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Tumidiini fosforilaasi ekspressiooni analiusi
rakendamine metastaatilise neeruvihiga

patsientide kasvajakoes
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neerurakk-kartsinoom, timidiini fosforilaas, kapetsitabiin, interferoon alfa

Tumidiini fosforillaas on enstiim, mis muundab kapetsitabiini inaktiivsed metaboliidid aktiivseks ravi-
miks 5-fluorouratsiiliks. Kuna timidiini fosforiilaasi kontsentratsioonid kasvajakoes on suured, aktivee-
rub kapetsitabiin eelistatult kasvajakolletes. K&éesoleva uuringu eesmérgiks oli hinnata seost timidiini
fosforilaasi ekspressioonitaseme ja raviefekti vahel patsientidel, kellel oli diagnoositud neerurakk-
kartsinoom ning kes said kombinatsioonravi kapetsitabiini ja interferoon alfaga. Timidiini fosforilaasi
ekspressioon méérati immuunhistokeemilise analiiisiga, kasutades monoklonaalseid tiimidiini fosforilaasi

vastaseid antikehi.

Metastaseerunud neerurakk-kartsinoomiga patsien-
tide prognoos on halb, sest tegemist on kasvajaga,
mis on resistentne enamiku tsitostaatiliste ainete
suhtes (1-3). Kaige lubavam siisteemne ravi on
immuunravi, enamik patsiente ravitakse véljaspool
kliinilisi uuringuid alfainterferooni vai interleukiin-2
monoteraapia vai kombinatsioonidega (4, 5).

Meie korraldatud Il faasi kliiniline uuring hindas
kapetsitabiini ja interferoon alfa-2A kombinatsioon-
ravi efektiivsust ning toksilisust 25- kaugelearenenud
neeruvéhiga patsiendil (6). Uldine ravivastus
vuringus oli 24,0% (95% Cl, 9,4-45,1%), 6-st
ravivastusega patsiendist 5- oli see osaline ja 1 téie-
lik. Haiguse stabiliseerumine esines 9- patsiendil
(36,0%, 95% Cl 18,0-57,5%). Elulemuse mediaan
oli 248 péeva (95% Cl, 173 kuni 265 péeva) ja
keskmine aeg haiguse progressioonini 126 péeva
(95% Cl, 49 kuni 165 péeva).

Kapetsitabiin ja tema metaboliidid 5'-deoksi-
5-fluorotsitidiin ja 5’-deoksi-5-fluorouridiin ei
ole tsitotoksilised. Tsitotoksiliseks vormiks on
5-fluorouratsiil, mis tekib metaboliitidest ténu
timidiini fosforilaasile. Timidiini fosforilaasi
kontsentratsiooni hindamine kasvajakoes v&ib olla
kapetsitabiinravi efektiivsuse nditaja. Imazano jt,
Mizutani jt ning Morita jt uuringud on ndidanud,

et tumidiini fosforilaasi ensimaatiline aktiivsus on
suurem neerurakk-kartsinoomi koes kui normaalses
neerukoes (7-9). Morita jt in vitro uuring on néi-
danud, et timidiini fosforiilaasil on vahendav roll
neerurakk-kartsinoomi tundlikkuses kapetsitabiinravi
suhtes (10).

K&esoleval vuringul oli kaks eesmérki. Esi-
meseks eesmdrgiks oli hinnata immuunhistokeemilise
meetodi sobivustigap&evaseks diagnostikameetodiks
timidiini fosforilaasi ekspressiooni m&adramisel
pardfiini sisestatud neerurakk-kartsinoomis. Teiseks
eesmargiks oli uurida véimalikku seost timidiini
fosforilaasi ekspressioonitaseme ja kapetsitabiini
ning interferoon alfa-2A kombinatsioonravi efek-
tiivsuse vahel.

