem fixovanych a do parafinu
zalitych vzorkll stanovovat exprese vybranych gend a také je mozno
stanovovat hladiny jednotlivych mikroRNA. Diky tomu nedochazi k dalsi
zatézi nemocného, protoze tyto vzorky tkané€ jsou rutinng€ odebirany v ramci
vysetfovaciho protokolu.

Z literarnich tdaju je patrné, Ze u nékterych nadord byl prokazan
prediktivni vyznam genové exprese niZze uvedenych gent k pfislusnému
cytostatiku: Thymidylate synthasa (TS) — predikce efektu 5 — fluorouracilu a
capecitabinu, breast cancer type I. (BRCA1) — predikce efektu epirubicint,
excision repair cross complementation group 1 (ERCC1) — predikce efektu
platinovych derivata, ERBB2 (ptivodni nazev erythroblastic leucemia viral

oncogene homolog 2, synonymem je také HER2 — human epidermal grow



factor receptor 2) — predikce efektu pro antracykliny. [11,12,14-17,19-21]
Predpokladame tedy, ze vysoka exprese uvedenych gend bude ukazovat na
chemorezistenci ~ vi¢i  pfislusnému  cytostatiku.  Dtkazem  této
chemorezistence bude i pies podanou 1écbu rychla progrese nemoci a kratsi
celkové preziti nemocnych s vysokou expresi prislusného genu. Pokud by se
tento predpoklad potvrdil, mohli bychom na podklad¢ stanoveni genové
exprese odliSit nemocné, ktefi budou profitovat z podané chemoterapie.
Nemocné, u kterych se na podkladé vysetfeni efekt chemoterapie ocekavat
nedd, nebudeme zatéZovat neucinnou chemoterapii, ktera povede jen ke
zhorSeni kvality Zivota. [22-25] Soucasné bychom také snizili celkové
naklady na drahou, onkologickou 1écbu.

Publikované studie a nami provedeny experiment jasn¢ dokazuji,
ze bunky primarniho karcinomu (napf. nemalobunécného karcinomu plic,
prostaty) maji odlisné fenotypové vlastnosti od bunek, které vycestovaly
z primarniho nadoru a staly se podkladem pro vznik vzdalené metastazy.
[19,26-29] Diky této skute¢nosti se pacienti rozd€luji z praktického pohledu
do dvou skupin.

1. Operovani nemocni: skupina nemocnych, u kterych byl primarni
nador odstranén, at jiz radikdlné ¢i paliativné. U téchto
nemocnych cili podand chemoterapie na rezidudlni nadorové
bunky, které jsou vycestované do cévniho nebo lymfatického
systému. Je tedy pfedpoklad, Zze tyto buiky budou mit jiné
fenotypové vlastnosti nez bufiky primarniho narodu. Genova
exprese v bunikdch resekatu by mohla byt odlisSna nez je
v ponechanych buiikiach v téle nemocného a vySetfeni by nam
nemuselo poskytnout relevantni informace.

2. Neoperovani nemocni: primarni nador je ponechan v téle

nemocného, podana chemoterapie tedy cili zejména na primarni
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nador. VySetfeni genové exprese probihd ze vzorku tkané, ktery
byl odebran piimo zprimarniho tumoru a poskytuje tedy
relevantni informace, podle kterych bychom mohli uréovat

indikaci k chemoterapii.

Z tohoto diivodu, jsme nas experiment omezili na paliativné 1é¢ené
nemocné, prokazujeme tedy prediktivni vliv genové exprese na lécebny
efekt paliativné podané chemoterapie u nemocnych s karcinomem
zaludku.

Ostatni cile projektu se zabyvaji moznosti stanoveni mikroRNA
z formalinem fixovanych a parafinem zalitych tkanovych vzorkl a
nasledného vyuziti mikroRNA. Pokud se ovéfi moznost jednoduchého
stanoveni miRNA z béznych histologickych vzorki, jako je tomu u
stanoveni genové exprese, budeme ovéfovat moznost vyuziti nékterych
mikroRNA jako prediktord lécebného efektu chemoterapie. Protoze
mikroRNA vycestovavaji z bunééného jadra do cytoplazmy, kde
interaguji s molekulami mRNA konkrétnich geni a podle stupné
komplementarity tuto RNA bud’ inhibuji, nebo degraduji a tim snizuji
vyslednou hladinu proteinti, které jsou kodovany piisluSnym genem.
Protoze mezi regulovanymi geny jsou jak tumor-supresorové geny tak
onkogeny, ale i geny podilejici se na reparaci DNA, proto se
mikroRNA podili jak na kancerogenezi tak na ucinku 1é¢by. Z tohoto
divodu mohou byt nékteré mikroRNA pouzity jako prediktoty
1é¢ebného efektu, jiné mohou byt pouzity jako prognostické faktory a
nékteré mohou byt pouzity jako markery zachytu ¢asné kancerogeneze.
[30-38] MikroRNA jsou velmi malé molekuly, které snadno pronikaji
do télnich tekutin, tedy i do periferni krve. Periferni krev je snadno

pristupna k odbéru a mikroRNA tak mohou byt snadno stanovovany u
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vybranych nemocnych. Z tohoto diivodu se od mikroRNA ocekava v

budoucnu velky diagnosticky potencial. [39-41]
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Metodika

Experiment byl naplanovany jako retrospektivni studie.

