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Souhrn: Uvod: Kolorektalni karcinom (CRC — colorectal cancer) je tfeti nej¢asté&jsi nddorové onemocnéni celosvétové a v CR.
S100P protein hraje vyznamnou roli v kancerogenezi CRC a v jeho metastatické progresi. Cilem prospektivni studie bylo posoudit
asociaci sérové koncentrace S100P s CRC. Metodika: Studie zahrnovala 79 jedincl — 36 kontrol (normalni pankoloskopicky
nalez; bez anamnézy kolorektaini neoplazie) a 43 pacientd s CRC. Skupina s CRC byla rozdélena do jednotlivych podskupin:
1. dle lokalizace nadoru — 13 subjektd s karcinomem pravého tracniku (CRC-R skupina) a 30 osob s karcinomem levého
tracniku (CRC-L skupina); 2. dle klinického stadia onemocnéni — 9 pacientd ve stadiu |, 7 ve stadiu Il, 13 ve stadiu lll a 13 ve
stadiu 1V; 3. dle gradingu nadoru — 5 nemocnych s dobfe diferencovanym karcinomem (G1), 24 se stfedné diferencovanym
karcinomem (G2) a 11 s nizce diferencovanym karcinomem (G3). Sérové koncentrace S100P proteinu byly hodnoceny ELISA
metodou ze vzorkd periferni Zilni krve. Vysledky: Sérové koncentrace S100P byly signifikantné vyssi v CRC skupiné (median
1 251, interkvartilové rozpéti — IQR 731-1 749 ng/l) ve srovnani s kontrolni skupinou (median 765, IQR 545-1 158 ng/l);
p = 0,012. Ve srovnani s kontrolni skupinou byly sérové koncentrace S100P vyznamné vyssi v CRC-L skupiné (median 1 426,
IQR 739-1 925 ng/l); p = 0,005, u pacientl v klinickém stadiu IV (median 1 622, IQR 778-2 154 ng/l); p = 0,008, a u pacientd
se stfedné diferencovanym karcinomem (median 1 318, IQR 853-1 879 ng/l); p = 0,005. Nebyl prokazan signifikantni rozdil
u skupiny CRC-R ve srovnani s kontrolami ani ve srovnani s CRC-L skupinou; p > 0,05. Zavér: Studie potvrdila asociaci sérové
koncentrace S100P proteinu s CRC. Vyznamné vyssi koncentrace S100P byly potvrzeny u pacientd v klinickém stadiu IV a pacientd
s levostrannym CRC.

Klicova slova: S100P protein — biomarker — kolorektalni karcinom

Summary: Background: Colorectal cancer (CRQ) is the third most frequent cancer worldwide and in the Czech Republic. S100P
protein plays a significant role in colorectal carcinogenesis and in tumour metastatic progression. The aim of this prospective study
was to assess the association between serum concentration of S100P protein and CRC. Methods: The study included 79 subjects
— 36 controls and 43 patients with CRC. The CRC group was divided into subgroups according to tumour side (13 patients with
right-sided CRC (CRC-R group) and 30 patients with left-sided CRC (CRC-L group)); stage of the disease (9 patients in clinical stage I,
7 in stage I, 13 in stage Il and 13 in stage 1V); and tumour grading (5 patients with well-differentiated tumour (G1), 24 patients
with moderately-differentiated tumour (G2) and 11 patients with poorly-differentiated tumour (G3)). Serum concentrations of
S100P protein were measured in peripheral blood samples using ELISA. Results: Serum S100P was significantly higher in the
CRC group (median: 1251; inter-quartile range (IQR): 731-1749 ng/L) than in the controls (median: 765; IQR: 545-1158 ng/L);
p = 0.012. Compared to the control group, serum S100P was significantly higher in patients with left-sided tumours (median:
1426; 1QR: 739-1925 ng/L; p = 0.005), in clinical stage IV (median: 1622; IQR: 778-2154 ng/L; p = 0.008) and in patients with
moderately-differentiated tumours (median: 1318; IQR: 853-1879 ng/L; p = 0.005). No difference was observed in the CRC-R
group when compared with the controls and CRC-L group; p > 0.05. Conclusion: The study confirms a relationship between serum
concentration of SL00P protein and CRC. Significantly higher serum levels were observed in patients in clinical stage IV and patients
with left-sided carcinoma.
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Sérové koncentrace S100P proteinu u pacientU s kolorektalnim karcinomem

