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Suhrn

Komplex E-cadherinu ap-cateninu sa vyznamnou mierou pddie na procese

medzibunkovych adhézii. Uvedené proteiny su tigbjgmé do signalnych drah regulujucich
apoptézu. Porucha expresie uvedenych proteinov yeréznych nadorov spojovana s
nadorovou progresiou, metastazovanim a rezistemzqarotinddorovu terapiu.
Z uvedeného doévodu sme Studovali prognosticky uyernimmunohistochemickej expresie
tychto proteinov u nemalobunkového karcinéniiigpza pouzitia tkanivovych mikroereji.
Expresiu danych proteinov sme zampuJerelovali s vysledkami testu viability bunkovych
linii derivovanych z primérneho tumoru.

Vzorky nemalobunkovych karcindmov(zx boli ziskané od pacientov operovanych na 1.
chirurgickej klinike LF UP a Fakultnej nemocniceo@louc v rokoch 1996 — 2002. Tie boli
fixované vo formaline a do parafinu zaliate. Vzokeadého pripadu bola hodnotena dvoma
nezavislymi patolégmi. Vzorky pochadzali od 190 mwz 11 Zien, z toho 34 pacientov bolo
v Stadiu | a Il, 104 pacientov v Stadiu llla, 4Zmtov v Stadiu Illb a 21 pacientov v Stadiu
IV. Priemerna doba sledovania pacientov bola 3Janes.

Analyza déat bola vykonana pomocoucftatovej analyzy s pouzitim softwaru SPSS pre
Windows verzie (10, 0). Expresia jednotlivych pfote bola korelovana s histologickym
typom nadoru a vysledky testu viability primarny@dorovych buniek (MTT test) s pouzitim
Mann-Whitney neparametrického zrovnavacieho te8nalyza prezivania bola vykonana
pomocou Kaplan Meierové metddy. Rozdiely prezivamodi zrovnané pomocou log rank
testu (Kaplan a Meier 1958). Hodnoty p<0,05 boligimvané za Statisticky signifikantné.

Neboli zistené Ziadne signifikantné rozdiely v egi tychto proteinov medzi
histologickymi subtypmi nemalobunkového karcinonfiig Nuklearna expresifl - cateninu
signifikantne korelovala s kratSim intervalom bézpakového obdobia (p< 0,045) a horSim
celkovym prezitim (p< 0,03). Bola tiez zistend htaa koreldcia medzi cytoplazmatickou
expresiou E-cadherinu a in vitro rezistenciou aarsbrubicin (p=0,0542).



Summary

Complex E-cadherin and3 - catenin is involved in process intercellular
adhesion. Those proteins are also involved in $igypa pathways regulating
apoptosis. Deregulation of expression of the pmetéen different tumors is associated with
tumor progression, metastasis and resistance to icamper  therapy.

For this reason, we studied the prognostic dicaniice of their immunohistochemical
expression in non-small cell lung cancer using sugs microarrays.
Expression of these proteins was also correlatél tve results of the test of cell viability of
cell lines derived from primary tumor.

Non-small cell lung cancer samples were obtaimechfpatients operated on the 1st
Department of Surgery Palacky University and Ursitgr Hospital Olomouc in the years
1996 — 2002.. They were fixed in formalin and entdsetlin paraffin. A sample of each case
was evaluated by two independent pathologists.S@mples were obtained from 190 men
and 11 women. 34 patients were in stage | and#,datients with stage llla, 42 patients with
stage Illb and 21 patients in stage IV. The avegzgeent follow-up period was 32 months.

Statistical analysis was performed by computaalysis using software SPSS for
Windows version (10, 0). Expression of the abountioned proteins was correlated with
histological tumor type and the results of the @myntumor cell viability test (MTT assay)
using the Mann-Whitney nonparametric test. Survigahlysis was performed using the
Kaplan Meier method. Differences in survival werelgzed by log rank test (Kaplan and
Meier 1958). P-values p<0.05  were considered fitdlly  significant.