Soubor nemocnych:

Od roku 2000 se v nasi nemocnici rutinné pouziva klinicky informacni
systém, ktery obsahuje vSechna data pacientt. Diky uchovavani dat
Vv elektronické podobé je mozné kdykoliv dohledat jakakoliv data od
pacienti. Na podkladé této skutecnosti jsme zvolili Casové obdobi a
vyhledali vSechny nemocné s karcinomem zaludku, ktefi prosli nasim
komplexnim onkologickym centrem od 1. ledna 2000 do 30. cervna 2013.
V uvedeném obdobi proslo nasim pracovistém necelych 1300 nemocnych
s karcinomem Zzaludku. Spadova oblast naSeho onkologického centra
zahrnuje cely ZapadoCesky kraj a ¢ast Karlovarského a Jihogeského kraje,
tedy asi 1 milion obyvatel. Pravdou je, Ze néktefi nemocni z Karlovarského
kraje jsou léceni v Praze a néktefi nemocni z JihoCeského kraje jsou léceni
v Ceskych Budgjovicich. Vstupni kritéria pro zatazeni nemocného do studie

byla urcena takto:

1) pacient s histologicky verifikovanym karcinomem Zaludku

2) pacient bez resekéniho vykonu pro karcinom Zaludku

3) pacient, kterému byla podana paliativni chemoterapie

4) pacient, u kterého je dostupny tkanovy vzorek (parafinovy blodek)

5) pacient s dokumentaci, kterd obsahuje v§echna potiebna data

Z uvedeného poctu, tedy necelych 1300 nemocnych, splnilo vstupni kritéria
pouze 54 nemocnych, které jsme zafadili do studie (N=54). U vSech
nemocnych bylo dle pravidel TNM klasifikace uréeno klinické stadium
onemocnéni, vSichni nemocni byli shodné ve 4. stddiu nemoci. [42]

Diagnéza u vSech nemocnych byla ovéfena histopatologickym vysetfenim,
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které bylo provedeno dle zvyklych standardd. VSichni nemocni byli 1éCeni a
sledovani dle doporuceni Ceské onkologické spoletnosti, ktera vyplyvaji

z mezinarodnich doporucenych postuptt ESMO. [9,43,44]

Tkanové vzorky:

V ramci diagnosticko-lécebného procesu u nemocnych s podezienim
na karcinom zaludku se zcela rutinn€ odebiraji gastroskopicky vzorky tkané
pro nasledné histologicko-patologické vySetieni, které je zdkladem pro
stanoveni vlastni diagnézy karcinomu Zaludku. Dle béznych standardti se
odebrané tkanové (bioptické) vzorky fixuji v roztoku Formalinu (10%
roztok formaldehydu). Fixace tkané formalinem zajisti okamzité
zablokovani autolytickych procest diky zméné konfigurace bilkovin.
Protoze v ptipad¢ biopsie Zaludecni sliznice se jedna o malé, nékolika mm
vzorky, zpracovavaji se tyto tkanové kousky celé. Dalsim krokem
zpracovani vzorku tkané je odstranéni vody ze tkani, k tomu se pouziva
fizend lazen ve vzestupné fadé alkoholi. Na konci této fady, po
stoprocentnim alkoholu, je xylen. Poté je tkan zalita horkym parafinem,
ktery nahradi xylen a vytvoii tak definitivni parafinovy blocek, ve kterém
se tkan uchovavd pro nasledné zpracovani. Ztakto vyrobenych
parafinovych blockti se poté mikrotomem kraji tenké, 4-5um tlusté fezy,
které jsou poté nalepeny zelatinou na podlozni sklo. Nasleduje op&tovna
hydratace tkan€, k tomu slouzi fizena lazen v sestupné fadé alkohold, coz je
vlastné opacny proces, ktery byl pouzit diive. Timto zplisobem pfipravené
tkanové fezy se potom obarvi vhodnou metodikou, nejéastéji Hematoxylin-
Eozinem. Obarvené fezy je nutné opét odvodit pomoci vzestupné fady
alkohold. Odvodnéné ftezy se zaliji montovacim médiem (Kanadsky
balzam, Solakryl) a ptikryji se krycim sklem. Takto ptipravené histologické
preparaty je mozné potom pomoci mikroskopu odecitat a hodnotit. Vlastni

stanoveni histopatologické diagnézy provadi patolog. Takto vyrobené
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histologické preparaty na sklickach, ale i tkafové vzorky v parafinovych
bloccich se uchovavaji fadu let v patologickych archivech. [18]

Pro potfebu naSeho experimentu jsme vyhledali parafinové blocky
obsahujici tkan¢ pacientl, které jsme podle vstupnich kriterii zatadili do

studie.

Izolace

Celkova RNA (vcetné mikroRNA) byla izolovana z 10 um sekcich
ziskanych makrodisekci na mikrotomu z tkan¢ zalité v bloccich (FFPE).
Makrodisekci byla izolovana jak nadorova tak nenadorova tkan a to dle
odpovidajicich oblasti vyznacenych patologem na hematoxylin —
eozinovych preparatech, které¢ byly na sklickach. Z takto ziskanych vzorkd
nadorové a nenadorové tkané byla pomoci soupravy miRNeasy FFPE Kit

(Qiagen, Hilden, Germany) izolovana celkova RNA.

Kvantifikace exprese protein kédujicich genti

Kvantifikace exprese na urovni mRNA vybranych genti (BRCA 1,
ERCC1, RRM1 a TS) byla provedena pomoci metody real-time RT-PCR a
specifickych LNA sond z tzv. UPL knihovny, ktera byla zakoupena od firmy
ROCHE (Roche, Mannheim, Némecko). Reverzni transkripce byla
provedena z 50 ng celkové RNA pomoci reverzni transkriptazy Superscript
Il (Life Technologies, Carlshad, CA, USA). Jako primery byly pouZity
nadhodné hexamery. Nukleotinové sekvence primerti a odpovidajicich sond
UPL knihovny byly ziskany pomoci programu ProbeFinder (Roche) a jsou
uvedeny v tabulce 1. Primery byly syntetizovany firmou East Port Praha
(Praha, Ceské republika).
U vSech vzorkii byla stanovena také exprese referencnich gent
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenidzy (GAPDH) a hypoxanthin-guanin-
fosforibosyltransferazy (HPRT). Protoze exprese HPRT byla velice nizka

mimo jiné z divodu malych vytézki RNA izolované z blocku (jednalo se o
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velice maly kousek tkdn¢) nebylo mozno méfit genovou exprese HPRT ve

vSech vzorcich. Proto jsme jako referencni gen pouzili pouze GAPDH.

