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1. SOUHRN

Autor: Be. Lenka Celbova
Skolitel: MUDr. Ji¥{ Hochmann, CSc.

Nazev prace: HER-2/neu a dalsi markery v nadorech prsu
Diplomova prace

Katedra biologickych a 1¢kaiskych véd

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Studijni program: Zdravotnicka bioanalytika

Cilem této diplomové prace bylo pfinést prehled nadorového markeru HER-
2/neu z hlediska jeho aktivace, laboratorniho stanoveni, vztahu k hormonalnim
receptorum, Gloze v tumorigenezi karcinomu prsu a dale jeho prognostického vyznamu
a vztahu k 1é¢bé rakoviny prsu.

V klinické c¢ésti této reSerSni prace byla feSena piedevSim prognostickd a
prediktivni hodnota HER-2/neu. V mnoha pracich byla potvrzena Spatnad progndza
HER-2/neu pozitivni rakoviny prsu. V této souvislosti byl v literatufe feSen vyznam
stanoveni extracelularni domény HER-2/neu v séru. Bylo prokazano, Ze toto sledovani
je vhodné k monitorovani onemocnéni u pacientek s HER-2/neu pozitivnimi karcinomy
a ma i prediktivni vyznam pro 1é¢bu trastuzumabem.

Dalsi problematikou feSenou v této praci je exprese HER-2/neu de novo. Nami
nalezené dvé studie potvrzuji néazor, ze amplifikace HER-2/neu de novo mize
vzniknout v kterémkoliv stadiu rakoviny prsu.

V souvislosti s nadmérnou expresi HER-2/neu je nékterymi autory popisovan
pokles exprese estrogenovych a progesteronovych receptori (ER a PR). S timto
poznatkem se shoduje ndmi posuzovana skupina pacientek Pardubické krajské
nemocnice, u kterych se ve vétSin€ piipadi nevyskytovala zaroven HER-2/neu
pozitivita s pozitivitou ER a PR.

Vysledky pardubickych pacientek jsme také analyzovali vzhledem k veku.
Zaznamenali jsme vy$si vyskyt HER-2/neu pozitivity u postmenopauzéalnich pacientek
s neselektovanym karcinomem prsu. Naopak v jedné zahrani¢ni studii autofi uvadéji, ze
zaznamenali HER-2/neu pozitivitu pouze u premenopauzalnich pacientek s invazivnim
duktalnim karcinomem. Nicméné, nenalezli jsme v literatufe dalsi idaje o vztahu mezi

HER-2/neu pozitivitou a vékem.



V zavéru klinické ¢asti zmintujeme moznost 1écby imunogennim peptidem E75
pfipravenym z HER-2/neu proteinu. Bylo prokazéano, ze vakcina E75 muaze redukovat
op¢tovny vznik metastaz u konvenéné 1écenych pacientek.

Domnivame se, ze nékteré nami prezentované informace by mohly poslouzit
k obohaceni ¢eské literatury z hlediska hodnoceni vyznamu HER-2/neu v karcinomu
prsu.



2. SUMMARY

Author: Bc. Lenka Celbova
Tutor: MUDr. Jifi Hochmann, CSc.

Title of a work: HER-2/neu and other markers in breast tumours
Diploma work

Department of Biological and Medical Sciences

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Study programme: Healthcare bioanalytics

The aim of our diploma work is to bring an overview of the tumour marker
HER-2/neu especially with focus on its activation, laboratory detection, relation to
hormonal receptors, its role in tumorgenesis of breast carcinoma and also on the
examination of its prognostic importace and its relation to the breast cancer treatment.

In the clinical part of this review work we target especially the prognostic and
predictive value of HER-2/neu. In many studies, a bad prognosis of HER-2/neu positive
breast cancer was confirmed. In this connection the importance of determination of
extracellular domain HER-2/neu in serum was examined in the literature. It is proved,
that observation of this parameter is useful for monitoring of the patients with HER-
2/neu positive carcinomas and there is also proved its predictive importance for the
trastuzumab treatment.

Another topic investigated in this work is expression of HER-2/neu de novo.
Two studies, we found, confirm the opinion, that an amplification of HER-2/neu de
novo can emerge in any stage of the breast cancer.

In connection with an elevated expression of HER-2/neu, there has been a
significant decrease of the estrogen and progesterone receptors (ER, PR) described by
some authors. This finding correlates with the result of our comparison of a group of
patients in the Pardubice regional hospital, which confirms that almost no case of the
simultaneous HER-2/neu positivity and ER and PR positivity was found.

We analyzed also the results of the Pardubice regional hospital patients
considering the age of patients. We found a higher occurrence of HER-2/neu positivity
among postclimaterical patients with non-selected breast carcinomas. Contrary to our
conclusion, one foreign study declares HER-2/neu positivity only for preclimacterical

patients with an invasive duactal carcinoma. Nevertheless, we found no further



indications concerning the relation between HER-2/neu positivity and the age of
patients.

At the end of the clinical part of our work we investigate refer about the
posibility of treatment with immunogenic peptid E75 made from the HER-2/neu
protein. It was proved, that the vaccine E75 can result in reduction of repeated arising of
metastases among patients treated with conventional methods.

We consider some information presented in our work as possibly useful for
further enrichment of Czech literature with the new knowledge from the point of view

of evaluation of importance of HER-2/neu in the breast carcinoma.



3. UVOD

Nasi snahou V této reSerSni praci bylo piinést pohled na ¢eskou a zahrani¢ni
literaturu tykajici se markeru HER-2/neu ve vztahu ke karcinomu prsu a K jinym
nadorovym markeram.

V teoretické cCasti této diplomové prace jsme pouzili pievazné knizni
monografickou literaturu, ¢esky i anglicky psanou.

V klinické &asti, v Kkapitolach Ceska literatura a Zahrani¢ni abstraktové
literatura, jsme vyuzili informaci z dostupnych internetovych zdroji. Pro ¢esky psanou
literaturu jsme pouzivali vyhledava¢ Google a internetovou podobu casopisu Klinicka
onkologie. Clanky jsme vybirali omezenim data publikace a zadanim kli¢ovych slov do
vyhledavace (karcinom prsu, HER-2/neu, nadorovy marker).

K vyhledavani abstraktll v zahrani¢ni literatufe jsme pouzili vefejné dostupnou
datab4azi NCBI (National Center for Biotechnology Information) PubMed a databézi
dostupnou pro farmaceutickou fakultu Current Contents Connect. Abstrakty, nalezené
zadanim klicovych slov a jejich kombinacemi, jsme dale tfidili podle nazvu a
shlédnutim textu. Vybrané abstrakty nebo jejich ¢asti jsme pielozili do cestiny a pouzili

je jako podklad pro tuto kapitolu.



4. TEORETICKA CAST

4.1. ANATOMIE MLECNE ZLAZY

Embryologicky je mlé¢nd zldza ektodermovy derivat kuze. Je to v podstaté
modifikovand apokrinni potni zldza vyvojové blizka ,,aromatickym* zlazam savci.
(Motlik a Zivny 2001).

Anatomicky (histologicky) jde o bohat¢ vétvenou tubuldrni zldzu, jejiz
terminalni usek citlivé reaguje na hormonalni podnéty (estrogeny, gestageny, prolaktin)
a Vv téhotenstvi se proménuje v tubularn€ acindzni zlazu s morfologickymi projevy
laktace ,,acinarniho® epitelu. Nejperifernéjsi usek vyvodového stromu se definuje jako
terminalni duktularni lobulérni jednotka (terminal ductular lobular unit, TDLU). Sklada
se zintralobuldrniho useku termindlniho duktu, z n¢hoz do stran odstupuji slepé
terminalni duktuly (viz obr. 1). TDLU je vybavena charakteristickym epitelem a fidkym
vazivovym stromatem. Epitel je dvouvrstevny a jeho vnitini vrstva kubickych bun¢k je
zdrojem vétSiny nenddorovych 1 nadorovych zmén lobulu. Zevni vrstvu epitelu hranicici
se stromatem tvofi souvisld vrstva myoepitelovych bunék. Dalsi useky vyvodového
stromu se liS§i strukturou stény. VEtSi extralobuldrni vyvody jsou provazeny
pribyvajicim mnozstvim elastickych vldken, kdezto myoepitelova vrstva se vytraci

(Motlik a Zivny 2001).