There were no significant differences in the espion of these proteins within
histological subtypes of NSCLC. Nuclear expressibf-catenin was significantly correlated
with shorter disease free interval period for pasgp < 0.045) and worse overall survival (p
< 0.03) . A marginal correlation between cytoplasexpression of E-cadherin and in vitro

resistance to daunorubicin was also observed (954Q).
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1. Uvod

Hoci sa chemoterapia nadorovych ochoreni stalprelmme 60. a 70. rokov uznavanou
terapeutickou metddou ddaipijicu chirurgiu a radioterapiu, zostava staléickhvym
problémom odhad dinnosti cytostatickej ligby pri eradikacii nadoru a &aisnej miery jej
toxicity pre pacienta. DefinovavSetky okolnosti ovplykujuce &innog’ cytostatickej ligby
a priny variabilnej odpovedi onkologickych pacientovinaje vé’mi obtiazneV zasade ich
vSak mdzeme rozdéldo dvoch skupin:

1. zéavislé na pacientovi (vek, pohlavie, renalngeaienové funkcie, vazbova kapacita
plazmatickych proteinov, subeZn&ba inymi medikamentmi, dit),

2. zavislé na nadoru (typ, lokalizacia, rozsahesigita, metastaticka aktivita, predchadzajuca
liecba, atl’.).

Jednou z najzavaZznejSich komplikacii protinddgréeeby a najdblezitejSou pgfinou ich
zlyhania je schopn@snadorovych buniek odolavaicinkom cytotoxickych latok. Maligne
bunkové populacie mézu bwoci chemoterapii rezistentné uz pred zahajenimcbiie V
tomto pripade ide o tzv. prirodzenu (primarnu) stenciu. Ziskana (sekundarna) rezistencia
vznika az v priebehu cytostatickejdmy, kedy sa pévodne citlivé bunky stavaju rezigtgmti
a innog’ cytostatickej lieby sa zniZuje. Pri strate citlivosti kditému cytostatiku moze
vSak by zachovana citlivask inym liecivam. Pokid pri strate citlivosti k jednému pripravku
vznika sw@asne rezistencia na iné,céénou Strukturalne pribuznu latku, hovorime o g
rezistencii. Boli vSak popisané pripady skrizeeejstencie medzi protinadorovymidieami
liSiacimi sa ako Strukturalne, tak mechanizmotmKku. Takéto pripady rezistencie potom
nazyvame mnoh®tna liekova rezistencia (multidrug resistance, NNDMDR vysvetuje
pripady necitlivosti niektorych nadorov na iné drudytostatik, ako tych, ktoré boli pouzité v
povodnej lig€be.

Mechanizmy, ktorymi vznika rezistencia nadorovyamiek na protinddorovu kbu, su
komplexnejSej povahy. Vznik rezistencie je qaagejSie viazany na zmeny farmakokinetiky
(znizen&a resorpcia cytostatika, urychlenie bioti@nsacie, rychlejSia inaktivacia alebo
urychlené vyldovanie) alebo zmeny cytokinetiky (Z2&bvanie nadoru je sprevadzané
prechodom vé&ej ¢asti nadorovych buniek dd’ikdového stavu GO, v ktorom je citlivbk
chemoterapii obmedzend). Taktiez s pribudajucouomédu masou vznikaju spontanne
mutacie buniek,¢im sa zvySuje heterogenita bunkovej populacie, &ktomo#uje vznik

bunkového klonu s odliSnou citlivisu k lietbe. Ligba tak néi len citlivd frakciu buniek a
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dochadza k selekcii a naslednému pomnozZeniu rehanse populacie. Vobec nagstejSi

spbsob vzniku rezistencie suavisi so Strukturdlnymfunkénymi zmenami bunky, ktoré
zahfuju znizenu alebo zvySenu expresiu aktivitu enzymov, poruSenie intracelularnej
distribtcie cytostatika (napr. vazbou na lyzozérmoyplyvnenie transportu cytostatika

bunkovou membranou a zvysenu intenzitu oprav DNA.