Kvantifikace exprese mikroRNA

Kvantifikace exprese vybranych mikroRNA byla provedena pomoci
RT real-time PCR s pouZitim metodiky TagMan MicroRNA. Stanovovali
jsme pouze zralé (maturované) miRNA, nikoli jejich prekurzory. Jako
referencni gen jsme pouzili RNU6B (U6snRNA). Seznam stanovovanych
mikroRNA ukazuje tabulka ¢. 8. Zpracovani vysledki ziskanych metodou
real-time PCR. VSechny vzorky byly stanoveny v technickych replikatech.
Pro odstranéni moznych rozdilti mezi jednotlivymi stanovenimi na pfistroji
Stratagene Mx3000P real-time PCR (Agilent Technologies, CA, Spojené
staty), byly hodnoty Ct (hodnota fluorescence kiizujici base-line)
zkorigovany pomoci kalibratord. V piipadé neshody technickych duplikat,
byl vzorek opakovan. Vysledky jsou prezentovany jako normalizovanych
hodnot, tzn. jako je pomér poctu kopii stanovovaného genu a referenéniho
genu. Pro ziskani dat genové exprese jsme pouzili postup ddCt (2-AA CT
algoritmus).

Tabulka €.1 — seznam stanovovanych mikroRNA

nazev miRBase accession number

miR-15b MIMAT0000417

miR-16 MIMAT0000069

miR-21 MIMAT0000076
miR-27a MIMAT0000084
miR-34a MIMAT0000255
miR-99a MIMAT0004511
miR-101 MIMAT0000099
miR-106a MIMATO0000103
miR-107 MIMAT0000104
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miR-141 MIMAT0000432
miR-143 MIMAT0000435
miR-145 MIMAT0000435
miR-150 MIMAT0000451
miR-181b MIMAT0000257
miR192 MIMAT0000222
miR-193-3p MIMAT0000459
miR-202 MIMAT0002811
miR-206 MIMAT0000462
miR-211 MIMAT0000268
miR-218 MIMAT0000275
miR-221 MIMAT0000278
miR-222 MIMAT0000279
miR-224 MIMAT0000281
miR-342-3p MIMATO0000753
miR-375 MIMAT0000728
miR-509-3p MIMAT0002881
miR-575 MIMAT0002881
miR-520h MIMAT0002867
miR-372-3p MIMATO0000724

Statistické zpracovani:

Statisticka analyza vysledkd byla provedena pomoci softwaru SAS 9.3
(SAS Institute Inc., Cary, NC,USA). Statistické vysledky byly vypocteny
pomoci Wilcoxonova neparametrického jednovybérového parového testu.
Pro maximalni Hazard Ratio (overall survivor, time to progression) byl
pouzit Coxtv regresni model proporcionalnich rizik. Pro nalezeni nejlepsiho

cut off, které je dano nejlepsi hodnotou p-value byl pouzit log-rank test.
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Z vysledkti byly pro hodnoceni celkového preziti a Casu do progrese
onemocnéni na podkladé vysledki log — rank testu vygenerovany Kaplan-
Meierovy kiivky u nemocnych v jednotlivych skupinach i podskupinach.
Kompletni statistické zpracovani vysledkti véetné komentare hodnotici

vystupy pro praxi proved] statistik.

18



Vysledky

Zhodnoceni prediktivniho vyznamu genové exprese

Hlavni cilem projektu bylo stanovit genovou expresi vybranych gent
v nadorové tkani a nasledné¢ zhodnotit, zda je mozné vyuzit toto stanoveni
jako prediktivni faktor lécebného efektu podané chemoterapie. Dle zvolené
metodiky jsme ze vSech vzorkl tumordzni tkan¢ kvantifikovali genovou
expresi nami sledovanych gend. Kompletni vysledky kvantifikace
jednotlivych genti jsou uvedeny v piiloze. Pro verifikaci naseho stanoveni
jsme soucasné s Nami sledovanymi geny stanovovali shodné ze vSech vzorkl
také geny kontrolni. Jako referencni geny jsme zvolili HPRTI
(Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase) a GAPDH
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase). Diky omezenému mnoZstvi
tkané nebylo mozné vzdy kvantifikovat expresi vSech nami sledovanych
gentl. Také pro omezené mnozstvi tkané v histologickém vzorku nebylo
mozné stanovit spravné vSechny sledované geny. Tato skutecnost je dana
malym objemem odebirané tkané pti endoskopickém vySetfeni.

Ziskané vysledky jsme dali do vzajemné souvislosti s klinickymi
daty od pacientd a hledali jsme vzijemny vztah. Hodnotili jsme celkové
preziti nemocnych (OS — overall survival) a ¢as do progrese onemocnéni
(TTP — time to progression).

Nemocné jsme rozdélili do skupin podle slozeni cykll podané
chemoterapie a podle podaného chemoterapeutika jsme pfifadili vybrany
gen, od kterého se dle literarnich udaji da ocekavat prediktivni vyznam. Dle
doporugeni Ceské onkologické spoleénosti, ktera vychazeji z doporudeni
ESMO se vyuzivaji trojkombinace chemoterapeutik v uvedenych cyklech
chemoterapie. Vice o moznostech onkologické 1é¢by v teoretické Casti prace.

[43] V nasi skupiné nemocnych je nejcastéji pouzitym chemoterapeutikem a
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tedy 1 nejveétsi skupinu tvoii nemocni, kterym byl podavan 5’fluorouracil
nebo capecitabin (N=51). V této skupiné jsme hledali vzijemny vztah 5-
fluorouracil (capecitabin) vs gen thymidylate synthasy (TS). Podafilo se nam
prokazat prediktivni vyznam genu thymidylate synthasy pro lé¢ebny efekt 5
— fluorouracilu nebo capecitabinu (Hazard ratio <0,001, Coxtv univariate
model 0,0524, p-value 0,0545). Grafické znazornéni ukazuje obrazek ¢.1.
Druhym nej¢astéji vyuZivanym chemoterapeutikem je platina, resp. derivaty
platiny (N=18). V této skupiné jsme hledali prediktivni vyznam pro gen
ERCCI. Prediktivni vyznam exprese tohoto genu jsme neprokazali. Dalsi
méné Casto vyuzivana chemoterapeutika jsou rubiciny (N=8) a antracykliny
(N=1). Z dtivodu nizké etnosti vyuziti je skupina nemocnych mald a nelze
z tohoto poctu stanoveni udélat statisticky vyznamny zavér, na kterém
bychom mohli stavét naSe tvrzeni. Z tohoto diivodu se nemtzeme vyjadrit

k vzajemnému prediktivnimu vyznamu geni BRCAl a ERBB2.