Uvod

Kolorektalni karcinom (CRC - colo-
rectal cancer) predstavuje v celosvéto-
vém méfitku treti nejcastéjsi nadorové
onemocnéniu muzy (po karcinomu plic
a prostaty) a druhé nejcastéjsi nado-
rové onemocnéni u zen (po karcinomu
prsu) [1]. V CR byla v roce 2014 ro¢ni
incidence 79 na 100 000 (pfiblizné
8 000 nové diagnostikovanych pacientd
ro¢né; 95 na 100 000 u muzy, 64 na
100 000 u zen) a mortalita 38 na
100 000 (45 na 100 000 u muzyd, 31 na
100 000 u zen) [2]. Dle dostupnych sta-
tistickych dat ma incidence CRC trvale
vzestupny charakter, zatimco morta-
lita onemocnéni v poslednich letech
klesa [2,3]. | pfes vyznamny pokrok
v diagnostice CRC a efektivité scree-
ningového programu v CR v populaci
s nové diagnostikovanym CRC ma témé¥
50 % pacientd pokrodilé klinické sta-
dium onemocnéni (34 na 100 000 v kli-
nickém stadiu Ill + V) [4].

S100P protein patii do rodiny S100
proteiny, ktera je tvofena vice nez 20 ma-
lymi bilkovinami s nizkou molekularni
hmotnosti (9-13 kD). Nazev skupiny
je odvozen od rozpustnosti S100 pro-
tein0 ve 100% roztoku siranu amon-
ného [5]. S100 proteiny se vyskytuji
vyhradné u obratlovcl a jejich struk-
tura je vysoce konzervativni. Jsou
schopny vazby s ionty vapniku, hot-
¢iku a zinku, coz vede ke struktural-
nim zménam uvnitf S100 proteinu,
a umozni tak jeho interakci s cilovymi
bilkovinami [6]. S100P protein byl po-
prvé izolovan v roce 1992 z bunék lid-
ské placenty [7,8]. Protein S100P se
fyziologicky vyskytuje ve vysoké kon-
centraci v plicich, srdci, slezing, pri¢né
pruhovanych svalech a v leukocytech.
V nizSich koncentracich byl také pro-
kazan v jaterni tkani, thymu, prostaté
a ovariu [9]. Parkkila et al ve své praci
demonstrovali zvySenou expresi S100P
proteinu v epitelidlnich burikach vsech
etazi sliznice tlustého stfeva, pficemz
klesajici imunohistochemicka poziti-
vita byla pfitomna smérem k bazi Lie-
berkihnovych krypt [10].

Funkce S100P v mediaci bunécné
proliferace a migrace je zprostred-
kovana zejména vazbou s ezrinem
a RAGE (receptor for advanced glyca-
tion endproducts). Ezrin/radixin/mo-
ezin je transmembranovy protein,
ktery je schopen interakce mezi akti-
novymi filamenty cytoplazmy a plaz-
matickou membranou, a tim ovliviiuje
migracni schopnost bunky [11,12].
V pfitomnosti iontd vapniku vede vazba
intracelularné lokalizovanych homodi-
mérd S100P k aktivaci ezrinu. Na druhé
strané vazba s RAGE je zprostredko-
vana extracelularni frakci SLOOP a vede
k aktivaci ERK1/2 a MAPK signalni
drahy a zvySené expresi onkogenni
miRNA-21 [13-15]. V regulaci exprese
S100P u CRC se uplatfiuje prostaglan-
din E2 [16] a Trx-1 (thioredoxin-1) [17].
Trx-1 je cytoplazmaticky protein s niz-
kou molekularni hmotnosti, jehoz zvy-
Send exprese je asociovana s inhibici
apoptodzy, produkci volnych kysliko-
vych radikald uvnitf burky a proliferaci
nadorovych bunék. Lin et al [17] pro-
kazali, ze Trx-1 zvySuje expresi S100P
genu v burikach CRC. Zvysena tkanova
exprese S100P u CRC je dolozena
v mnoha pracich [16,18-24].

Pfi planovani studie jsme vycha-
zeli z prace Wang et al, ktefi jako prvni
prokazali vyznamné vyssi koncent-
race S100P proteinu v séru pacientd
s CRC[25].