2. St¥asny stav rieSenej problematiky

2.1 Nemalobunkovy karcindm fuc

Nemalobunkovy karcinomlic (NSCLC) je najastejSim typom rakovinyfpc. RozliSujeme
3 typy NSCLC: adenokarcindm, spinocelularny karoirg vé’kobunkovy karciném, ktory
ma tendenciu r&sa Sirt’ sa rychlejSie ako predchadzajluce 2 typy. Existigeero variant
liecby NSCLC. Typ li€by zavisi na Stadiu. Prvym typomdi®y byva chirurgicky zakrok,
kedy mdze chirurg odstr&hmaltcag’ prac, vykond lobektomiu alebo pneumonektémiu.
DalSou moZna®u liezby je chemoterapid asto sa vyuZiva poKiasa rakovina rozsirila
(stupei IV). Tiez mdZe by podana pred chirurgickym zakrokom alebo raada liecbou na
zvySenie dinnosti liecby (neoadjuvantna terapia). Adjuvantna terapiaykawava po
chirurgickom zakroku, kedy boli nadorové loZisk&wédnené, ale v terapii sa pokuge,
pretoze existuje riziko nepozorovaného pokrania ochorenia. Radiaa terapia sa uziva

spolu s chemoterapiou, kedy chirurgické odstraneieige mozné(Albergt al., 2007).

2.2 Mnohcatetna liekova rezistencia (MDR)

Mnohatetna liekova rezistencia bola prvykrat popisanakurl970 na fucnej bunkovej
linii izolovanej z ¢inskeho Skréka a na bunkovej linii mySej leukémie P388. Auttri
pozorovali skrizenu rezistenciu aktinomycin D reaignych buniek s vinblastinom a
daunomycinomDal3ie pracovné skupiny preukazali, Ze tato skrizemitencia sa ¥ahuije i
na vinca alkaloidy, antracykliny, etopozid (91) ekdnca i na mitomycin C (89, 115), teda
pomerne hydrofébne k&va s mierne zasaditym charakterom.



Vzhradom ku skuténosti, Ze MDR je vyraznou komplikaciou protinadogpviecby,
prebieha na tomto poli v poslednych dvoch dex#ach intenzivny vyskum. Za tri desacia
vyskumu MDR bolo zistenych mnoho sp6sobov, akynmkado nadorové bunky unikfid
chemoterapii ato ukazalo, Ze existuje rezistemaakazdy dinny liek, dokonca aj na
najnovsiecinitele. Preto by schopnbgredvidé a obchadzaMDR mohlo viest k zlepSeniu
chemoterapie. (Gottesman M.Mt,al., 2002) Boli popisané mechanizmy s ich pomocou je
nadorova bunka schopna uUspeSne oddladkemoterapii, rovnhako ako boli identifikované
cytostatika, po ich podani sa mdzZze vy¥inMDR a cytostatika, ktoré nielen, Zze MDR
nevyvolavaju, ale sudinné i u nadorovych buniek s genotypom MDR. Mni#toa liekova
rezistencia sa tak rozdelila do dvoch skupin. Tkdicklasickd) MDR je zapfinena
membranovym glykoproteinom, ktory je produktom gémdrl. Tento P-glykoprotein (Pgp)
je ATP dependentna membranova pumpa exportujudakixatky z bunky a spésobujuca
tak zniZzenu intracelularnu akumulaciu ¢he. Kompletna primarna Struktafadského P-
glykoproteinu bola stanovena z cDNA sekvencie. é®notsa sklada z dvoch homolégnych
gasti priblizne rovnakejidky. ( Chen C.Jet al., 1986)

Z terapeutickéholtadiska je délezitou viastntsu typickej MDR moznasjej prekonania
pomocou chemosenzitorov, to je latok obnovujucichimavos MDR buniek k
protinddorovej liebe Za vSetky menujme alespoverapamil, cyklosporin A a jeho
neimunosupresivny a menej toxicky derivat PSC-883kdvéet al., 2000a).

Ako atypicka MDR (at-MDR) su suhrne oziwané vSetky mechanizmy mndaietnej
liekovej rezistencie, na ktorych sa Pgp ¢wsini. Atypicka MDR moéze Wyspbsobena
zmenou subcelularnej distriblcie diea, poSkodenim clevej Struktdry li€iva, rozdielnou
kapacitou DNA opravnych procesévzmenami detoxikénych metabolickych drah bunky |,
deregulaciou mechanizmov apoptézy, proliferacieegulaciou syntézy proteinov, ktoré sa
z(Gashiuju procesu tvorby medzibunkovych adhézii. (Noskataal., 2000b). Jednym
z najviac Studovanych proteinovych komplexov, kteayz@astiuje tvorby medzibunkovych

adhézii a zarovereguluje rézne délezité signalne drahy je cadheaiteninovy komplex.