Uuringumaterjal ja -meetodid

Il faasi kliinilise uuringu patsientide kaasamis-
kriteeriumid olid jérgmised: vanus 18-75 eluaas-
tat, teadev ndusolek, histoloogiliselt kinnitatud
lokaalselt kaugelearenenud v&i metastaatiline
neeruvahk, eelnev puuduv sisteemne ravi voi
m&ddetava haiguskolde kiiritusravi, ildstaatus 0-2
ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group)
skaala jargi, adekvaatsed hematoloogilised, neeru-
ja maksaanaliisid (neutrofiilid >2,0 x 107/I,
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Tabel 1. Timidiini fosforilaasi poolkvantitatiivse analiiusi

skoorisiisteem
Tumidiini fosforiilaasi varvumus kasvajarakkudes Skoor
Varvumust kasvajarakkudes ei esine 0
Varvumus esineb 0-10%-I kasvajarakkudest 1+
Véarvumus esineb 10-25%-| kasvajarakkudest 2+
Véarvumus esineb 25-50%-| kasvajarakkudest 3+
Véarvumus esineb 50—-100%-| kasvajarakkudest 4+
Tumidiini fosforiilaasi varvumuse intensiivsus kasvajarakkudes
Varvumust kasvajarakkudes ei esine 0
N&rk varvumuse intensiivsus 1+
Tugev varvumuse intensiivsus 2+
Vaga tugev varvumuse intensiivsus 3+

trombotsiidid 2100 x 10°/1, hemoglobiin 210 g/d|,
bilirubiin <1 Glemise normipiiri, ASAT ja ALAT<2,5
ilemise normipiiri, alkaalne fosfataas <5 ilemise
normipiiri, kreatiniin <175 pmol/I). Uuringusse ei
véetud jargmiste kriteeriumidega isikuid: kesknérvi-
siisteemi metastaaside olemasolu, kaasnev rasedus
voi laktatsiooniperiood, soovimatus kasutada
kontratseptiivseid vahendeid fertiilse ea korral,
eelnev véi kaasnev maliigne kasvaja, vélja arvatud
ravitud basalioom véi in sifu emakakaela kartsi-
noom, kaasnev kardiaalne puudulikkus véi t&sine
kardiaalne patoloogia, kaasnev infektsoonhaigus.
Uuringu oli heaks kiitnud inimuuringute eetika-
komitee. Kéik patsiendid andsid enne uuringusse
kaasamist teadva néusoleku ja tdiendava teadva
ndusoleku kasvajakoe analijisiks.

Uhe ravikuuri pikkus oli kolm nédalat, kapetsi-
tabiini (Xeloda; Hoffmann-La Roche Ltd., Basel,
Sveits) manustati suu kaudu 1250 mg/m? kaks
korda pdevas 14 pdeva, millel jérgnes 7p&evane
paus, interferoon alfa-2A (Roferon A; Hoffmann-
La Roche Ltd., Basel, Sveits) manustati nahaalusi
6 miljonit Ghikut kolm korda nédalas. Ravi kestus
oli 12 kuuri v&i kuni haiguse progressiooni, mitte-
aktsepteeritava toksilisuse tekkeni vai kuni patsient
soovis ravi katkestada. Enne ravi tehti fisikaline
vuring, taielik kliiniline vereanaliiis, biokeemia
analijisid, EKG ja kasvaja levikuulatuse hinda-
mine. Patsiente jdlgiti enne iga 3nddalase ravi-
kuuri alustamist fiusikalise l&bivaatuse, kliiniliste ja
biokeemiliste vereanaliside abil. Kasvajat hinnati
iga 6 nadala jarel kompuutertomograafia, rind-
kere réntgenuuringu véi fiusikalise uuringu abil
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kuni haiguse progressioonini. Kasvaja ravivastus
klassifitseeriti soliidtuumorite ravivastuse hinda-
mise kriteeriumite RECIST (Response Evaluation
Criteria in Solid Tumours) alusel.