4.2. KARCINOMY MLECNE ZLAZY

V patologii mlé¢né zlazy maji nejvetsi vyznam onkologické 1éze. Karcinom prsu
je jednim z Castych lidskych nédort, ktery u zen zaujima pfedni misto co do prevalence

i mortality (Motlik a Zivny 2001).

4.2.1. Maligni epitelové nadory — karcinomy prsu

Karcinom prsu délime na hlavni dva typy: neinvazivni a invazivni karcinom.

Vétsina karcinomi vychazi z TDLU (viz obr. 1 ¢€. 6).



Obr. 1 Struktura vyvodového stromu mlécné Zlazy

1-lobulus, 2-ductus terminalis intralobularis, 3-ductus terminalis extralobularis, 4-
ductus lactiferus, 5-sinus lactiferus, 6-terminal ductular lobular unit (TDLU), 7-

lokalizaéni predilekce karcinomu in situ i invazivniho vSech typti (Motlik a Zivny
2001)

4.2.1.1. Neinvazivni karcinom

Neinvazivni karcinom (in situ karcinom) je definovan intaktni bazalni
membranou, maligni buniky proliferuji uvnitt dilatovaného duktalniho nebo acinarniho
prostoru a neprostupuji pies bazdlni membranu (Skalova 2006). RozliSujeme dva
zakladni typy in situ karcinomu, vychazejici z duktalni jednotky (duktalni carcinoma in

situ, DCIS) nebo vychdzejici z lobularni jednotky (lobuldrni carcinoma in situ, LCIS).
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4.2.1.2. Invazivni karcinom

Invazivni karcinom se vyznacuje invazivnim ristem a schopnosti metastazovat
do jinych tkani. Dle histologické klasifikace Svétové zdravotnické organizace (WHO)
se do této skupiny fadi: invazivni duktalni karcinom (DIC), invazivni lobulérni
karcinom (LIC), meduldrni karcinom (MC), mucindézni invazivni karcinom (GIC),
invazivni papilarni karcinom (PIC), tubuldrni karcinom (TIC), adenoidné cysticky
karcinom (ACC), sekre¢ni karcinom (SJC), apokrinni karcinom (AIC) a karcinom

s metaplazii (MIC) (Motlik a Zivny 2001).

4.3. NADOROVA TRANSFORMACE BUNKY

Za nadorovou transformaci bun¢k oznacujeme zmény, kdy bunky nereaguji na
regulaéni mechanizmy. Jejich charakteristickymi vlastnostmi jsou, kromé& casto
nadmérného mnozeni bunék, poruchy diferenciace, ploidie a zmény migracnich
vlastnosti, které se projevi invazivnim rustem nadoru a metastazovanim do jinych tkani
v organismu. Nadorové buiky se deéli neomezené a nekontrolované. Podstatou
transformace bunky v nadorovou buriku je zména aktivity geni — onkogent a tumor

supresorovych genil (Necas a kol. 2000).

4.3.1. Onkogeny

Onkogeny jsou geny, které vyznamnym zpusobem pfispivaji k nadorové
transformaci bunky. Potencialni onkogeny se nazyvaji protoonkogeny. Jsou to obecné
geny, jejichz produkty se v normdlni buiice podileji na kontrole déleni a diferenciaci
bunky. K aktivaci protoonkogent na onkogeny dochézi bud’ kvantitativni zménou jejich
exprese, nebo kvalitativni zménou struktury (mutace) s naslednou zmeénou funkce
genového produktu. Aktivaci protoonkogenu na onkogen zpusobuji tyto mechanizmy:
bodova mutace, amplifikace protoonkogenu, inzerce virovych promotorti a enhancerti a
translokace ¢asti chromozomt (Necas a kol. 2000).

Onkogeny se déli na: onkogeny kodujici rustové faktory a jejich receptory,
onkogeny kodujici signalni transduktory, onkogeny kodujici proteinkinazy, onkogeny
kodujici transkripéni faktory a onkogeny kodujici proteiny, které blokuji apoptoézu
(Necas a kol. 2000).
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Onkogeny Tumor supresorové geny

Receptory
g (c-erbB)

Receptory

Membranové
onkoproteiny
(c-erbB)

Adhezni

molekuly
Cytoplazmatické
onkoproteiny
(c-mos)
Cytoplazmatické
tumor supresorové
l proteiny
Transkripéni
faktory (c-fos)
Jaderné inhibicni
D faktory (RB-1)

Jadro

Kontrola genové
exprese

Obr. 2 Schematické piisobeni onkogenti a tumor supresorovych gent

Nédorova transformace buniky mliZze byt vyvolana tim, Ze produkty onkogenli se vaZzou
jako modifikované rustové faktory na specifické receptory, nebo funguji jako zménéné
receptory pro rustové faktory (c-erb-B), ¢i jako membranové onkoproteiny (signalni
transduktory, c-ras). Cytoplazmatické onkoproteiny mohou byt soucasti kaskady
mitogenniho signdlu jako proteinkindzy (c-mos). Jiné onkoproteiny funguji jako
transkripcni faktory v jadie bunky (c-fos). Produkty tumor supresorovych genii mohou
pusobit inhibici bunééné proliferace na urovni interakce s riistovymi faktory ¢i jejich
membranovymi receptory a na urovni interakce s adheznimi molekulami
transmembranového skeletu. Produkty jinych tumor supresorovych genli mohou mit
funkeci cytoplazmatickych tumor supresorovych proteini ¢i jadernych inhibitort
transkripce (RB-1) (Necas a kol. 2000).
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4.3.2. Tumor supresorové geny

Tumor supresorové geny (antionkogeny) jsou geny, které potlacuji naddorovy
rust a zpomaluji nekontrolovany rust bunck, které jsou jiz nadorové transformované
(Necas a kol. 2000).

Schematické ptisobeni onkogentl a tumor supresorovych gentl znézoriuje obr. 2

4.4. NADOROVE MARKERY

4.4.1. VSeobecna charakteristika nadorovych markeru

Jednim z typickych projevii malignich nadorii je produkce riiznych latek. Pro
jejich oznaCeni se pouziva struény a vystizny nazev nadorovy marker. Pod timto
nazvem se v uzSim slova smyslu chapou latky produkované malignimi tkanémi,
z kterych pronikaji do télesnych tekutin, kde je mozné kvantitativné méfit jejich
koncentrace (markery humoralni). Ale jde i o latky, které do télesnych tekutin
nepiechézeji, a jejich pfitomnost se v nadorovych tkanich dokazuje bud’ biochemicky —
po pfipraveni suspenze z nadoru (= V cytosolu), nebo mikroskopickymi technikami —
pomoci imunohistochemickych metod (markery tkanové). Pod nazvem nadorovy
marker se v $ir§im slova smyslu chapou také latky, které nejsou produkovany malignimi
tkanémi a které se do tclesnych tekutin dostavaji ztkani zdravych v dasledku
nespecifické odpoveédi na pfitomnost malignity v organizmu (Kausitz 1991). Dale sem
patii markery vzniklé mutaci genti.

Tkanové markery (na rozdil od humoralnich) jsou k rutinnimu vySetfovani
pacientek vybirany tak, aby zobrazovaly stav receptori a signdlnich drah, které jsou
zodpovédné za vznik nddoru — nebot’ pifendseji hormonalni mitogenni signal. Na
zaklade téchto vysledkt 1ze pak provadét medikamentdzni zasahy do téchto drah.

V ptipad€ karcinomu prsu jde pfedev§im o drahu navazujici na estrogenovy
receptor (feSeno v jinych diplomovych pracich tohoto Skoliciho pracoviste) a na drahu
navazujici na receptor HER-2/neu, feSenou v této diplomové praci.

Tabulka 1 uvadi ptehled vhodnych kombinaci markerti nddoru prsu pro pouZiti
v klinické praxi, ktery vychéazi z doporuc¢eni mezinarodnich spole¢nosti zabyvajicich se

nadorovymi markery.
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Tab. 1 Piehled markerii nadoru prsu dle doporuc¢eni mezinarodnich spolecnosti

NACB Estrogenové a progesteronové receptory vzdy,
CA 15-3 a CA 27. 29 pro monitoraci pokrocilého onemocnéni

ASCO Rutinni pouziti CA 15-3 a CA 27. 29 samostatné neni doporuceno.