2.3 Charakteristika cadherin - cateninového kompleu

B-catenin je 92kDa multifuriny protein, zapojeny do &azavislych homotypickych
bunkovych adhézii, ktory ma 2 raaié bunkové funkcie. PredovSetkymcatenin je
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dolezita Strukturalna zlozka v normalnych epitgldv a zhubnych bunkach. E — cadherin
a jej pripojené intracelularne molekuly cateniny ddlezité pre medzibunkové epitelové
adhézie a byvajiasto vyjadrené v nemalobunkovych karcinbmodhicp(Bremneset al.,
2002). NavySe tieto cateniny hraju déleziti ulohbuwkovej polarite vazbou na siete
aktinovych filament cytoskeletu cezcatenin ako spojnik. Molekuly cateninov obsahuju 3
domény, intracelularnu, transmembranovu a extréelu doménu ( Q. Fet al., 2002).

B — catenin méze hrallohu ako transkrigny trans — aktivator niek&ych cig’ovych génov.
Zmeny Vv hladine expresip — catenin proteinu a genetického usporiadania stmeaych

v exone 3B — cateninu preukazali, Ze prispievaju k maligneyaghe r6znych karcinomov
a pravdepodobne maju vplyv v medzibunkovej adteépiienose signalu. (A. Elzagheidal .,
2008)
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Schéma 1: Struktira cadherin—cateninového komplexprevzaté od Gilbert S.F., 2000)

Phﬂsphnr}rlatimF sites

Adhesive recognition ==

Caleinm-
binding site

Cadherin

Schématické znazornenie zapojenia cadherinu v twejkadhézii. Cadherin je spojeny
s troma typmi cateninov. Cateniny sU asociovanktia@/ymi mikrofilamentami vo vnutri
bunky.
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2.4 Charakteristika pacientov :

Charakteristika pacientov je uvedend v nasledujlcefjabulke.

Tab. | Klinické a laboratorne charakteristiky NSCLC pacientov.

VSetci neoCHT p-
sacienti [ 1 [la hodnota
n 201 49 82 37 82

median OS (mesiace) 39,8 36,8 630 331 259 p<6.10°
median DFS (mesiace) 35,0 29,9 56,7 28,7 18,0 p<9.10°

Vek 60,3 57,6 61,0 60,6 595 p<0,45
Pohlavie Muz 165 41 70 30 65
. p<0,59
Zena 36 8 12 7 17
Histol6gia Spinocellularny
107 23 37 20 50
Nador
. p<0,12
Adenokarcinormr 55 8 30 9 16
LCC +iné 28 7 9 5 14
NeoCHT CHT 49 49 5 3 41 5
p<10
Vnimavos 142 0 74 32 36
Pomocna Pt/NVB 26 14 0 0 26
latka CHT PH/TAX 35 2 0 1 34 p<10*
Iné 15 15 5 2 8
NeoCHT & Adjuvant CHT 32 32 0 1 31
Bez CHT 38 0 27 6 5
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3. Ciele prace:

. Imunohistochemickd detekcia E-cadherinu aB-cateninu nemalobunkoveho

karcinomu iuc na tkanivovych mikroerejach

. Korelacia danych vysledkov s prezivanim a vysledksestu viability nadorovych

buniek derivovanych z primarnych nemalobunkovycttikedmov guc.
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4. Material a metodika

4 1Material

Nemalobunkové karcinbmylfic ziskané od pacientov operovanych na 1. chirkegic
klinike LF UP a Fakultnej nemocnice Olomouc v rokot996 — 2002 boli pouZzité ako
vzorky. Tie boli fixované vo formaline a do parafinaliaté.. Vzorka kazdého pripadu bola
hodnotena dvoma patologmi. Vzorky pochadzali od 10Zov a 11 Zien. Z toho 34
pacientov bolo v Stadiu | a I, 104 pacientov vdftallla, 42 pacientov v Stadiu lllb a 21
pacientov v Stadiu IV. Priemerna doba sledovan@epdov bola 32 mesiacov.