Obrazek ¢€.1 — prediktivni vyznam 1é¢ebného efektu TS pro platinové

derivaty
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Zhodnoceni prognostického vyznamu genové exprese

Zhodnotili jsme skupinu vS§ech nemocnych jako celek a patrali po
prognostickém vyznamu nékterych genl. Zuvedenych vysledki jasné
vyplyva prognosticky vyznam ERCC1 RT2. Cim niZ§i, tim deldi overall
survival (Hazard ration 1,072, Coxuv univariate model 0.0305, p-value
0,0588), ¢im niz§i, tim del§i time to progression (Hazard ration 1,072,
Coxiv univariate model 0.0248, p-value 0,0117). Grafické zndzornéni
vztahu ukazuji obrazky ¢. 2 a 3.

Obrazek ¢.2 — prognosticky vyznam ERCC1 RT2: time to progression
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Obrazek ¢.3 — prognosticky vyznam ERCC1 RT2: overall survival

Product-Limit Survival Estimates
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Stanoveni mikroRNA z tkanovych vzorki

Podle planu studie jsme si UspéSné ovéfili moznost stanoveni
mikroRNA z tkatiovych, formalinem fixovanych a parafinem zalitych
vzorkl. Stanovovali jsme vlastni mikroRNA, nikoliv jejich prekurzory.
Prestoze se jedna o nové zavedenou metodu na naSem pracovisti, stanoveni
necinilo zadné potize. U vSech nemocnych jsme stanovili celkem 33 rtiznych
mikroRNA. Pro kontrolu stanoveni jsme shodné u vSech vzorki stanovovali
také referen¢ni sekvenci, v tomto ptipadé RNU6B (U6snRNA). Vysledky

stanoveni jsou uvedeny v piiloze.

Zhodnoceni prognostického vyznamu mikroRNA
Stejné jako v pfipadé stanoveni genové exprese, jsme ziskané
vysledky dali do vzajemné souvislosti s klinickymi daty od pacientii a

hledali jsme vzajemny vztah. Hodnotili jsme celkové preziti nemocnych (OS
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— overall survival) a &as do progrese onemocnéni (TTP — time to
progression).

Prokazali jsme prognosticky vyznam miR150 U6RNA - ¢im nizsi, tim delsi
overall survival (hazard ration 1,004, Coxav univariate model 0.0494, p-
value 0,0145), stejny vyznam ma miR150 U6RNA pro time to progression
(hazard ration 1,006, Coxuv univariate model 0.0056, p-value 0,0232).
Dalsi vyznamnou mikroRNA je miR342 U6RNA - ¢im nizsi, tim delsi
overall survival (hazard ration 1,261, Coxav univariate model 0,0286, p-
value 0,0319), stejné tak hladina exprese ovliviiuje time to progression
(hazard ration 1,383, Cox0v univariate model 0,0144, p-value 0,0997).
Celkové preziti je také ovlivnéno expresi miR224, ¢im nizsi je hladina
exprese tim delsi je overall survival (hazard ration 7,609, Coxtiv univariate
model 0,0175, p-value 0,0090). Grafické znazornéni je na obrazcich ¢. 4 — 8.

Obrazek ¢.4 — prognosticky vyznam miR150: overall survival
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Obrazek €.5 — prognosticky vyznam miR342: overall survival
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Obrazek ¢€.6 — prognosticky vyznam miR224: overall survival
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Obrazek €.7 — prognosticky vyznam miR150: time to progression
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Obrazek ¢€.8 — prognosticky vyznam miR342: time to progression
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Zhodnoceni prediktivniho vyznamu mikroRNA

Dalsim cilem naSeho experimentu bylo zjistit piipadny prediktivni
vyznam nékterych mikroRNA. Stejné jako u patrani po prediktivnim
vyznamu genové exprese nékterych genll jsme nemocné rozdélili do skupin
podle slozeni podané chemoterapie. Ziskané vysledky hladin exprese
jednotlivych mikroRNA jsme dali do vzajemné souvislosti s celkovym
prezitim a Casem do progrese onemocnéni u jednotlivych pacientl. Slozeni
jednotlivych skupin bylo stejné jako u stanoveni prediktivniho vyznamu
genové exprese. Podafilo se nam prokazat prediktivni vyznam miR181b,
miR150, miR192 a miR 342 pro 5 fluorouracil a capecitabin. Také se
podafilo prokazat prediktivni vyznam miR221, miR224, miR520 a miR375

pro platinové derivaty. Grafické znazornéni je na obrazcich ¢.9 — 18.

Obrazek €.9 - prediktivni vyznam miR150: overallsurvival
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Obrazek €.10 - prediktivni vyznam miR192: overallsurvival
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Obrazek €.11 - prediktivni vyznam miR342: overallsurvival
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Obrazek €.12 - prediktivni vyznam miR221: overallsurvival
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Obrazek ¢€.13 - prediktivni vyznam miR224: overallsurvival
Product-Limit Survival Estimates
e I 1
|
|
|
08 \
|
|
= \
S o6 \
£ !
S
o L
= |
S |
S 044
=] [
@ \
e .
02
00
T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500

doba_CHT_umrti
[miR224_U6RNA_category

high>=0.15 — — — low<0.15

28




Survival Probability

Obrazek €.14 - prediktivni vyznam miR375: overallsurvival
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Obrazek ¢€.15 - prediktivni vyznam miR181: time to progression
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Obrazek €.16 - prediktivni vyznam miR221: time to progression
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Obrazek €.17 - prediktivni vyznam miR224: time to progression
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Obrazek ¢€.18 - prediktivni vyznam miR520: time to progression
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Moznosti vyuZiti mikroRNA pro ¢asnou detekci
kancerogeneze

MikroRNA je velmi mala molekula, kterd velmi snadno pronika do
télesnych tekutin, tedy i do periferni krve a do budoucna nabizi velky
potencial. Jednim z mnoha cild naseho experimentu bylo ovéfit moznost
vyuziti mikroRNA jako biologicky marker, ktery by ukazoval na casnou
kancerogenezi. Hledali jsme tedy mikroRNA, kterd by se nevyskytovala ve
zdravé tkani, ale pouze ve vysoké koncentraci v nadorové tkani. Jeji vyskyt
by potom ukazoval na ptitomnost nadorovych bunék v téle nemocného.
Z nami stanovovanych mikroRNA to vSak Z4dna neni.