Tomidiini fosforilaasi ekspressiooni kasvaja-
koes hinnati parafiini sisestatud kasvajakoe
immuunhistokeemilise analiisi abil, kasutades
monoklonaalseid timidiini fosforilaasi vastaseid
antikehi (Roche Diagnostics GmbH). Kasutati pool-
kvantitatiivset skoorisisteemi rakkude vérvumuse
osakaalu ja intensiivsuse alusel (vt tabel 1). Loplik
skoor arvutati varvumuse osakaalu protsendi ja
vérvumuse intensiivsuse summana O-st kuni 7-ni.
Vérdluseks jagati patsiendid timidiini fosforilaasi
ekspressiooni jérgi kahte rihma: skoor O kuni 3 ja
skoor 4 kuni 7.

Tulemused

Il faasi kliinilisse uuringusse kaasati ajavahemikul
oktoobrist 2001 kuni veebruarini 2003 kokku
25 patsienti metastaatilise neeruvéhiga, neist 16 and-
sid tdiendava teadva ndusoleku timidiini fosforilaasi
ekspressiooni analiisiks. Nende patsientide kesk-
mine vanus oli 56 aastat (41 kuni 67 aastat), 12 olid
mehed ja 4 naised. Keskmine ravitsiiklite arv oli 4,75
(2 kuni 12). Uldine ravivastus oli selles haigete rihmas
31% (ravivastus 5 haigel 16-st), kéik ravivastused olid
osalised. Stabiilne seisund véhemalt 6 nédalat esines
tdiendavalt 33%- patsientidest.

Tomidiini fosforilaasi ekspressioon oli leitav
kaikide patsientide kasvajakoes, enamikul oli see
oluline: kahel patsiendil skoor 2+, kahel 3+, kolmel
4+, kolmel 5+ ja kuuel 6+.



Tabel 2. Timidiini fosforiilaasi poolkvantitatiivsed skoorid ja nende seos ravivastusega

Ravivastus
Skoor Patsientide arv Osaline ravivastus Stabiilne seisund Haiguse progressioon
arv % arv % arv %
0 kuni 3+ 4 2 50 - 0 2 50
4+ kuni 7+ 12 3 25 4 33,3 5 417
Koik kokku 16 5 31,3 4 25 7 43,7

Poolkvantitatiivsete skooride rihmad ja nende
suhe raviefekti on esitatud tabelis 2. Nii ravivastused
kui ka haiguse progressioon esinesid nii madala kui
ka kérge timidiini fosforilaasi ekspressioonitaseme
korral.

Arutelu

T66 eesmargiks oli hinnata véimalikku seost timidiini
fosforilaasi ekspressioonitaseme ja kapetsitabiini
ning interferoon alfa-2A kombinatsioonravi efek-
tiivsuse vahel. Tomidiini fosforilaasi ekspressiooni
mé&drati parafiini sisestatud kasvajakoes pool-
kvantitatiivse immuunhistokeemilise analiisiga,
kasutades monoklonaalseid timidiini fosforilaasi
vastaseid antikehi.

Metastaatilise neeruvdhiga patsientide prog-
noos on halb, see kasvajatiip on keemiaravi suhtes
enamasti resistentne (1-3). Praegu kliinilises prak-
tikas olev valikravi metastaatilise neeruvéhi korral
on immuunravi alfainterferooni vai interleukiin-2
monoteraapia véi kombinatsioonide né&ol, pare-
mate ravitulemuste saamiseks on aga vajalik uute
ravimite ja ravikombinatsioonide uurimine.

Kapetsitabiin on fluoropirimidiini eelihend,
mis aktiveeritakse konversioonina 5-fluorouratsiiliks
timidiini fosforilaasi toimel. Kuna timidiini fosfori-
laasi kontsentratsioonid kasvajakoes on suuremad,
aktiveerub kapetsitabiin eelistatult kasvajakolletes.