4.2 Metody

4.2.1 Zostavenie tkanivovych mikroereji

Tkanivové mikroereje boli zkonStruované z 201 &omprimarnych pacnych nadorov.
Selekcia reprezentativnych okrskov tkaniva pre odiloéa vykonana na zaklade vizualneho
zrovnania bloku so Standardnym hematoxilinovym ar&om. Tri az p& tkanivovych
valcekov ziskanych Specialnou pumiou ihlou o priemere 2 mm (Beecher Instruments, Sun
Prairie, USA, Katislo.2067) bolo vybranych z donorového bloku a pestené do
recipientného bloku pomocou manualneho pristrajayfi(Beecher InstrumentSun Prairie,
USA). Zarova boli do bloku umiestnené kontrolné #aky normalneho lricneho tkaniva.
Spracovanie rezov z recipientnych blokov prebiel&mdardnym spdésobom ako u rutinnych
preparatov.
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Obr. 2: Ukazka zkonStruovanej tkanivovej mikroereje a pouzitého pristroja

4.2.2 Imunohistochemické detekcia antigénov v tkact

Bola pouzitd metdéda nepriamej imunohistochemigethgnie bolo vykonané na tkanivach
fixovanych vo formaline a zaliatych do parafinu. zResilné 5pm boli uchytené na
silanizované skla (3-aminopropyl-triethoxysilangi®a, USA), odparafinované a zavodnené.
Epitopy antigénov boli revitalizované v 10 mM ctodom pufre (pH 6,0) v mikrovinnom
generatore po dobu 4x10 minat pri 900W. Primarradilatky ( anti mySi monoklonalny E-
Cadherin klon DH 143, YBUX, anti mySi monoklonalrfy/ - catenin klon 17C2 ABCAM)
posobili cez noc pri 4°C. Bol pouzity detely systém DAKO En Vision (Dako Cytomation,
Dansko) a expresia proteinov bola vizualizovana qmou 3,3 -diaminobenzidinu. Na
dofarbenie jadier bol pouzity hematoxylin. Ako m#gny bol hodnoteny preparat
s nadorovym tkanivom s kompletnou stratou farbefaaier nadorovych buniek za
pritomnosti vnatornej pozitivnej kontroly (normédhy epitelialnych buniek, stromalnych
buniek alebo lymfocytov). Za slabu pozitivitu bgl@vazovana expresia daného proteinu
v 10% az 20% nadorovych buniek. Dékaz proteinu % 28¥ 40% nadorovych buniek bol
povazovany za stredne silna pozitivitu. Dékaz egpradaného proteinu vo viac nez 40%
nadorovych buniek bol povaZzovany za silnt pozitivitento systém hodnotenia pozitivity
bol prevzaty z prace autorov Ehrmann et al., 2005.
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4.2.3 Aplikacia MTT testu ku stanoverimvitro viability nadorovych buniek