Této skuteCnosti se nejvice blizi miR-221, kterd se vyskytuje
Vv nizkych hladinach ve zdravé tkani (pramér 1,947, median 0,536), zatimco

V tumordzni je ve vysokych koncentracich (pramér 2,331, median 1,193).
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Otazkou vsak je, zda hladinu exprese této mikroRNA nezvysuji i
nékteré benigni onemocnéni zaludeéni sliznice ¢i jiné pric¢iny. Proto
nemuzeme s jistotou fici, Ze je tento marker vhodny pro ¢asnou detekci

kancerogeneze.
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Diskuze

Karcinom zaludku je maligni onemocnéni, v naSich krajich s velmi
Spatnou prognodzou. Preziti nemocnych se lisi, nejvice je ovlivnéno
pokrocilosti nemoci v dob¢ stanoveni diagndzy. Bohuzel vét§ina nemocnych
v Evropg, a tedy i v Ceské republice je diagnostikovana v pokro&ilém stadiu
nemoci. [2,27,34] Doposud platilo a nadale plati, Ze zakladni 1é¢ebnou
modalitou je chirurgickd 1écba s dosazenim RO resekce. V indikovanych
ptipadech pfi dodrzeni zasad bezpecné endoskopické lécby muzeme
dosahnout RO resekce také endoskopickou cestou — blize v kapitole 1écba.
Z dvodu pozdni diagnostiky v pokrocilém stadiu nemoci je vSak vétSina
nemocnych lé&ena paliativné. [1,2,4,27,34] Tuto skute¢nost potvrdila i naSe
studie, ktera zahrnuje celkem 1258 nemocnych s karcinomem zaludku, ktefi
prosli v prub&éhu 14 let nasim onkologickym centrem. Z celkového poctu
vSech nemocnych podstoupilo resekéni zakrok pouze 547 nemocnych. Ze
zbyvajiciho poctu (neoperovani nemocni + explorativni vykony) byla
paliativni chemoterapie indikovana jen u 61 nemocnych. Zbytek nemocnych
byl 1é&en symptomaticky. V souladu s literarnimi udaji také v nasem
souboru nemocnych profituji nemocni zpodané chemoterapie. Dle
ocekavani pocet podanych cyklii chemoterapie koresponduje s casem do
progrese onemocnéni a také s celkovym prezitim. Cim vice podanych cykld,
tim delsi ¢as do progrese nemoci (Coxtiv univariate model 0.0075), ¢im vice
podanych cyklt, tim delsi celkové preziti (Coxdv univariate
model <0.0001). [1,4,9,10,35,70,78,96] Také jsme zjistili, Ze v naSem
souboru zeny piezivaji déle nez muzi (dle Wilcoxonova testu 0.0087) a maji
také delsi ¢as do progrese onemocnéni (dle Wilcoxonova testu 0.0331 ). Pro
tuto skuteénost vSak nemame vysvétleni.

Piesto z dlouhodobého pozorovani vyplyva, ze se lisi preziti

nemocnych, ktefi maji stejny histopatologicky typ nadoru, jsou ve stejném
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stadiu onemocnéni a byla jim podéna stejnd chemoterapie. Jednou
z moznych pri¢in mize byt rtizna exprese genti piimo v nadorové tkani,
které se podileji na mechanizmu cytostatika. Tato otazka se stala inspiraci
k provedeni naseho experimentu. Jednim z cild této prace je ovéfit moznost
vyuziti hladiny genové exprese vybranych genid ptimo v nadorové tkani jako
prediktor 1éCebného efektu piislusné chemoterapie — blize v kapitole
pracovni hypotéza. Z nami stanovovanych gend se podafilo prokazat
prediktivni vyznam hladiny genové exprese thymidylat synthasy v nadorové
tkani pro predpovéd’ 1é¢ebného efektu 5 — fluorouracilu nebo capecitabinu.
Nemocni, kterym byla podana chemoterapie obsahujici 5 — fluorouracil nebo
capecitabin a soucasné maji vysokou hladinou genové exprese thymidylat
synthasy v nadorové tkani maji hor$i celkové pfteziti v porovnani
S nemocnymi, ktefi maji genovou expresi thymidylat synthasy nizkou.
Hladina 38 je optimalni hranici pro rozliSeni mezi vysokou a nizkou
hladinou exprese thymidylat synthasy a tedy hranici od které se odviji, zda
muzeme léebny efekt 5 - fluorouracilu nebo capecitabinu ocekavat.
Grafické znazornéni je na obrazku €. 38.

V nasem souboru nemocnych byly pouzity ¢tyfi typy cykli chemoterapie
obsahujici 5 — fluorouracil nebo capecitabin (ECX, ECF, FUFA a ELF).
Diky tomu je skupina nemocnych heterogenni, ale protoze capecitabin je
prekurzorem, ktery se v jatrech pfeménuje na meziprodukt a v nadorové
tkani se méni v 5 - fluorouracil miizeme ocekavat od obou spolecny princip,
do kterého miiZe zasahovat gen thymidylat synthasy. [9,13,14,70,96,132] Je
potieba mit také na mysli, ze vysledek muze byt do jisté miry ovlivnén
heterogenitou souboru, resp. synergickym efektem chemoterapeutika, které
bylo soucasti chemoterapeutického cyklu. 1 pies tuto skutenost se
domnivam, Ze lze hladinu thymidylat synthasy vyuzit jako prediktor