ZvySovani CA 15-3 nebo CA 27. 29 mtze byt pouzito pro odhad selhani terapie.
Rutinni pouziti CEA neni doporuceno.

Estrogenové a progesteronové receptory by mély byt stanoveny u primarnich 1ézi.
Steroidni receptory by mély byt pouZzity pro vybér pacientii pro endokrinni terapii.
Zvysena exprese nebo amplifikace HER-2/neu (c-erb-B2) by mohla byt pouZita pro
vybér pacientii pro terapii Herceptinem"” (trastuzumab)

ACS Neni

EGTM | Steroidni receptory ve tkani pro predikci odpovédi na hormondlni terapii.

CEA a jeden z rodiny MUC-1-geniim ptibuznych proteinti v séru pro prognozu,
sledovani a monitorovani terapie.

HER-2/neu ve tkani pro predikci odpovédi na Herceptin® (trastuzumab) u pacienti s
pokroc€ilym onemocnénim

EGTM - European Group on Tumor Markers, NACB — National Academy of Clinical
Biochemistry, ASCO — American Society for Clinical Oncology, ACS — American
Cancer Society (Zima a kol. 2007)

4.4.2. HER-2/neu (human epidermal growth factor receptor)

4.4.2.1. Charakteristika HER-2/neu

Receptor pro epidermalni rastovy faktor — HER-2/neu je vyznamny
prognosticky a prediktivni marker v karcinomu prsu.

Poprvé byl identifikovan v roce 1981 v linii krysiho neuroblastomu (Hajduch a
kol. 2003). Jednd se o transmemranovy glykoprotein (p185) s tyrozinkinazovou
aktivitou o molekulové hmotnosti 185 kDa a je produktem protoonkogenu c-erb-B2,
ktery je lokalizovan na dlouhém raménku 17. chromozomu — 17911.2-gq12. Tento
receptor patii do rodiny dnes jiz dobfe poznanych HER (human epidermal receptor),
neboli erbB receptort, kterd se sklada ze ¢ty homolognich, vzajemné spolupracujicich
¢lend oznacovanych HER-1, HER-2, HER-3 a HER-4. Za fyziologického stavu jsou
receptory HER rodiny dilezité pro plynulou obnovu epitelidlnich tkani (Cinek a Filip
2007).

Kazdy receptorovy protein HER rodiny zahrnuje pfiblizn¢ 600
aminokyselinovou extraceluldrni ligand vézajici doménu, 24 aminokyselinovou
helikalni transmembranovou doménu a >500 aminokyselinovou cytoplazmatickou
tyrozinkindzovou doménu s mnohocetnymi autofosforylovanymi misty a autoinhibi¢ni

smyckou (Schulz 2005).
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HER receptory jsou inaktivni monomery, které se stdvaji aktivnimi po
dimerizaci a to s receptorem toho samého typu (homodimerizace) a nebo jiného typu
(heterodimerizace). Heterodimerizace je zvlasté vyznamna u HER-2/neu receptoru, u
ne¢hoz neni znam ligand, tento receptor je také jako dimerizacni partner preferovan.
Dimerizace spousti autofosforylaci tyrozinkinazy, kterd aktivuje kaskadu metabolickych
pochodu tvoficich komplexni signdlni drdhu (nejcastéji Ras/MAPK a PI3K/Akt)
prenasejici extracelularni podnét do jadra bunky, signal modifikuje genovou kontrolu a
proteinovou transkripci. Disledkem jsou kli¢ové bunécéné regulacni procesy, jako jsou

diferenciace, adheze, rlst, migrace a apoptoza (Cinek a Filip 2007).

4.4.2.2. Ligandy HER rodiny receptort

HER-1 také zndmy jako EGFR receptor pochopitelné¢ vaze epidermalni rastovy
faktor, ale také n¢kolik dalSich peptidi, které maji stejny konzervativni motiv s tfemi
cystinovymi disulfidickymi mustky, ktery je nazyvan EGF motiv (motivy — kratké
sekvencéni tseky — subsekvence, které maji ur€ity biologicky vyznam; motivy bilkovin
Casto reprezentuji strukturni rysy; DNA motivy poskytuji signal pro vazbu bilkovin
nebo vznik zahybi).

Skute¢né, v mnoha fyziologickych procesech strukturné piibuzny TGFa,
amphiregulin a heparin vazajici EGF (HB-EGF), jsou pravdépodobné vyznamné&jsi nez
samotny EGF. HB-EGF pravé tak jako betacellulin (BTC) a epiregulin (EPR) se také
vazou na HER-4 a aktivuji jej. Neureguliny 1-4 (NRG) jsou specifické pro HER-3 a
HER-4, NRG 1 a 2 jsou pfevazné¢ rozpoznavany HER-3; NRG 3 a 4 jsou rozpoznavany
pomoci HER-4. Jak jiz bylo uvedeno vyse, HER-2 ma neznamy ligand a opravdu zde
nemusi Zadny byt (Schulz 2005).

Vazba ligandu indukuje zménu konformace, ktera usnadiiuje autoinhibici
tyrozinkindzy  pseudosubstratovou smyckou, aby umoznila cross-fosforylaci
s nasledujicim pfitisknutim adaptéru a substratovych proteinii. Signaly vychazi z HER
receptord hlavné drahami MAPK, PI3K, STAT (Schulz 2005).

Zatimco HER-2 je zvlastni ¢len rodiny se vztahem k vazbé ligandu, HER-3 je
neobvykly z pohledu kinazové aktivity. Rozhodujici zbytky v jeho aktivnim centru
nejsou konzervovany a HER-3 nemusi mit kinazovou aktivitu vibec. Tudiz jeho
tyrozinkinazova aktivita je poskytnuta jeho HER-2 dimeriza¢nim partnerem (Schulz
2005).
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V normalnich epitelidlnich bunkach prsu — jak proliferace, tak diferenciace jsou
ovlivnény nékolika EGF — ptibuznymi peptidy a kazdy ¢len HER rodiny je zapojen
alespon v podskupiné bun¢k.

Produkce peptidovych ristovych faktori se odehrava ve stromalnich a
epitelidlnich bunkach a je regulovana estrogeny. Jak jejich produkce, tak bunécéné
odpovédi na rustové faktory jsou ovlivnény cross-talkem (zktizenou aktivaci) s riznymi
dalSimi hormony a rtstovymi faktory. Napt. uvolnéni HB-EGF vyzaduje proteolytické
St€peni metaloproteindzami, které jsou stimulovany endotelinem-1 a bombesinem
pusobicim pies serpentinové receptory sprazené s G-proteinem. Jisté WNT faktory také
podporuji uvolnéni EGF podobnych faktorti. Dilezitost WNT aktivaéni cesty
Vv rakoviné prsu muze tedy byt zvazovana v tomto ohledu (Schulz 2005).

Sekre¢ni glykoproteiny WNT (nadzev ,,WNT* vznikl spojenim nazvl dvou geni
W(g - wingless a INT gent lokalizovanych pobliz integra¢nich mist viru mySiho tumoru
mlécné zlazy) maji zasadni roli v embryogenezi, v mnoha fyziologickych procesech, ale
také v tumorigenezi. Cesta WNT zahrnuje proteiny regulujici tvorbu WNT signalnich
molekul, které moduluji reakci buiiky na extracelularni WNT ligandy (Pali¢ka a Zivny
2007).

Za normalnich okolnosti se WNT proteiny spoji na bunééném povrchu s
receptorem z tzv. Frizzled rodiny a néslednymi aktivacemi v nékolika krocich zplsobi
uvolnéni B-kateninu, coz je bilkovina, ktera se vaze ke cadherinu. -katenin vstupuje do
bunécného jadra a spousti expresi specifickych promotorovych genti. Usuzuje se, ze
WNT proteiny mohou puisobit jako riistové faktory kmenovych bunék (Pali¢ka a Zivny
2007).

U HER receptoru muze byt vprsni tkani obzvlast dulezity cross-talk
s cytokinovymi receptory. Prolaktinové receptory a receptory pro rhstové hormony
indukuji fosforylaci HER-1 kindzami JAK (Schulz 2005).