K analyzein vitro senzitivity primarnych nadorovych buniek derivovahyz karcindbmu
prac na cytostatika bol pouzity trojdenny MTT testisBenzia vitalnych nadorovych buniek
bola ziskana z dodanych vzoriek nefixovaného tlkamouzitim enzymatického travenia a
gradientovou centrifugdciou na hustothom gradierficoll-Metatrizoat (1,077g/ml;
Pharmacia, Svédsko). Bunky boli dvakrat premyvan&RMI 1640 [2 mM glutamin,
bikarbonat sodny, penicilin (100 U/ml) a streptomy¢100 mg/ml)] (Sigma, USA). Po
druhom premyti boli bunkové peleta suspendovanéiliveénom médiu [RPMI 1640 s 2
mM glutaminom bikarbonatom sodnym, penicilinom (100ml), a streptomycinom (100
mg/ml) (Sigma, USA), 15% fetalne hovadzie sérumo¢®m, CR), 5 mg/ml inzulinu a 5
mg/ml transferinu] v kon#ej koncentracii 1- 2x106/ml. 80 ml bunkovej suspenbolo
pipetované do 96-jamkovych panelov obsahujucichmi2G/hodne nariedeného cytostatika.
Nadorové bunky boli vystavené pdsobenim kazdéhsiviev dvoch opakovaniach a v
Siestich réznych koncentraciach po dobu troch dhBp°C, 5% CQ. Kontrolné nadorové
bunky boli kultivované bez pouZitia cytostatik. Maver kultivacie bolo ku kazdej jamke
pridané 10 ml MTT (5 mg/ml) a inkubovam&lSich Ses hodin. ZIta tetrazoliova $doola
redukovand na modry formazan len Zivymi bunkamintazanové krystaly boli rozpustené
pomocou 100 ml 10% vodného roztoku do laurylsultdného (pH = 5.5) cez noc pri 37°C.
Optickd denzita (OD) bola merana pri 540 nm pomopastroja ELISA scaneru IEMS
Reader MF (Labsystem UK). PreZivanie nadorovychidkuritumor cell survival, TCS)
pocitame nasledovne: TCS (absorbancia v jamkach staytkami/absorbancia v kontrolnych
jamkach) x 100. TCS50 hodnota je koncentracia tatiisletalne pre 50% nédorovych
buniek a bola vypsitana zo ziskanych kriviek davkovej zavislosti. Sikova Statistika

nameranych dat bola vykonana v programu Prismajavér0

4.2.4 Statistické metody

Analyza dat bola vykonana pomocouc¢ftatovej analyzy s pouzitim softwaru SPSS pre
Windows verzie (10, 0). Expresia vySSie uvedenyctotginov bola korelovana
s histologickym subtypom nadoru a vysledkami tegiability primarnych nadorovych
buniek (MTT) s pouzitim Kruskalova-Wallisova nepaedrického zrovnavacieho testu.
Analyza prezivania bola vykonana pomocou Kaplanektsié metdédy. Rozdiely v celkovom

prezivani pacientov a intervalom bezpriznakovéhaobla pacientov s dadom na expresiu
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vySSie uvedenych proteinov boli zrovnavané pomaeguank testu (Kaplaet Meier, 1958).

Hodnoty p< 0,05 boli povaZzované za Statisticky sikgntné.

5. Vysledky

Studovali sme expresiu E-cadherinfl a kateninu v ramci jednotlivych histologickych
subtypov  nemalobunkového karcinbmu 'ap a  prognosticky vyznam ich
imunohistochemickej expresie u 201 pacientov s t&mnakovym karcinbmom ljgic, za
pouZitia tkanivovych mikroereji.Dalej sme korelovali expresiu danych proteinov
s vysledkami testov viability buniek primarnehontoru. Neboli zistené Ziadne signifikantné
rozdiely v expresii tychto proteinov medzi hisigickymi subtypmi nemalobunkového
karcinobmu fuc. Nuklearna expresifi-cateninu signifikantne korelovala s kratSim ingbowm
bezpriznakového obdobia (p< 0,045) a horSim celkopyezitim (p< 0,03). Bola tiez zistena
hraniéna korelacia medzi cytoplazmatickou expresiou Hieddu a rezistenciou na
daunorubicin (p= 0,0542).
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Obr. €.3: Imunohistochemicka expresig — cateninu vo vzorkadch adenokarcinému Ruc

Zvadésené 100kréat.

Obr.¢.4: Imunohistochemicka expresia E — cadherinu vo wrkach adenokarcinbmu

plac Zva¢sené 100krat.
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Graf. ¢. 1: p-catenin cytoplazmaticka pozitivita
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Nebola zistena signifikantna korelacia medizkdu bezpriznakového obdobia a expregiou

— kateninu p<0,94.
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Graf.¢.2: B-catenin jadrova pozitivita
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Graf ¢.3: p-catenin jadrova pozitivita
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Graf ¢.4: E-cadherin cytoplazmaticka pozitivita
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— kateninu p<0,09..
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Tab.¢.ll: B - Catenin jadrova pozitivita