Cilem nasi prace bylo posouzeni sé-
rové koncentrace S100P proteinu
u pacientd s CRC a jeji asociace s po-
krocilosti nadorového onemocnéni
a stupném diferenciace tumoru.

Metodika

Charakteristika soubord

Studie zahrnovala celkem 79 jedincd,
ktefi byli do studie zarazeni v le-
tech 2013-2016. Celkem bylo zafa-
zeno 43 pacientd s CRC (CRC skupina;
20 muz0 a 23 Zen, vék 46-86 let, pri-
mér 67 +11) a 36 kontrol — osoby s nor-
malnim pankoloskopickym nalezem
a negativni osobni anamnézou kolo-
rektalni neoplazie (14 muz0, 22 zen,

vék 23-80 let, primér 55 + 14). CRC
skupina zahrnovala 30 % (13 z 43)
pacientd s CRC v pravé casti trac-
niku (CRC-R skupina) a 70 % (30 z 43)
pacient’ s CRC levého tracniku (CRC-L
skupina). Za hranici mezi pravym
a levym tracnikem byla povazovana
lienalni flexura. Nemocni CRC skupiny
byli klasifikovani dle TNM klasifikace,
NCCN guidelines version 2.2017 [26]
a stupné diferenciace (gradingu) tu-
moru. Stupen diferenciace byl hod-
nocen u 74 % (32 z 43) pacientd z chi-
rurgického resekatu, 19 % (8 z 43)
nemocnych nebylo indikovano k radi-
kalni chirurgické resekci a stupen dife-
renciace byl u téchto pacientd hodno-
cen z odebranych bioptickych vzorkd.
U7 % (3 z 43) pacientd nebyl stu-
pen diferenciace karcinomu z ode-
branych bioptickych vzorkd primarné
hodnotitelny — u dvou pacientd doslo
ke kompletni regresi karcinomu po
neoadjuvantni [é¢bé (v resekénim ma-
terialu karcinom nebyl pfitomny), jeden
pacient je v dobé pfipravy publikace
pred planovanym resekénim vykonem.
Tito tfi pacienti nebyli do jednotlivych
subanalyz CRC skupiny dle gradingu
onemocnéni zahrnuti. Pfi rozdéleni
CRC skupiny dle gradingu pfitomného
karcinomu jednotlivé podskupiny zahr-
novaly 11 % (5 z 43) nemocnych s dobre
diferencovanym karcinomem (G1),
56 % (24 z 43) se stfedné diferencova-
nym karcinomem (G2) a 26 % (11 z 43)
s nizce diferencovanym karcinomem
(G3). U 7 % (3 z 43) nebyl stupen dife-
renciace hodnotitelny (viz vyse). P¥i
rozdélni CRC skupiny dle stagingu one-
mocnéni jednotlivé podskupiny zahr-
novaly 20 % (9 z 43) nemocnych v klinic-
kém stadiu |, 16 % (7 z 43) v klinickém
stadiu ll, 30 % (13 z 43) v klinickém sta-
diu Il a 30 % (13 z 43) v klinickém sta-
diu IV. Zakladni popisna statistika je
shrnuta v tab. 1.

Odbér vzorky a méreni sérové
koncentrace S100P

Ke stanoveni sérové koncentrace S100P
proteinu bylo u kazdého jedince ode-



brano 6 ml srazlivé krve. Vzorky byly
odebrany pri standardnim zavadéni
periferni zilni kanyly pred planovanou
diagnostickou koloskopii na endosko-
pické jednotce IlI. interni gastroente-
rologické kliniky LF UK a FN Hradec
Kralové a nasledné transportovany
na Ustav klinické imunologie a aler-
gologie LF UK a FN Hradec Kralové.
Zde byly vzorky centrifugovany a zis-
kana séra byla uchovana pfi —30 °C
do doby stanoveni S100P proteinu.
Méreni sérovych koncentraci S100P
bylo provedeno ELISA metodou za
pouziti souprav CircuLex S100P ELISA
Kit CY-8060 (CycLex Co., Nagano,
Japonsko).