Ptesné vztahy s mnohocetnymi riistovymi faktory a receptory vyskytujicimi se
mezi riznymi bunéénymi typy a subjekty jsou extrémné slozité. Navic se mohou
podstatné meénit mezi ruznymi fazemi ristu prsu, a dokonce mezi segmenty duktu.
Souhrné to vypada, Ze aktivace HER-1, ale jesté vice HER-2/HER-3 heterodimeru,
poskytuje hlavni stimul pro proliferaci. V pfipadé¢ jednotky HER-2/HER-3 tato
stimulace miZe byt uplatnéna prevazné prostiednictvim drdhy PI3K, protoze HER-3 po

fosforylaci HER-2 poskytuje nekolik vaznych mist pro PI3Ka regulac¢ni podjednotku.
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Naopak, HER-4 receptor, ktery je aktivovan hereguliny a snad HB-EGF spise podporuje

diferenciaci mamarnich epitelialnich bunék (Schulz 2005).

Tab. 2 Receptory HER rodiny

Gen Jiny nazev Chromozomalni Ligand
lokalizace

EGFR / erbB1 HER-1 7p12 EGF, TGFa,
amphiregulin,
HB-EGF, BTC

erbB2 HER-2/neu / p185 17q11.2-g12 Neni znam

erbB3 HER-3 12913 NRG1, NRG2

erbB4 HER-4 2033.3-934 NRG1, NRG2,
NRG3, NRG4,
BTC, HB-EGF

EGF: epidermalni rustovy faktor, TGF: transformujici ristovy faktor, HB-EGF: heparin
vazajici epidermalni ristovy faktor, BTC: betacellulin, NRG: neuregulin (Schulz 2005)

4.4.2.3. Signélni drahy

V Sest let starém piehledném sdéleni popisuje Masopust a kol. (2003)

problematiku signalnich drah:

4.4.2.3.1. MAPK

Klasické MAPK (mitogenem aktivované proteinkinazy), také zvané ERK
(Extracellular signal — Regulation Kinase), hraji dilezitou tlohu v bunétné proliferaci a
diferenciaci. Tento proces zacina aktivaci receptoru proteinkindzy pro rustovy faktor a
pro receptory spiazené s G-proteinem; nasleduje aktivace MAPK proteinti p44/p42
(ERK1/ERK?2), které dale aktivuji:

a) proteinkinazu-1 Rsk/MAPKAPK-1 (p90 ribozomalni proteinkinazu-1
aktivovanou pomoci S6-kinazy/MAPkinazy) a déle

b) transkripéni faktory ELK-1 a STAT-3 (STAT - signal transducers and
activators of transcription), coZ umozni vstup téchto transkripénich faktort
do bunécného jadra, kde navodi

C) expresi piislusného genu stimulaci promotoru c-fos (= promotoru pro jeden
z genl Casné — tentokrat jiz transkripni odpovédi na mitogenni signal).

(Masopust a kol. 2003)
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4.4.2.3.2. Signalni drahy Akt a PI3K

Tato proteinkinasova kaskada hraje centralni lohu v regulaci pfezivani bun¢k a
v metabolismu. Serin/threonin-proteinkinaza Akt/PKB je aktivovana riznymi faktory
ristu a prezivani bunék, inzulinem, integriny a receptory sprazenymi s G-proteinem.
Byly popsany 3 izoformy: Aktl, Akt2, Akt3. Signdl je na Akt pfenaSen aktivaci
fosfoinositid-3 kinazy (PI3K) (Masopust a kol. 2003).

signaini molekula ve formé dimeru

tyrosin-
kindzova
doména

EXTRACELULARNI
PROSTOR

R

:\ CYTOSOL
(DA

plasmaticka

membrana . P
intracelulérni

signalni molekula
se vaZe na
fosforylované tyrosiny

fosforylovany
tyrosin
NEAKTIVNI AKTIVNI AKTIVN(

receptorova tyrosinkindza stimulace kindzové receptorova tyrosinkinza &
aktivity

signél predan

do nitra buriky

Obr. 3 Schéma prenosu signalu pies receptor s tyrozinkinazovou aktivitou
Aktivace receptorové tyrozinkinazy vede k vytvofeni intracelularniho signalniho
komplexu. Navézani signalni molekuly k extracelularni doméné receptorové
tyrozinkinazy zpusobi asociaci dvou molekul receptoru za vzniku dimeru nebo je
signalni molekula jiZ dimerem. V dimeru se kindzové domény intracelularnich konci
molekul receptoru dostanou do kontaktu, coz kinazy aktivuje a umozni jim vzajemn¢ si
fosforylovat postranni fetézce nékolika tyrozini. Kazdy fosforylovany tyrozin slouzi
jako specifické vazebné misto pro piislusny intraceluldrni signalni protein, ktery piebira
signal a pfenasi ho dale do nitra buniky (Alberts a kol. 2005).
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signalni molekula
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Obr. 4 Aktivace proteinu Ras aktivovanou receptorovou tyrozinkinazou
Adaptérovy protein je pfipojen ke zvlastnimu fosfotyrozinu. Adaptér vaze a aktivuje
protein, ktery funguje jako aktivator proteinu Ras. To stimuluje Ras k vyméné
navazaného GDP za GTP. Aktivovany Ras potom stimuluje dal$i krok signélni drahy
(Alberts a kol. 2005).
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Obr. 5 Fosforyla¢ni kaskada aktivovana proteinem Ras

Protein Ras spousti fosforylaéni kaskadu tfi proteinkinaz, ktera zesiluje signdl a
rozd€luje ho do rlznych smérl. Posledni kindza v kaskadé fosforyluje rizné cilové
proteiny, mezi néZ patii dalsi proteinkindzy a genové regulacni proteiny, které reguluji
genovou expresi. Zmeény v expresi genil a v aktivité¢ proteinii vedou ke komplexnim
zménam v chovani bunék (Alberts a kol. 2005).
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4.4.2.4. HER-2/neu a maligni zvrat

O tloze HER-2/neu v tumorigenezi Cinek a Filip (2007) uvadi: ZvySena exprese
HER-2/neu poskytuje buitkkam rastovou vyhodu. Bylo prokazano, ze nadmérna exprese
HER-2/neu, pozorovana asi u 20-30 % karcinomu prsu a vaje¢niki, aktivuje PI3-
K/Akt cestu ,preziti“. Tim upfednostiiuje bunétnou proliferaci pomoci inhibice
apoptdzy. Signal ,preziti“je za normdalniho stavu sparovan s aktivaci dalsi, tzv.
prolifera¢ni drahy Ras/MAPK. Zvysena exprese HER-2/neu v nadorech proto zvysuje a
prodluzuje signalizaci prostiednictvim obou téchto drah, PI3-K/Akt i RassMAPK. Ve
zvySené pritomnosti signalu HER-2/neu je tedy umoznén posun od apoptozy k
proliferaci a preziti, coz potvrzuje spojeni receptoru HER-2/neu s malignim
fenotypem.

Kli¢ovéa role ¢lent HER rodiny ve zvySovani metastatického potencialu spociva
také vjejich schopnosti vyvolat sekreci tkanovych membranovych degradac¢nich
enzymi metaloproteinaz, které vedou k poruSe interakci mezibunécnych a interakci
bunika — matrix. Tyto poruchy spole¢né se zménami integrinové a kadherinové funkce
jsou casto pozorovany u nadorovych bunék s aktivovanou HER signalizaci. Usnadiuji
komunikaci mezi néadorovymi bunikami a jejich proklouznuti z kontroly
v mikroprostiedi (Cinek a Filip 2007).

Rozdil mezi ER(+) a ER(-) nadory, také (analogicky) rozdil mezi HER-2(+) a
HER-2(-) nadory prsu ma prognosticky vyznam, protoze HER-2(+) nadory zpravidla
maji horsi pribeh. To ma také dusledky pro terapii (Schulz 2005).

4.4.2.5. VVztah mezi ER a HER

Jak jiz bylo uvedeno vyse, produkce peptidovych rustovych faktori se odehrava
ve stromalnich a epitelidlnich bunkach a je regulovana estrogeny (Schulz 2005).
Estrogeny a estrogenové receptory (ER) jsou klicové regulatory riistu v normalnim prsu
spolecné s dalSimi hormony pisobicimi pies jaderné nebo membranové receptory.
Kromé toho synergizuji s riistovymi faktory z rodiny EGF, které aktivuji receptorové
tyrozinkinazy z HER rodiny (Schulz 2005).