N N
negativna pozitivna p-hodnota
VP 45 7 0.3228
DAU 42 6 0.1039
VIN 39 6 0.6427
Cis.Pt 52 8 0.2072
TAX 59 9 0.6059
NVB 46 8 0.1981
topo 31 5 0.7662
Carbo.Pt 45 8 0.3577
TXR 33 5 0.6151
GMC 33 6 0.5633

Neboli zistené Ziadne signifikantné korelacie medaklearnou pozitivitoup - cateninu
a vysledkami in vitro viability nddorovych linii deovanych z primarnych nemalobunkovych

karcinbmov (fitc

Tab. lll: E-cadherin jaderna pozitivita
N N
negativna pozitivna p-hodnota
VP 45 7 0.3228
DAU 42 6 0.1039
VIN 39 6 0.6427
Cis.Pt 52 8 0.2072
TAX 59 9 0.6059
NVB 46 8 0.1981
topo 31 5 0.7662
Carbo.Pt 45 8 0.3577
TXR 33 5 0.6151
GMC 33 6 0.5633

Neboli zistené Ziadne signifikantné korelacie medamklearnou pozitivitou E cadherinu
a vysledkami in vitro viability nadorovych linii deovanych z primarnych nemalobunkovych

karcinbmov [fuc
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Tab. IV: E-cadherin cytoplazmaticka pozitivita

N N
negativna pozitivna p-hodnota
ACT.D 17 35 0.4308
VP 20 45 0.7368
DAU 22 42 0.0542
VIN 18 41 0.9199
Cis.Pt 23 52 0.6791
TAX 27 61 0.2446
NVB 19 45 0.8873
DOXO 15 33 0.5151
topo 16 31 0.0760
MIT 9 17 0.9353
Carbo.Pt 23 42 0.2692
TXR 14 35 0.0689
GMC 15 27 0.4439

Bola zistena hratina korelacia medzi cytoplazmatickou pozitivitou k&dherinu
a vysledkami in vitro viability nadorovych linii deovanych z primarnych nemalobunkovych

karcinbmov iuc.

6. Diskusia

Je obecne zname, Ze komplex E-cadheripue@eninu sa vyznamnou mierou pddi@a
procese medzibunkovych adhézii. Uvedené proteinytigd zapojené do signalnych drah
regulujucich apoptézu. Porucha expresie uvedenyaiteinov je u réznych nadorov
spojovana s nadorovou progresiou, metastazovaniazistenciou na protinadorovu terapiu.
Z uvedeného dévodu sme Studovali expresiu tychtotepmov v ramci jednotlivych
histologickych subtypov nemalobunkového karcinéniicpa prognosticky vyznam ich
imunohistochemickej expresie u 201 pacientov s t@mnakovym karcinbmom ljgic, za
pouzitia tkanivovych mikroereji.Dalej sme korelovali expresiu danych proteinov
s vysledkami testov viability buniek primarnehontoru. Neboli zistené Ziadne signifikantné
rozdiely v expresii tychto proteinov medzi hisigickymi subtypmi nemalobunkového
karcindmu uc. Nukledrna expresifi-cateninu signifikantne korelovala s kratSim ingdowm
bezpriznakového obdobia (p< 0,045) a horSim cetkoprezitim (p< 0,03) .
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Obdobné vysledky dosiahli aj iny autori (Nozaatal., 2006). Bola tiez zistena hréna
korelacia medzi cytoplazmatickou expresiou E-caidliea rezistenciou na daunorubicin (p=
0,0542).

Vo viacerych Stadiach bola sledovana expresia dbheanu g3-cateninu
v nemalobunkovych karcindbmoch’(er. NaSe vysledky ukazujd, Zze neboli zistené Ziadne
signifikantné rozdiely v expresii tychto proteinovmedzi histologickymi subtypmi
nemalobunkového karcinomui(e.