Vsechny osoby zafazené do studie
podepsaly informovany souhlas schva-
leny Etickou komisi Univerzity Karlovy
v Praze, Lékarské fakulty v Hradci Kra-
lové. Realizace studie a zpracovani zis-
kanych dat bylo provedeno v souladu
s Metodickym navodem Ministerstva
zdravotnictvi (MZ) CR (k zabezpeleni
a ochrané ddaji v informacnich systé-
mech provozovanych ve zdravotnickych
zafizenich, uverejnény ve Véstniku MZ
CR, ¢astka 6/1994 s odvoldnim na usta-
noveni § 55 odstavec 2 pismeno d) zd-
kona 230/1996 Sb., o péci o zdravi lidu
v platném znéni).

Statistické zpracovani

Ke statistickému hodnoceni byly pou-
Zity metody popisné statistiky a nepa-
rametricky Mann-WhitneydQv test (ne-
byla potvrzena normalita namérenych
dat). Hodnoceni probéhlo na statis-
tickém softwaru STATISTICA, ver.13,
Tulsa OK, USA.

Vysledky

Sérové koncentrace S100P proteinu
byly statisticky vyznamné vyssi v CRC
skupiné (median 1 251, interkvarti-
lové rozpéti — IQR 731-1 749 ng/l) ve
srovnani s kontrolni skupinou (median
765, 1QR 545-1 158 ng/l); p = 0,012.
Ve srovnani s kontrolni skupinou
byly sérové koncentrace S100P vy-
znamné vyssi v CRC-L skupiné (me-
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Tab. 1. Popisna statistika jednotlivych skupin.
Tab. 1. Descriptive statistics of tested groups.

Skupina

kontroly
CRC
CRC-R
CRC-L
stadium |
stadium Il
stadium Il
stadium IV
Gl

G2

G3

Pocet pacientd S100P (ng/l)
median IQR
36 765 545-1158
43 1251 731-1749
13 1113 469-1 406
30 1426 739-1925
9 1391 644-2 508
7 868 650-1 544
13 1112 680-1 470
13 1622 778-2154
5 812 582-1570
24 1318 853-1879
11 1113 581-2 260

CRC - kolorektalni karcinom, CRC-R — CRC v pravém tracniku, CRC-L CRC v levém trac-
niku, G1 — dobre diferencovany karcinom, G2 — stfedné diferencovany karcinom,
G3 - nizce diferencovany karcinom, IQR — interkvartilové rozpéti
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Graf 1. Sérové koncentrace S100P proteinu — kontrolni skupina, skupina

s kolorektalnim karcinomem (CRC) a skupiny s CRC v pravém (CRC-R) a levém
(CRC-L) tracniku.

Graph 1. Serum concentrations of S100P protein — control group, colorectal
cancer group (CRC) and subgroups with CRC localized in the right (CRC-R) and left
(CRC-L) colon.
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Graf 2. Sérové koncentrace S100P proteinu — kontrolni skupina a jednotliva kli-
nicka stadia pacientd s kolorektalnim karcinomem.

Graph 2. Serum concentrations of SI00P protein — control group and colorectal
cancer subgroups divided according to clinical stage.

dian 1 426, IQR 739-1 925 ng/l);
p = 0,005. Sérové koncentrace S100P
skupiny CRC-R (median 1 113, IQR
469-1 406 ng/l) nevykazovaly stati-
sticky vyznamné rozdily ve srovnani
s kontrolni skupinou; p = 0,396. Nebyl
prokazan statisticky vyznamny roz-
dil pfi srovnani sérovych koncentraci
S100P mezi obéma testovanymi pod-
skupinami (CRC-L a CRC-R); p = 0,135
(graf1).

Pfi rozdéleni CRC skupiny dle stag-
ingu onemocnéni byly sérové koncent-
race S100P proteinu signifikantné vyssi
u pacientd s CRC v klinickém stadiu IV
(median 1 622, IQR 778-2 154 ng/l) ve
srovnani s kontrolni skupinou (median
765, IQR 545-1 158 ng/l); p = 0,008.
Podskupiny s niz8§im klinickym sta-
diem nevykazovaly signifikantni roz-
dily ve srovnani s kontrolni skupi-
nou: p = 0,086 pro klinické stadium |
(median 1 391, IQR 644-2 508 ng/l);

p = 0,565 pro klinické stadium Il
(median 868, IQR 650-1 544 ng/l)
a p = 0,282 pro klinické stadium I
(median 1 112, IQR 680-1 470 ng/l)
(graf 2).