Priblizné 50 % ER(-) a mensi dil ER(+) nadort prsu nadmérné exprimuje HER-2
(Schulz 2005). V klinické bézné praxi jsou vétsSinou kvalitativné rozliSovany 4 skupiny:

ER(+)/HER-2(-), ER(+)/HER-2(+), ER(-)/HER-2(+) a ER(-)/HER-2(-) (Schulz 2005).
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Srostouci expresi HER-2 nebo HER-1 se potieba estrogenu pro rust
epitelidlnich bunék jevi byt snizend nebo eventudlné vymizeld. Zatimco normalni bunky
vyzaduji estrogeny a EGF podobné rustové faktory, ER(+) nddor udrzuje tuto potiebu
Vv co nejmensim rozsahu, ER(-)/HER-2(+) nadory prsu potiebuji pouze peptidové
faktory a eventudlné dokonce i jen méloktery z nich. Cinnost estrogenu je samoziejmé
¢aste¢ne, ale ne kompletné zprosttedkovana ptes indukci rastovych faktor a aktivaci
HER receptort. Dulezité je, ze ER(-) nadory zahrnuji velky pocet dalSich genetickych a
epigenetickych zmén (Schulz 2005).

HER-1 je také nadmérmné exprimovan v nékterych ptipadech bud’ misto HER-2
(alternativn¢), nebo spole¢né s nim a mize poskytnout rozhodujici rustovy stimul u
nékterych ER(-)/HER-2(-) nadori. HER-3 neni obvykle nadmérné exprimovan, ale je
vzdy prezentovan v HER-2(+) nddorech. To je pravdépodobné nezbytné pro ¢innost
HER-2 poskytovanim rozhodujicich vazebnych mist pro PI3Ka a jinych
intracelularnich mediatorti. U normalnich koncentraci receptorii by byly HER-2 a HER-
3 ptitomny jako monomery a jejich dimerizace by byla zavisla na vazb¢ ligandu pomoci
HER-3. Nadmérna exprese HER-2 mize snizovat koncentraci pozadované¢ho ligandu
nebo ho dokonce ,,zlikvidovat®, tudiz napomaha konstitutivnimu (pro expresi neni nutna

indukce) spojeni a konstitutivni aktivité (Schulz 2005).

4.4.2.6. Stanoveni HER-2/neu

Stanoveni nadmérné exprese HER-2/neu je dualezité pro prognoézu a 1écbu
pacientek, u nichz byl diagnostikovan invazivni karcinom prsu. Pouziva se stanoveni
amplifikace genu c-erb-B2 DNA fluorescen¢ni in situ hybridizaci (FISH), exprese
receptoru v bunééné membran€¢ imunohistochemickymi technikami a analyza
extracelularni domény (ECD), ktera je uvoliiovana do cirkulace a méfitelnd v séru.
Stanoveni ECD v séru ma vyznam u pacientek, u kterych neni mozné zopakovat biopsii

nebo pro sledovani pribéhu metastazujici nemoci.

4.4.2.6.1. Imunohistochemie (IHC)

IHC stanoveni HER-2/neu je zalozeno na reakci antigen — protilatka.
V parafinovych tkanovych fezech se prokazuje antigen HER-2/neu exprimovany na

bunééné membrané pomoci specifické protilditky znacené enzymem. Po piidani
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substratu se mikroskopicky detekuje barevna reakce. Hodnoceni je semikvantitativni,

vysledek se udava jako skore od 0 do 3+ (viz tab. 3).

Tab. 3 Hodnoceni IHC detekce HER-2/neu

skore vysledek

0 HER-2 negativni

1+ HER-2 negativni

2+ nejisty, nutno doplnit FISH

3+ HER-2 pozitivni
(Tesatova 2008)

4.4.2.6.2. Fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH)

Metodou fluorescen¢ni in situ hybridizace 1ze lokalizovat cilové nukleotidové
sekvence piimo v buiikach, cytologickych preparatech chromozomii nebo fezech tkani.
(in situ). Metoda FISH je zalozena na schopnosti jednofetézcové DNA sondy vazat
komplementarni tGsek cilové DNA fixované V histologickém fezu tkané¢ na
mikroskopickém podloznim sklic¢ku.

Inkorporace fluorescenéné znacenych nukleotidi do hybridiza¢nich sond se
obvykle provadi metodou nick translace, in vitro transkripce, ,,;fandom primer”, nebo
metodou polymerazové fetézovée reakce.

Cilovou DNA a DNA sondy je nutné denaturovat. Denaturace se obvykle
provadi ve formamidovém roztoku pfi teploté 65-70 °C. Pii vlastni hybridizaci, ktera
probiha pii 37 °C, se jednofetézcova DNA sonda vaZe na komplementarni useky cilové

DNA. Po odstranéni nespecificky navazané sondy se detekuje signal (Sigma-Aldrich

2008).

Negativnl Negativnl Pozitivnl = Pozitivni =
nizka vysoka
amplifikace amplifikace

Obr. 6 Stanoveni HER-2/neu metodou FISH

Zelené je znazornéna centromera chromozomu 17, ¢ervené gen pro HER-2/neu.
Hodnoti se pomér poctu genti a chromozomd, za normdlnich okolnosti je na kazdém
chromozomu jeden gen pro HER-2/neu (pomér gen : chromozom = 1), za pozitivni
vysledek se povazuje pomér gen : chromozom > 2 (Tesatova 2008).
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4.4.2.7. Lécba cilena na HER-2/neu

Herceptin  (trastuzumab) je rekombinantni humanizovana IgGl kappa
monoklonalni protilatka, ktera se selektivné vaze s vysokou afinitou na extracelularni
doménu HER-2/neu. Molekula obsahuje antigen vazajici smyc¢ky z vnitfku variabilni
oblasti anti-HER-2/neu mysi monoklonalni protilatky (4D5), spojené se zbytky
struktury lidské variabilni oblasti a konstantni domény IgG1 (Cho 2003).

Mechanizmus ucinku a rezistenci vi¢i Herceptinu Masopust (2009) vysvétluje:
Signalni draha epidermélniho ristového faktoru redukuje hladinu p27<"* navozenim
jeho degradace ubikvitinaci; to nasledné zptasobuje uvolnéni cyklindependentni kinazy
2 (Cdk2) a tim aktivaci procesu bunééného deleni (pfi nadmeérné expresi genu HER-
2/neu v malign¢ transformovanych bunkach to znamena podporu nadorové proliferace).
Aplikace Herceptinu blokuje vazbu na receptor (HER-2/neu), takze signalizace
ristového podnétu je prerusena (nedochézi k degradaci p275™) a jeho vazba na Cdk2
znemozni postup cyklu bunécného deleni a zpisobi zéastavu v Gl-fazi (brani tak
nadorové proliferaci). Pozd¢jsi rezistence vuci ucinku Herceptinu se vysvétluje
nadmérnou expresi genu pro ubikvitin-ligazu (Skp2) v adaptovaném subklonu

kipl

nadorovych bun¢k. Zvyseni Skp2 podpofii ubikvitinaci p27°"" blokovanou Herceptinem

a nadorova progrese maze pokracovat.
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5. KLINICKA CAST

5.1 CESKA LITERATURA — PUVODNI SDELENI

5.1.1. Porovnani detekce HER-2/neu metodou IHC a FISH

Autotfi z Fakultni nemocnice Brno se zabyvali srovndvaci analyzou metod
imunohistocemickych (IHC) a fluorescenéni in situ hybridizace (FISH).

Cilem jejich studie bylo posouzeni validity metod IHC za pouziti raznych
primarnich protilatek a postupti ve srovnani s FISH. Bylo vySetieno 60 standardné
zpracovanych vzorkll invazivnich karcinomi prsu pomoci IHC pfi pouziti
diagnostického kitu DAKO HercepTest™ a ¥ monoklonalnich protilatek firmy
Novocastra (NCL-c-erbB-2-316, NCL-c-erbB-2-356, NCL-CB11) a dale pomoci FISH
pfti pouziti INFORM HER-2/neu Gene Detection System.