1é¢ebného efektu capecitabinu ¢ 5 — fluorouracilu.
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Druhou otazkou, kterou jsme se zabyvali v prub¢hu nasi studie je moznost
vyuziti nekterych mikroRNA jako prediktoru 1écebné odpoveédi
chemoterapie. MikroRNA je mala molekula, ktera patii mezi tzv. nekodujici
RNA (ncRNA). Jedna se o jednovlaknovou molekulu, ktera reguluje
genovou expresi na posttranskripéni Urovni. Tato molekula se vytvari
V bunééném jadie ve formé pre mikroRNA (pre miR), pomoci transportniho
mechanizmu ve sténé bunécného jadra (exportin 5) dochazi k exportu a
pfemeéné na mikroRNA. Jedna mikroRNA muiZe cilit a tak ovliviiovat jednu,
ale také az nékolik riznych mRNA, muze se tedy podilet na down ¢i
upregulaci riiznych gent ¢i jejich ¢asti. Soucasné muzeme fici, Zze jedna
mRNA mize byt soucasnym cilem mnoha riznych mikroRNA. Tento
vzajemny vztah neni doposud fadn¢ prozkouman a miizeme tedy ocekavat,
ze stejny histopatologicky typ nadoru muize mit odlisSné molekularné
biologické pozadi, coz mize byt pfic¢inou odlisného chovani bunék a
disledkem mize byt riznd reakce na podanou chemoterapii.
[104,118,128,130,133] Proto jsme se rozhodli hledat také prediktivni
vlastnosti nékterych mikroRNA — blize metodika. Prokazali jsme prediktivni
vyznam celkem CEtyf mikroRNA pro predpovéd 1ééebného efektu 5 —
fluorouracilu nebo capecitabinu. Jedna se o miR181b, miR150, miR192 a
miR342. Grafické znazornéni je na obrazcich ¢. 29 — 38, optimalni hladiny a
blizsi statistické udaje jsou v tabulce €. 10. Pro vSechny uvedené plati vztah,
ze ¢im niz§i je hladina pfislusné mikroRNA, tim delsi je celkové preziti.
Prestoze se nam nepodatilo prokazat prediktivni vyznam genové exprese pro
predpoveéd’ efektu derivatt platiny, podafilo se nam najit n€které mikroRNA,
které lze k predpovédi efektu platiny pouzit. V tomto piipadé se jedna o
miR221, miR224, miR520 a miR375. Pro miR224, miR375 a miR520 plati
také vztah ¢im niz8i hladina exprese, tim delsi celkové preziti. Pro miR221
v§ak plati opaény pomér, ¢im vysSi hladina exprese, tim delsi celkové

preziti. Také zde miZzeme namitnout, Ze se jedna o heterogenni skupinu
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nemocnych. VSem byla poddna chemoterapie vyuzivajici derivaty platiny,
avSak v ridznych lékovych formach (oxaliplatina, cisplatina). Situace je
obdobna jako ve skupiné s 5 — fluorouracilem a capecitabinem. Stanoveni
pro jednotlivé formy platiny neni mozné, pro nizky pocet jedinct
V podskupindch, rozdélenych dle chemické formy platiny. Nemohli bychom
vyvodit statisticky vyznamné zavéry. Derivaty platiny pracuji na stejném
principu, proto se domnivame, Ze uvedené mikroRNA lze vyuzit v klinické
praxi, jako prediktory efektu 1écby derivatt platiny.

Problémem nadale zistava mnozstvi tkané, odebraného pii
endoskopickém vySetfeni pomoci bioptickych klesti. Mnozstvi odebrané
tkané je velmi malé a ne vzdy je k dispozici dostatecny vzorek zdravé a
nadorové tkané k nami navrhovanému stanoveni. Protoze mikroRNA je
mald molekula, ktera snadno pronika do télesnych tekutin, ocekavame, Ze
bude snadno stanovitelna i z periferni krve nemocnych, ktera je jednoduse
pristupnd k odbéru v dostatecném mnozstvi. Z tohoto duvodi se nabizi
otizka, zda by nebylo moZné vyuzit stanoveni mikroRNA z periferni krve
nemocnych jako prediktor 1é¢ebného efektu chemoterapie? Abychom mohli
zodpovédné odpovédét na tuto otdzku, budeme muset provést srovnani
hladiny vybranych mikroRNA v nadorové tkani s hladinou mikroRNA
v periferni krvi nemocnych s karcinomem zaludku. Pokud bude hladina
Vobou vzorcich srovnatelna, mizeme vyuzit stanoveni sledovanych
mikroRNA z periferni, Zilni krve nemocnych pted zahajenim chemoterapie.

Bohuzel vnasi sestavé byla pouzita chemoterapeutika, pro které
doposud nezname zadné znamé prediktory pro predpovéd’ 1é¢ebného efektu.
Znami stanovovanych mikroRNA se nepodafilo prokazat prediktivni
vyznam pro prislusna cytostatika. S ohledem na omezeny objem vzorku bylo
nase stanoveni limitovano. Pokud se prokaze moznost stanoveni mikroRNA
zvenozni krve a hladina mikroRNA bude srovnatelna s hladinou

V tumorodzni tkani, rozSifime na$§ panel mikroRNA a budeme patrat po
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vyznamném prediktoru pro predpoveéd 1écebného efektu etoposidu a
leukovorinu, coz jsou ¢asta chemoterapeutika vyuzivana pii 1é¢bé karcinomu
zaludku. [10,35,70,96]

Dalsi otazka, kterou musime zodpovédét nasim navazujicim
vyzkumem je, zda bude prediktivni vyznam nami uvedenych faktord platit
také u nemocnych, kteti podstoupili resekéni vykon. V piipadé, kdy primarni
nador nebyl odstranén, podana chemoterapie cili na primarni ponechany
nador, ze které¢ho jsme stanovili hladinu pfislusného prediktoru. V pfipade,
kdy nemocny podstoupil resekéni vykon je primarni nddor odstranén a
podand chemoterapie cili na rezidualni bunky, které vycestovaly
z primarniho nadoru. Na podkladé publikovanych studii je ale znamo, ze u
nékterych nadort, napf. karcinom plic, dochazi ke zméné fenotypovych
vlastnosti bunék, které vycestovaly z primarniho tumoru a nachazeji se v téle
nemocného. V tomto piipadé by funkce prediktoru mohla byt narusena.
[41,122,128,130,132,137]

Nase prace se také zabyvala studiem prognostickych faktori.
Hodnotili prognosticky vyznam genové exprese vybranych genti v nadorové
tkani. Podafilo se nam prokazat prognosticky vyznam genové exprese
ERCC1_RT2. Vzijemny vztah hladiny genové exprese a celkového preziti
je: ¢im nizsi hladina exprese, tim delsi celkové pieziti a také tim delsi ¢as do
progrese onemocnéni. Optimalni se jevi hladina exprese 39 pro rozliSeni
mezi nizkou a vysokou expresi, resp. mezi dobrou a Spatnou progndzou.
Grafické znazornéni vztahu ukazuji obrazky ¢. 22 a 23.