Mitmed uuringud on néidanud, et timidiini
fosforilaasi ensimaatiline aktiivsus on suurem
neerurakk-kartsinoomi koes kui normaalses neeru-
koes (7-9). Morita jt in vitro uuring nditas, et
timidiini fosforilaas moduleerib neerurakk-kartsi-

noomi sensitiivsust kapetsitabiini suhtes (10). Need
andmed viitavad sellele, et timidiini fosforilaasi
ekspressiooni m&dramine metastaatilise neerurakk-
kartsinoomi korral v&iks hélbustada nende patsien-
tide kindlakstegemist, kes alluvad paremini alfainter-
ferooni ja kapetsitabiini kombinatsioonravile.

K&esolevas uuringus mddrati timidiini fosfori-
laasi ekspressioon parafiini sisestatud neerurakk-
kartsinoomi koes immuunhistokeemiliselt, kasutades
tomidiini fosforiilaasi vastaseid antikehi. Rakendati
poolkvantitatiivset analisisisteemi rakkude vérvu-
muse osakaalu ja vérvumuse intensiivsuse skoori-
dega. Tumidiini fosforiilaasi ekspressioon oli leitav
enamiku patsientide kasvajakoes. Ravivastused
esinesid nii madala kui ka k&rge timidiini fosforilaasi
ekspressiooni korral. Uuringusse kaasatud patsien-
tide rihma pdhjal ei esinenud otsest seost timidiini
fosforiilaasi ekspressioonitaseme ning kapetsitabiini
ja interferoon alfa-2A ravivastuse vahel. Osaline
ravivastus madala timidiini fosforilaasi taseme
korral v&ib samas olla tingitud interferoon alfa-2A
iseseisvast efekfist.

Kokkuvéte

Uuringu kokkuvéttena véib delda, et timidiini
fosforilaasi ekspressioonitaseme immuunhisto-
keemiline hindamine on igapdevases kliinilises
praktikas rakendatav diagnostikameetod. Oluline
tomidiini fosforilaasi ekspressioon esineb enamikul
neerurakk-kartsinoomi juhtudel. Témidiini fosforilaasi
prognostilise ja prediktiivse rolli m&aramiseks neeru-
rakk-kartsinoomi korral on vajalik edasine suurema
mahuga uuring.
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Application of analysis of thymidine phosphorylase expression in metastatic renal carcinoma tissue

Thymidine phosphorylase is the enzyme that metabolizes
5'-deoxy-5-fluorouridine, an intermediate metabolite
of capecitabine, to the active drug 5-fluorouracil.
Capecitabine is a fluoropyrimidine carbamate capable
of exploiting high concentrations of thymidine phos-
phorylase in the tumour tissue to achieve activation
preferentially at the tumour site.

Purpose of the study was to implement analysis of
thymidine phosphorylase expression in the renal cell
carcinoma fissue using immunohistochemistry assays with
the monoclonal anti-thymidine phosphorylase antibody,
for evaluating the level of thymidine phosphorylase
expression and possible correlation between thymidine
expression values and treatment efficacy of a combina-
tion of capecitabine and interferon alfa-2a.

Methods. Thymidine phosphorylase expression
was evaluated in the fumour fissue of 16 patients. Semi-
quantitative analysis using a scoring system for tumour
cells was performed, where scores were calculated
as the sum of the staining percentage and the staining
intensity scores, ranging from O to 7. Capecitabine was
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administered orally at a dose 1,250 mg/m? twice daily
for 14 days followed by 7 days of rest, interferon alfa-2a
was administered subcutaneously 6 million units three
times weekly.

Results. Overall partial response rate in this group
of patients was 31%, stable disease status was addi-
tionally achieved in 33% of the patients. Substantial
thymidine phosphorylase expression in the tumour tissue
was detected in majority of patients, 4 patients had the
semi-quantitative score 2 or 3 and in 12 patients it was
4 to 6. No correlation was observed between thymidine
phosphorylase expression and response to treatment
with capecitabine and inferferon alfa-2a in the analysed
group of patients.

Conclusion. Evaluation of thymidine phosphorylase
in the renal cell carcinoma tissue with immunohistochem-
istry assays is an applicable method in everyday clinical
practice. Further larger study is necessary to define the
exact prognostic and predictive value of thymidine phos-
phorylase in the renal cell carcinoma fissue.
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