Amplifikace byla detekovana u 13,3 % ptipadti a nadmérna exprese (na 3+) u
13,3 % - 28,3 % ptipadid v zavislosti na pouzitém postupu a primarni protilatce.
Vyznamna shoda byla zaznamenana mezi FISH a IHC pfi pouziti monoklonalnich
protilatek Novocastra NCL-c-erbB-2-316 a NCL-c-erbB-2-356 u postupu, ktery
vynechava tzv. ,,0ziveni” (retrieval) antigenu ve vodni lazni. U 9 pozitivnich DAKO
HercepTest™ piipadii (7 piipadii na 2+ a 2 piipady na 3+) nebyla prokazana
amplifikace metodou FISH. Tyto vysledky dokladaji, Ze nadmérna exprese HER-2/neu
(3+) a stejné tak normalni exprese HER-2/neu (0 a 1+) mohou byt detekovany obéma
metodami, pti¢emz hrani¢ni pozitivita 2+ musi byt pozorné interpretovana za pouziti

obou metod a optimalizovanych pracovnich postupti (Hermanova a kol. 2001).
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Tab. 4 Srovnani protilatek a protokolu z hlediska predikce vysledki FISH

Protilatka, Efektivita Senzitivita Specifita PHV+ PHV-
protokol % % % % %
DAKO

Herceptest 85 100 83 47 100
DAKO bez 93 100 92 67 100
retrievalu

Novocastra

316 93 100 92 67 100
Novocastra

316 bez 100 100 100 100 100
retrievalu

Novocastra

356 95 100 94 73 100
Novocastra

356 bez 100 100 100 100 100
retrievalu

Novocastra

CB 11 92 100 90 62 100
Novocastra

CB 11 bez 97 88 98 88 98
retrievalu

efektivita - pomér vynalozenych nakladt k dosazenému vysledku

senzitivita - % spravné pozitivnich vysledkti z daného souboru

specifita - % spravné negativnich vysledkt z daného souboru

PHV+ pozitivni prediktivni hodnota - % s jakou pravdépodobnosti bude mit pacient
hledanou chorobu, kdyz bude vysledek testu pozitivni

PHV- negativni prediktivni hodnota - % S jakou pravdépodobnosti nebude mit pacient
hledanou chorobu, kdyz bude vysledek testu negativni

opakované vySetfeni bez retrievalu bylo provedeno pro vysledky Herceptestu 1+, 2+,
3+; 0 byla povazovana za negativni i pro toto vySetfeni (Hermanova a kol. 2001).
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5.1.2. Klasifikace karcinomii prsu, triple negative nadory

Prace Palacové (2008) se zabyva probihajicimi studiemi a novinkami v 1€cbé
karcinomu prsu a dale klasifikaci karcinomuti: Karcinomy prsu byly diive klasifikovany
na zaklad¢ morfologie a podle imunohistochemického stanoveni steroidnich receptort
(ER a PR) a HER-2/neu receptoru. Tato klasifikace byla vyuzivana k urCeni 1é¢ebné
strategie, prognozy a k urceni predikce odpovédi na terapii. V soucasnosti lze vyuzit
také genové exprese. Na zaklad¢ exprese genti mizeme urcit 5 molekularnich subtypt
- luminalni typ A a B (ER pozitivni skupiny),

- skupinu nadmérné exprimujici HER-2/neu,

- skupinu nadorti charakterizovanou vysokou expresi gent bazélnich epitelii a nizkou
expresi gentl luminalnich epitelidlnich bun¢k — bazalni typ,

- poslednim subtypem je basal-like skupina nadorti, ktera je charakterizovana
pozitivitou cytokeratind 5/6 a 17 (myoepitelie), absenci receptorit ER, PR a HER-2/neu,
také oznaCovana jako triple negative (vychazi z myoepitelialnich bunék dukti).

Oznaceni triple negative a basal-like tumory nejsou zcela totozné. Pro skupinu
basal-like nadoru je typicka exprese CK 5/6, vysoka proliferace, centralni nekrozy,
obvykle nebyva exprimovan ER, PR a HER-2/neu. Vétsina basal-like nadort jsou triple
negative, CK-5 pozitivni, s vysokou proliferaci a expresi p53, s jeho ¢astymi mutacemi.
U téchto nadoru je také popisovana vysoka exprese EGFR a ckit. Nejpiesnéjsi je
identifikovat triple negative tumory RNA array analyzou, ktera zatim neni standardné
dostupna. Jako alternativu lze vyuzit Nielsoniv navrh pro triple negative tumory —
negativni ER, PR, HER-2/neu a ptitomnost CK 5/6 nebo EGFR (Palacova 2008).

Retrospektivné bylo prokazano, ze u triple negative tumord je Castéjsi vyskyt
mozkovych metastdz, vysoky vyskyt lokéalnich recidiv, vétsi vyskyt viscerdlnich nez
kostnich metastdz. Existuji také nékteré vlastnosti, které jsou spole¢né pro triple
negative tumory a pro nadory s prokazanou mutaci v genu BRCAI. Jedna se o ER
negativitu, vysoky grade, vysoky Ki-67, CK 5/6 a expresi EGFR. Spole¢na pro obé
skupiny nédort je také ¢asta mutace p53 (Palacova 2008).

Prehled 1écby triple negative tumort uvadime v nasledujici tabulce.
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Tab. 5 Potencionalni cilena 1é¢ba triple negative tumort

Lécba Cil Princip u¢inku Probihajici studie
Chemoterapie pusobici DNA Pocetné DNA Planovana studie
zlomy v DNA (platinové aberace zptisobi srovnavajici
derivaty) defektni DNA platinové derivaty
reparaci a taxany u BRCAl
In vitro doklad o triple-negative a
selektivni sporadickych
Chemosenzitivité (u triple-negative
nosi¢éek BRCA1) nador
Neni klinicky doklad
PARP1 inhibice PARP1 Doklad o deficitu Studie faze |
BRCA1
In vitro data, ktera
prokazuji efektivitu u
BRCAI nosicek
Latky olviviujici EGFR | EGFR Overexprese EGFR. | Studie faze II
— monoklonalni Doposud nejsou data
protilatky (cetuximab) o efektivite
nebo malé molekuly
inhibujici tyrozinkinazu
(gefitinib)
Multikinazové inhibitory | EGFR/erbB2 Overexprese EGFR. | Studie faze II
(lapatinib, pertuzumab) Doposud nejsou data
o efektivité.
Inhibitor ckit tyrozin ckit Overexprese ckit. Studie faze 11

kinazy

Doposud nejsou data
o efektivité

Second-messenger
inhibice

Second messengers
(Ras farnesylace,
Raf, MEK, mTOR,
Src, HSP90)

Vysoka proliferace.
Doposud nejsou data
o efektivite.

Studie faze I a Il

BRCA1 — breast cancer gene 1

PARP1 — poly ADP ribozil polymeraza 1
EGFR — receptor pro epidermalni riistovy faktor 1
ckit — povrchovy tyrozin-kinazovy receptor
erbB2 — receptor pro epidermalni ristovy faktor 2 (HER-2/neu)
mTOR — mammalian target of rapamycin
HSP 90 — heat shock protein 90

Ras, Raf, MAPK, MEK kinazova dréha k ptenosu signalii do jadra

(Palacova 2008)
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5.1.3. Prediktivni hodnota HER-2/neu jako markeru rezistence na
tamoxifen

V retrospektivni studii Masarykova onkologického ustavu (MOU) v Brné byla
feSena otazka prediktivnich markerd rezistence na tamoxifen.

Petrakova a kol. (2008) publikovali: Z pacientek klinického stadia I-11l
operovanych pro karcinom prsu na MOU v letech 1998-2000 byly vyhledany piipady
1é¢ené v adjuvanci tamoxifenem po dobu péti let, pfipadné do relapsu onemocnéni.

U téchto 179 ptipadt byla provedena z archivniho parafinového materialu
imunohistochemicka stanoveni estrogenového receptoru alfa (ER), progesteronového
receptoru (PR) a Ki-67. Dale byla vySetiena pomoci FISH amplifikace HER-2/neu a
genu pro cyklin D1.

Z Kklasickych prognostickych parametrti jsSou v jednorozmérné regresni analyze
bezptiznakového preziti vyznamnymi rizikovymi faktory pfitomnost vice nez tii
uzlinovych metastaiz a grade 3. Z biologickych parametri zvySuji riziko relapsu
zejména amplifikace cyklinu D1, amplifikace HER-2/neu a negativita PR.

Ve vicerozmérném regresnim modelu vSak vymizel vyznam negativity PR a
vedle klinického stadia III proti I-1l se uplatnila jen amplifikace cyklinu D1 a
amplifikace HER-2/neu.