Také jsme patrali po prognostickém vyznamu nékterych mikroRNA.
Prokéazali jsme prognosticky vyznam miR150, miR342 a miR224. Pro
vSechny uvedené parametry plati vztah, ¢im nizsi hladina, tim delsi celkové
Blizsi udaje jsou v tabulce ¢. 9 a grafické zndzornéni je na obrazcich ¢. 24 —
28.
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Jednim zcili naSi prace bylo najit biologicky marker, ktery by
ukazoval Casné¢ na probihajici kancerogenezi a umoznil tak casnou
diagnostiku onemocnéni. Nenalezli jsme zddnou mikroRNA, ktera by se
vyskytovala pouze vnadorové tkani, a proto nelze fici, Ze existuje
mikroRNA, ktera by jasn¢ ukazovala na probihajici kancerogenezi a mohla
by byt tedy vyuzita pro Casnou detekci karcinomu Zzaludku v ramci
screeningu. Optimalni situaci pro screeningovy marker je nejblize
mikroRNA 221 (miR221 U6RNA), u které je prokazan vztah ¢im nizsi je
hladina miR221, tim delsi je celkové preziti a soucasné se nachazi vice
v nadorové tkani, nez ve zdravé tkani. Nyni vSak bude potieba ovéfit, zda
hladinu exprese miR221 neovliviuji také jiné patologické stavy Zaludeéni
sliznice, napt. chronicka gastritida, infekce Helicobacter pylori apod., které
by vedly k falesné pozitivnim vysledkim. Pokud vylouc¢ime, Ze hladina
miR221 se zvySuje také u jinych onemocnéni zaludecni sliznice, bude nutné
urcit optimalni hladinu této mikroRNA, ktera by ukazovala na riziko vzniku
karcinomu zaludku a na podkladé této skuteCnosti by byla indikovana
gastroskopie s odbérem tkané pro bioptické vySetfeni. Podobna je situace u
miR372, kde je prokazan vztah k &asu do progrese onemocnéni. Cim nizii je
hladina miR372, tim delsi je ¢as do progrese onemocnéni. Také zde bude
potieba provedeni dalsiho vyzkumu, obdobné jako je tomu u miR221.

Existuje také otazka vyuziti rozdilnych hodnot mezi zdravou a
nadorovou tkani. Statisticky vyznamny rozdil je mezi hladinou miR145 ve
zdravé a v nadorové tkani. Cim je rozdil nizsi, tim delsi je Gas do progrese
onemocnéni (Coxtiv univariate model 0.0310). Za ptedpokladu, ze ve zdravé
tkani, tzn. ve skupiné zdravych jedincd v populaci je konstantni hladina
miR145, pak by mohla stoupajici hladina miR145 ukazovat na rist nadoru.
Zde pocitame vSak také se skuteCnosti, ze vSechny karcinomy Zzaludku

budou mit vysokou hladinu miR145 ve tkani a diky rdstu nadoru se bude
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zvySovat i hladina miR145 v krvi. I tuto otazku se pokusime v budoucnosti
zodpoveédet.

Ohledné screeningu a zjisténi rizika vzniku karcinomu zaludku se
nabizi také otazka mozného vyuziti kombinace stanoveni mikroRNA a
jinych sérovych markerii. Nadéjné vypadajicim markerem je MMP-7 a
PIVKA II. Abychom mohli byt konkrétnéjsi, musime provést dalsi studii, o

kterou bychom mohli opfit nase tvrzeni.
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Zavér

Nami provedena studie odpovédéla na v§echny ndmi polozené otazky.
Soucasné vsak na jejim podkladé vznikly nové, doposud nezodpovézené
otazky. Musime tedy konstatovat, Ze jsme neziskali jednoznacné zavéry,
které by nas opraviiovali K navrZeni novych klinickych postupi v 1é¢bé
karcinomu zaludku.

Pokud vSak zhodnotime-li situaci v oblasti vyuziti prediktivnich
faktorti jako celek, musime fici, Ze se jedna o velmi slibnou moznost, ktera
by mohla byt v blizké budoucnosti zménit pravidla vyuziti chemoterapie u
nemocnych s karcinomem zaludku. Pokud se nam podaii Gispésné odpoveédeét
na vSechny nové polozené otazky, jist¢ posuneme zasady vyuziti
chemoterapie do dimenze personifikované onkologické 1écby.

Také se domnivame, ze kombinace stanoveni hladiny mikroRNA a
nékterych sérovych markert nabizi do budoucnosti moznost casné
diagnostiky karcinomu zaludku, nebot’ pouze tato skuteCnost mize zvratit

nepfiznivy osud nemocnych s karcinomem zaludku.
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Souhrn

Prediktivni a prognostické faktory nadoru zaludku
Smid D.
Chirurgicka klinika FN Plzen a LF UK v Plzni.

Uvod: Karcinom Zaludku patii dlouhodobé mezi nadory s nejhorsi
prognézou. Bohuzel vétSina nemocnych pfichazi v pokrocilém stadiu
onemocnéni a jsou tedy 1éCeni paliativné. Nemocni se stejnym typem nadoru
a ve stejném stadium onemocnéni a podanou stejnou chemoterapii maji
rizné preziti, coz mize byt zapficinéno rtiznou expresi vybranych gend,
které zasahuji do mechanismu ucinku cytostatika. Stanoveni téchto gent ¢i
mikroRNA, které tyto geny reguluji, by mohlo byt vyuzito jako prediktivni
faktor pro predpovéd efektu podané chemoterapie.

Stanoveni n&kterych mikroRNA, piipadné v kombinaci s vhodnymi
plazmatickymi faktory by mohlo byt vyuzito jako prognosticky faktor
nemocnych s karcinomem zaludku. Také je zde moznost vyuziti této
kombinace pro ¢asny zachyt probihajici kancerogeneze.

Cil: Cilem je ovéfit moznost vyuziti genové exprese vybranych gent a
nékterych mikroRNA v nadorové tkani jako prognosticky faktor, a nebo jako
prediktor pro 1é¢ebny efekt chemoterapie u nemocnych s karcinomem
zaludku.