V CRC skupiné byly sérové koncent-
race S100P signifikantné vy3si ve srov-
nani s kontrolami (median 765, IQR
545-1 158 ng/l) u pacientl se stfedné
diferencovanym karcinomem (G2,
median 1 318, IQR 853-1 879 ng/l);
p = 0,005. Nebyl prokazan statisticky
vyznamny rozdil ve skupiné G1 (dobre
diferencovany karcinom, median 812,
IQR 582-1 570 ng/l); p= 0,678, a ve sku-
piné G3 (nizce diferencovany karcinom,
median 1 113, IQR 581-2 260 ng/l);
p = 0,253, ve srovnani se skupinou kon-
trolni (graf 3). Byl pozorovan statisticky
vyznamny rozdil ve skupiné G2 + G3 (me-
dian 1251, IQR 742-1 883 ng/l) ve srov-
nani s kontrolni skupinou (median 765,
IQR 545-1 158 ng/l); p = 0,007.

Diskuze

Nase studie potvrdila asociaci séro-
vych koncentraci S100P s CRC. Pro-
kazali jsme vyznamné vyssi sérové
koncentrace S100P u pacient0 v kli-
nickém stadiu TNM IV [26]. Prokazali
jsme vyznamné vyssi sérové koncen-
trace S100P u pacientl se stfedné di-
ferencovanym karcinomem. | pfesto,
Ze jsme u nizce diferencovanych karci-
nomd signifikantni rozdily neprokazali,
pfi srovnani skupin G2 + G3 s kontrolni
skupinou byl rozdil ve srovnani s kon-
trolni skupinou statisticky vyznamny.
DOvodem mUze byt mala velikost
souboru G3 skupiny. Pfedpokladame
proto, ze pfi vétSim poctu méreni by
rozdil mohl byt prokazatelny.

Nepotvrdili jsme zavéry dfivéjsich
praci, které dokumentuji vyssi tkano-
vou expresi S100P u nadord v pravém
tracniku [18,20]. V nasem souboru
byly sérové koncentrace S100P vyssi
u pacientd v CRC-L skupiné. Vysvét-
lenim m0ze byt predevsim skutec-
nost, ze CRC-L skupina byla zastou-
pena ve 37 % (11 z 30) pacienty vTNM
stadiu IV. Ve srovnani se skupinou
s levostrannym CRC obsahovala sku-
pina CRC-P pouze 3 jedince (3 z 13)
majici CRC ve IV. stadiu nemoci. Dal-
$im vysvétlenim mdze byt nemoznost
presné korelovat sérové koncentrace
S100P proteinu s tkafnovou expresi
S100P proteinu. Na tuto otazku bude
nutné odpovédét studii zabyvajici se
expresi S100P proteinu ve tkani karci-
nomu nemocného, u kterého by byla
soucasné stanovena hodnota S100P
Vv Séru.

Role S100P proteinu v kancero-
genezi a nadorové progresi je nepo-
chybna a v literatufe je dobre doku-
mentovana [19,25,27-34]. Vzhledem
k tomu, ze Casna stadia CRC probihaji
asymptomaticky, je v soucasné dobé
snahou kromé optimalizace screenin-
govych metod identifikovat takovy
biomarker, ktery by umoznil: 1. ¢asnou
detekci nadoru, 2. predikovat chovani
nadoru, 3. Iépe urcit progndzu one-
mocnéni, 4. stratifikovat odpovéd kar-
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cinomu na podanou protinadorovou
terapiia 5. pomoci casné detekovat lo-
kalni recidivu nebo metastaticky pro-
ces. Vyssi exprese S100P ve tkani CRC
a v séru pacientd s CRC je asociovana
s horsi prognozou a kratSim 5Sletym
prezivanim [23,25]. Vysledky nasi stu-
die ukazuji, ze sérovy S100P protein
by mohl byt vhodnym biomarkerem
u pacient s CRC.

Zavér

Studie potvrdila asociaci sérovych
koncentraci S100P proteinu s CRC.
Sérova koncentrace S100P byla vy-
znamné vyssi u CRC v klinickém sta-
diu IV a u karcinomd se stfednim stup-
ném diferenciace.
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