Pokud byly pacientky s adjuvantni chemoterapii posuzovany oddélené (n = 77),
zadny z Kklinickopatologickych ani biologickych rizikovych parametri nedosahl
statistické vyznamnosti ani v jednorozmérné analyze. Ve vicerozmérné analyze
pacientek bez adjuvantni chemoterapie (n = 102) se vedle klinického stadia III proti I a
IT uplatnila vyznamné pouze amplifikace HER-2/neu.

Vysledky potvrzuji prioritu klinického stadia jako prediktoru selhani adjuvantni
1é¢by u pacientek s ER pozitivnimi nadory. Jako vyznamné biologické parametry se jevi
amplifikace HER-2/neu a amplifikace cyklinu D1. Jejich prediktivni hodnota vsak
klesa, pokud je pacientkdim podana adjuvantni chemoterapie. Nelze tedy vyloucit, ze
cyklin D1 je spi$ prognostickym, nez prediktivnim faktorem selhani adjuvantni 1é¢by

tamoxifenem (Petrdkova a kol. 2008).

5.1.4. Sérovy HER-2/neu — predikce 1é¢by a korelace s CA15-3 a CEA

Sérovy marker HER-2/neu (S_HER-2/neu) je vhodné sledovat u pacientek

S metastazujici rakovinou prsu. Mnoho studii prokéazalo, Ze vyssi hladiny extracelularni
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domény HER-2/neu v séru mohou byt detekovatelné i u nadort, jenz byly prvotné
stanoveny jako HER-2/neu negativni, vysvétluje se to tim, ze tato produkce je
sekundarni a jejim zdrojem jsou metastazy (Simi¢kova a kol. 2005).

Tito autofi z Masarykova onkologického tstavu v Brné€ se zabyvali stanovenim
sérového HER-2/neu jako prediktivniho markeru odpovédi na 1écbu Herceptinem a jeho
korelaci se sérovymi nadorovymi markery CA15-3 a CEA.

Simickova a kol. (2005): V souboru 28 pacientek s metastazujici rakovinou prsu
byla hodnocena odpovéd’ na 1é¢bu Herceptinem se znamou hladinou sérového HER-
2/neu, ktera byla stanovena pied i po prvnich 3 mésicich terapie:

U 14 pacientek (50 %) doslo k vyrazné odpovédi (kompletni 1é¢ebna
odpoveéd’/CR nebo Easte¢na/PaR), u 4 pacientek pietrvava odpovéd PaR nebo CR vice
nez 11 meésich (rozsah 11-39 mésicll). U 9 pacientek bylo optiméln¢ dosazeno SD
(stabilni onemocnéni), u 4 je SD dosud del§i nez 6 mésict (rozsah 7-14 mésicti). K
progresi doslo u 5 pacientek (17,8 %).

Koncentrace sérového HER-2/neu pied terapii byla zvySena celkem u 57,1 %
(16/28) pacientek. Pfi restagingu (vétSinou po tfech mésicich terapie) byla u pacientek,
u nichz bylo dosazeno CR ¢i PaR jako nejlepsi dosazené odpovédi, koncentrace
sérového HER-2/neu v normé (pod 15 pg/l) u 13 ze 14 pacientek. U skupiny pacientek
s progresi se vSak koncentrace S HER-2/neu ve vSech 5 pfipadech stale pohybovala nad
cut-off hladinou. Tento rozdil byl statisticky vyznamny.

Statistické vyznamnosti se pfiblizovaly rovnéz rozdily v ptedterapeutické
hodnoté sérového HER-2/neu u téchto dvou skupin pacientek, i kdyz i u pacientek s
dosazenou remisi byly nalezeny vyrazné zvysené koncentrace pied zaCatkem terapie
Herceptinem (obr. 7); hodnoty pacientek v progresi byly vyrazné vyssi nez cut-off vzdy.
Pomér poklesu hladin S HER-2/neu nebyl v jejich souboru signifikantni.

Vypovédni hodnota CEA po tiech mésicich sice vykazuje signifikantni rozdil
stfednich hodnot, pfi progresi je vSak median vyssi. Pro CA15-3 nebyly nalezeny ve
dvou skupinach hodnocenych podle odpovédi na terapii Herceptinem signifikantni
rozdily.

Z uvedenych vysledka vyplyva, Zze HER-2/neu, narozdil od CA15-3 a CEA, ma
prediktivni hodnotu pro terapii Herceptinem. V ptipadé pacientek, u kterych po tfech
mésicich 1é¢by neklesnou koncentrace S HER-2/neu pod diskrimina¢ni hodnoty,

nedojde k odpovédi na 16¢bu (Simitkova a kol. 2005).
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Obr. 7 Koncentrace S_HER-2/neu v souboru vySetiovanych pacientek

Koncentrace S_HER-2/neu v pg/l v souboru vySetfovanych pacientek, které dosahly
jako optimalni kompletni 1é¢ebné odpovédi nebo castecné 1écebné odpoveédi —
odpovéd’ = ano, a nebo k odpovédi na 1é¢bu nedoslo — odpovéd = ne. Cas od zacatku
1é¢by je uveden ve dnech, pokud k odpovédi nedoslo je konec 1éEby oznacen Sipkou
(Simigkova a kol. 2005).

V ptipadé dalSich autori (Svoboda a kol. 2008) navazuje na ptedchozi studie
retrospektivni analyza vlastniho souboru pacientek Masarykova onkologického ustavu v
Brng, s cilem identifikovat prognostické faktory pouzitelné v bézné klinické praxi.

Svoboda a kol. (2008): Do souboru bylo zatazeno 112 pacientek, které od dubna
2000 do ledna 2007 zahajily v MOU paliativni protinadorovou terapii s trastuzumabem
pro metastaticky karcinom prsu. Byly sledovany zakladni charakteristiky primarnich
tumort (histologicky typ, exprese estrogenového, progesteronového a HER-2/neu
receptoru, amplifikace HER-2/neu genu), stav pacientek, rozsah onemocnéni, vyvoj
koncentrace sérovych nadorovych markerii [karcinoembryondlni antigen (CEA), CA
15-3, sérova koncentrace extracelularni ¢asti HER-2/neu receptoru (S_HER-2/neu)] a
parametry uc¢innosti 1€cby a pteziti (Iécebnd odpoved’ RR, €as do progrese onemocnéni
TTP, celkové pieziti OS).

U 95 % pacientek byl trastuzumab poddvan v kombinaci s cytostatiky (nejcastéji
taxany — 83 %), 1. a 2. linie 1écby predstavovaly 88,4 % aplikaci. Median TTP byl 284
dnii (9,3 mésice), median OS byl 612 dnti (20,1 mésice), RR 54,5 %. Nejvice odpoveédi
na lécbu bylo v prvni linii 1é¢by a u nadorti s pomérem signald sond HER-2/Ch17 > 2,2

(tedy s amplifikaci HER-2/neu).
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Lécba trastuzumabem byla predéasné ukonéena u 11 pacientek (9,8 % piipadi),
u 7 pacientek (6,2 %) z divodu kardiotoxicity. Metastatické postizeni CNS nastalo u 31
pacientek (27,7 %).

Sérovy nadorovy marker S HER-2/neu byl nejcastéjSim pozitivnim markerem v
dob¢é pred zahajenim 1écby (72,5 %) i pii progresi onemocnéni (55,9 %). Coxova
regresni analyza prokazala nejsilnéjsi prognosticky vyznam ve vztahu k TTP u markeru
S_HER-2/neu, a to jak k jeho hladiné pted zahajenim 1é¢by, tak i v dobé mezi 90 a 130
dnem lécby trastuzumabem. Nejlepsim prediktorem OS byl stav CEA pfed zahajenim
lécby a stav S_HER-2/neu v dobé mezi 90 a 130 dnem 1é¢by. Citovani autofi potvrdili,
ze jedinym prediktivnim markerem odpovédi na 1é¢bu trastuzumabem, ktery je zaroven
absolutnim indika¢nim kritériem, je prikaz HER-2/neu pozitivity tumoru. Stanoveni
sérové koncentrace S_HER-2/neu pied zahajenim 1é€by a monitorace dynamiky tohoto
markeru v prubéhu 1éCby trastuzumabem je nejvyznamnéjSim prognostickym
ukazatelem vyvoje onemocnéni (TTP i OS) a muze tak pfispét k Casnému odhaleni

progrese a k individualizaci ¢asového planu kontrolnich vysetfeni (Svoboda a kol.