Metodika: Retrospektivné jsme zhodnotili soubor 1258 nemocnych
s karcinomem zaludku, ktefi prosli nasim pracovi$tém béhem 14 let. Vybrali
jsme soubor 54 nemocnych, ktefi nepodstoupili resekéni vykon a byla jim
podéna chemoterapie (podminky predikce). U téchto nemocnych jsme
Vv parafinem fixovanych tkanovych vzorcich stanovili expresi celkem 33
riznych mikroRNA a 4 genl. Ziskana data jsme dali do vzijemné

souvislosti s typem podané chemoterapie, délkou pieziti a Gasu do progrese
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onemocnéni.

Vysledky: Podafilo se nam prokazat prediktivni vyznam miR181b, miR150,
miR192 a miR 342 pro 5 - Fluorouracil a Capecitabin. Také se podafilo
prokazat prediktivni vyznam miR221, miR224, miR520 a miR375 pro
platinové derivaty. Prokazali jsme prediktivni vyznam stanoveni genu
thymidylat synthasy v nadorové tkani pro 1éCebny efekt platinovych
derivata.

Na podkladé nami ziskanych vysledkd muizeme konstatovat, Ze stanoveni
exprese miR150, miR342, miR224 a stanoveni genové exprese ERCC1 RT2
1ze vyuZit jako prognosticky faktor u nemocnych s karcinomem Zaludku.
Diskuze: Moznost vyuziti prediktivniho vyznamu miRNA je nutno oveéfit
také u resekovanych nemocnych, nebot’ u téchto nemocnych cili podana
chemoterapie na rezidualni buinky vtéle nemocného. Vysledky
publikovanych studii ukazuji, Ze nékteré fenotypové vlastnosti bunék
vycestovanych z primarniho nadoru se lisi od vlastnosti bunék matetského
karcinomu. Nove lze také stanovovat miRNA z periferni krve nemocnych,
coz vyznamné zjednodusi stanoveni, ale je potieba ovéfit srovnani hladin
MiRNA v nadorové tkani s hladinou v periferni krvi. Také se nabizi moZnost
vyuziti stanoveni miRNA s kombinaci s jinymi sérovymi faktory k detekci
casné kancerogeneze, ale zde se nabizi cela fada otazek, na které je nutno
odpoveédét jesté predtim, nez budeme moci udinit jasné zavery.

Zavér: Stanoveni mikroRNA je jisté velmi slibné a nabizi do budoucna
velké moznosti. Vyuziti exprese vybranych mikroRNA piimo v nadorové
tkani muze slouzit jako prediktivni i prognosticky faktor u nemocnych
s karcinomem zaludku. Stejné tak lze vyuzit stanoveni genové exprese
nékterych genl. Diky pfedpovédi efektu podané chemoterapie mizeme
dopfedu odlisit nemocné, ktefi budou profitovat z podani chemoterapie.
Ostatni nemocné usetiime zbytecnému podani nefunkéni chemoterapie, ¢im

by doslo ke zhorSeni kvality zivota nemocnych a soucasné k navySeni
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celkovych nakladt na 1écbu.

Prace podpotena grantem IGA MZ NT14227
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Summary

Predictive and prognostic factors in gastric cancer

Smid D.

Surgical clinic of University Hospital in Pilsen and Faculty of
Medicine in Pilsen, Charles University in Prague.

Introduction: Gastric cancer is one of malignant diseases which
have the worst prognosis. Unfortunately, there are most patients
with advanced-stage disease who have to be treated in a
palliative way. Patients suffered from the same type of tumor,
being at the same stage of disease and treated with the same
chemotherapy have various rates of survival, which can be
caused by diverse expression of selected genes impacting on the
mechanism of cytostatic effects. The determination of these
genes or microRNAs which regulate these genes could be used
as a predictive factor for prediction of effects of administered
chemotherapy. The determination of some microRNAs, or in the
combination with suitable plasmatic factors, could be used as a
prognostic factor for patients with gastric cancer. It is also
possible to use this combination for early diagnosis of
cancerogenesis

Obiject: The aim is to verify the possibility to use expression of
selected genes and some microRNAs in tumor tissue as a
prognostic factor or a predictor for therapeutic effects of
chemotherapy in patients with gastric cancer.

Methodology: We retrospectively evaluated the group of 1258
patients with gastric cancer who had been treated in our
department in the course of fourteen years. We selected 54
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patients who had not undergone resection surgery and had been
administered chemotherapy (conditions for predixtion). These
patients were determined expression of 33 various microRNAs
and 4 genes in paraffin-embedded tissue samples in. Afterwards,
these obtained data were in conntection with the type of
chemotherapy, the length of survival and time to progression.
Results: We succeeded in proving predictive significance of
miR181b, miR150, miR192 and miR 342 for 5-fluorouracil and
capecitabine as well as predictive signficance of miR221,
miR224, miR520 and miR375 for platin derivates. We proved
predictive significance of the thymidylate synthase gene in
tumor tissue for therapeutic effects of platin derivates. On the
basis of results obtained by us, we can state that the
determination of expression of miR150, miR342, miR224 and
the determination of gene expression of ERCC1 RT2 can be
used as a prognostic factor in patients with gastric cancer.
Discussion: It is necessary to verify the possibility to use
predictive significance of miRNAs in patients after resection, too
because in these patients, this administered chemotherapy is
targeted at residual cells in their bodies. Results of published
study works show that some phenotypic features of cells which
left a primary tumor differ from features of cells of the original
tumor. Nowadays, it is also possible to determine miRNAs in the
peripheral blood, which can significantly make the determination
much easier. However, there is a need to compare miRNA levels
in tumor tissue with peripheral blood level. Besides, miRNAs
can be determined with the combination with other serum factors
to detect early cancerogenesis. Here are numerous questions
which have to be replied before determining right conclusions.
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Conclusion: The determination of microRNAs is certainly very
auspicious and means a great chance for the future. Use of
expression of selected microRNAs directly in tumor tissue can
serve as a predictive and prognostic factor in patients with
gastric cancer. It is possible to use the determination of
expression of some genes in the same way, too. Thanks to
prediction of effects of given chemotherapy, we can differ the
patients who will profit from chemotherapy administered to
them. The other patients will avoid useless administration of
chemothepy for whom it is not effective and which could make
quality of their lives worse and increase total treatment costs.

Supported by Grant IGA MZ NT14227
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