Shimoyamaet al. sledoval prognosticky vyznam imunohistochemickepresie danych
proteinov u 44 primarnych nadoro¥(g a zistil rozdielnu intenzitu imunohistochemickej
expresie v pripade jak E-cadherinf-&ateninu. Bolo zaznamenané, Ze expresia p—cad bola
slaba v porovnani k E—cad vo vSetkych Siestich elabferencovanych adenokarcinbmoch.
(Y. Shimoyameet al., 1989)

Bohm et al. skimali rozdiely E-cadherinu v sérii 52 primgh l'udskych fucnych
karcindbmoch vratane 36 spinocelularnych karcinémdé adenokarcinémov. Zistili znizenu
expresiu daného proteinu v 25 z 36 spinoceluldrnjarcindbmov a nepritomnd&xpresie
daneého proteinu v 8 vzorkach spinocelularnych kKanmv. Naopak WalSej praci ktora
sledovala expresiu E-cadherinu v adenokarcinonbmté jeho expresia pozorovana len v 3
z0 16 pripadov. Expresia daného proteinu nekoriaMadobne ako v naSej praci so sim
diferenciacie danych adenokarcinomov (Boétral., 1994).

Bongiorno et al. opisal expresiu E-cadherinu v 52upnych adenokarcinbmoch.
Redukovana alebo nepritomna expresia E-cad bolargeana v 21% tychto nadoroch
a variabilnd intenzita expresie bola pozorovan&¥ pripadov ( Bongiornet al., 1995).

Dbévodom, préo sa jednotlivé vysledky liSia je odliSny subor ipatov pouZity
v jednotlivych Studiach ako aj pouzitie roznychdaypprotilatok.

Uvedené vysledky potvrdzuju a’alej rozSiruji naSe poznatky o molekularnych
mechanizmoch vyvoja MDR. Zarokotvrdzuji mozny vyznam imunohistochemickycima
vitro vySetreni pre @enie individuélnej odpovede nadkai.
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7. Zaver

Nadorové bunky mézu odol&acinkom cytotoxickych latok. Maligne bunkové popukci
mozu by rezistentné bdl uz pred zahajenim kiby alebo v priebehu liby. Ak pri strate
pribuznud latku, jedna sa o skrizenu rezistenciuodietna liekova rezistencia popisuje
pripady skrizenej rezistencie medzi protinadoroviyadivami, ktoré sa liSili ako Strukturalne,
tak aj mechanizmomeinku. MDR teda vysvéuje pripady necitlivosti niektorych nadorov na
iné druhy cytostatik, ako tie, ktoré boli pouzitp@odnej lig¢be.

Komplex E—cadherinu p—cateninu sa podia na medzibunkovej adhézii a tieZz reguluje
apoptozu. Ak dojde k poruche expresie tychto pnatei tak sa u roznych nadorov objavuje
metastazovanie, nadorova progresia a tiez rezistam protinaddorovu terapiu. Preto sme
Studovali  expresiu  tychto  proteinov  u jednotlivychhistologickych  subtypov
nemalobunkového karcinbmud’(x a korelovali sme expresiu proteinov s vysledksestov
viability buniek primarneho nadoru.

V naSej praci neboli Ziadne signifikantné rozdielyexpresii proteinov medzi
histologickymi subtypmi nemalobunkového karcinonfug Nuklearna expresi@-cateninu
signifikantne korelovala s kratSim intervalom bézpakového obdobia (p=0,045)
a celkovym prezitim (p=0,03). Tiez boli zistené rsiggantné korelacie medzi
cytoplazmatickou expresiou E — cadherinu a rezistenna daunorubicin. Cytoplazmaticka
expresia E-cadherinu korelovala s in vitro citlitms nadorovych linii na DAU-
daunorubicin, topotecan a taxoter.

NasSe vysledky sa liSili od vysledkov inych autqrée sposobil odliSny subor pacientov

ako aj iny typ protilatok.
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9. Zoznam pouzitych skratiek

ATP
DAU
DFS
DNA

E - cad
MDR
MTT
NSCLC
oS
PgP
TCS

Adenozintrifosfat

Daunorubicin

Interval bezpriznakového obdobia

Kyselina deoxyribonukleova

E — cadherin

Multidrug resistence-mnohetna liekova rezistencia
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetralaam bromid
Nonsmall cell lung cancer — nemalobunkovy kasoind’dc
Celkové prezivanie
P — glykoprotein

Tumor cell survival - Prezivanie nadorovych blnie
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