2008).

5.1.5. Zavislost exprese HER-2/neu na véku Vv pardubické nemocnici

Na Katedru biologickych a lékafskych véd jsme ziskali vysledky souboru
pacientek z Pardubické krajské nemocnice, které byly imunohistochemicky vySetieny
na pritomnost HER-2/neu v parafinovych tkanovych fezech karcinomii prsu béhem roku
2007. Tyto vysledky jsme se pokusili zanalyzovat vzhledem k v&ku pacientek.

V souboru bylo celkem 109 pacientek riznych vékovych kategorii, z ¢ehoz 76
(69,72 %) méelo skore 0, 15 pacientek (13,76 %) bylo pozitivni na 1+, 7 pacientek (6,42
%) na 2+ a 11 pacientek (10,09 %) na 3+.

Pacientky jsme rozd¢lili podle véku do ¢tyt kategorii: do 45 let (n = 12), do 55
let (n = 30), do 65 let (n = 36) a nad 65 let (n = 31). Vysledky IHC stanoveni HER-
2/neu v jednotlivych vékovych kategoriich shrnuje tabulka 6.
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Tab. 6 Vysledky IHC stanoveni HER-2/neu pacientek z Pardubické nemocnice

skore | Sk. do 45 let | Sk. do 55 let | Sk. do 65 let | Sk. nad 65 let
(n=12) (n=30) (n=36) (n=31)

0 9(75%) | 19 (63,33 %) | 24 (66,66 %) | 24 (77,42 %)

1+ 3(25%) | 7(23,33 %) | 4(11,11%) | 1(3,23%)

2+ 0 1(333%) | 4(11,11%) | 2(6,45%)

3+ 0 3 (10 %) 4(11,11%) | 4 (12,90 %)

Ve vSech kategoriich pievazuje HER-2/neu negativita (0, 1+), skére 2+ jsme
detailn€ji neanalyzovali, protoze jsme neméli k dispozici vysledky amplifikace HER-
2/neu pomoci FISH. HER-2/neu pozitivita (skore 3+) byla zaznamenana ve tfech
skupinach (do 55, do 65 a nad 65 let), pozorovali jsme vzestupnou tendenci nadmérné

exprese HER-2/neu u starsich pacientek.

Nasledné jsme ve skupiné (n = 56) starSich pacientek (nad 55 let) porovnavali
expresi HER-2/neu a expresi hormonalnich receptort (HR).

Ze 7 pozitivnich ptipada (12,5 %) na HER-2/neu (3+) byla pouze v jednom
zaznamenéna slaba pozitivita ER (2 % pozitivnich bungk). Ctyfi pacientky (7,14%)
mély hrani¢ni pozitivitu HER-2/neu (2+), z kterych dvé pacientky byly ER(+)/PR(+),
jedna ER(slabé +)/PR(-) a jedna ER(-)/PR(slabé +). Celkem 39 pacientek (69,65 %)
vykazovalo pozitivitu HR a negativitu HER-2/neu [5,36 % PR(+); 8,93 % ER(+); 55,36
% ER(+)/PR(+)]. Zbyvajicich 6 pacientek (10,71 %) bylo triple negative. Ptehled

vysledku uvadime v nasledujicich grafech.
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5.2. ZAHRANICNI ABSTRAKTOVA LITERATURA

5.2.1. Korelace stavu HER-2/neu s ER a PR

Ve studii z roku 2005 Lal a kol. zkoumali inverzni vztahy (nepfimou zavislost)
mezi HER-2/neu receptory a estrogenovymi (ER) a progesteronovymi (PR) receptory a
korelovali stav HER-2/neu s histologickymi rysy u 3655 neselektovanych invazivnich
karcinomu prsu. Pro ER, PR a HER-2/neu byla pouzita imunohistochemicka analyza,
vysetieni HER-2/neu bylo navic doplnéno o FISH.

Exprese ER a PR byla signifikantné snizena v HER-2/neu(+) nadorech ve
srovnani s HER-2/neu(-) nadory (ER, 49.1 % vs 78.17 %; PR, 24.3 % vs 53.13 %).
Dokonce mezi HER-2/neu(+) nadory byl pomér ER nebo PR exprese v nadorech
vykazujicich vysoce maligni histologicky stupeni signifikantn€ sniZen ve srovnéni se
sttednim stupném nadort.

Vysetteni HER-2/neu bylo pozitivni u 10,87 % duktalnich karcinomti grade 2 a
27,84 % grade 3 a negativni byly vSechny duktalni karcinomy grade 1. Nadmérna
exprese nebo amplifikace HER-2/neu byla v zasadé omezena na grade 2 a 3 duktalnich
karcinomt a inverzn¢ korelovala s expresi ER nebo PR. Ackoliv exprese ER nebo PR je
v HER-2/neu(+) nadorech snizena, jejich znac¢na Cast stale exprimuje ER nebo PR (Lal
a kol. 2005).

Konecny a kol. (2003) studovali kvantitativni spojeni mezi HER-2/neu a
steroidnimi hormonalnimi receptory v primarni rakoviné prsu pozitivni na hormonalni
receptory (HR). HER-2/neu pozitivni nadory jsou ¢asto rezistentni k hormonalni terapii.
Navzdory vseobecnému inverznimu spojeni mezi amplifikaci nebo nadmérnou expresi
HER-2/neu a ER nebo expresi PR, je ¢ast pacientek jak HER-2/neu tak HR pozitivni.

Klep$imu pochopeni vztahi mezi pozitivitou HER-2/neu a expresi HR
Konecny a kol. (2003) analyzovali HER-2/neu, ER a PR jednak jako posloupnost
proménnych v bunéénych liniich rakoviny prsu, a jednak ve dvou statistickych
skupinach pacientek s primarni rakovinou prsu. Pro studii klinické populace byly
hladiny HER-2/neu proteinu stanovovany pomoci ELISA (skupina A, n = 665) a pocet
genovych kopii HER-2/neu byl stanovovan pomoci DNA fluorescen¢ni in situ
hybridizace (skupina B, n = 894). Exprese ER a PR byla analyzovana pomoci EIA

(skupina A) nebo radioligandovou metodou (skupina B).
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HR-pozitivni bunécné linie (rakoviny prsu), modifikované pomoci genového
inzenyrstvi — transfekci genem HER-2/neu, exprimovaly statisticky vyznamné nizsi
hladiny ER a PR nez ptivodni linie.

V klinickych skupinach hladiny nadmérné exprese a genové amplifikace HER-
2/neu inverzné korelovaly s hladinami ER a PR. U pacientek s HR-pozitivnimi nadory
mély HER-2/neu pozitivni nadory statisticky vyznamné niz$i hladiny ER a PR nez
pacientky HER-2/neu negativni (Skupina A: pro ER, median = 25 fmol/mg versus
median = 38.5 fmol/mg; pro PR, median = 35 fmol/mg versus median = 88.5 fmol/mg.
Skupina B: pro ER, median = 44 fmol/mg versus median = 92 fmol/mg; pro PR,
median = 36 fmol/mg versus median = 84 fmol/mg). Pacientky s vyssimi hladinami
nadmérné exprese HER-2/neu nebo amplifikace mély statisticky vyznamné nizsi
hladiny ER a PR neZ pacientky sniz§imi hladinami nadmérné exprese nebo
amplifikace HER-2/neu.

Protoze absolutni hladiny HR jsou siln€ spojené s reakci na hormonalni terapii u
primdrni a pokrocilé rakoviny prsu, snizeni exprese ER a PR mulze byt jednim
mechanizmem K objasnéni  relativni rezistence HER-2/neu(+)/HR(+) nadort

k hormonalni terapii (Konecny a kol. 2003).

5.2.2. Naruast stavu exprese/amplifikace HER-2/neu zvySenou

malignizaci

5.2.2.1. Vznik exprese/amplifikace HER-2/neu de novo

V mnoha ptedchozich studiich byly primarni naddory srovnavany s metastazami
v regionalnich miznich uzlinach, které byly pfitomny ve stejném cCase jako primarni
nador (nikoliv pooperacné vzniklé metastazy), a proto se predpokladalo, ze stav HER-
2/neu zustava stejny (Regitnig a kol. 2004).

Regitnig a kol. (2004) analyzovali stav HER-2/neu imunohistochemicky a
pomoci FISH u 31 karcinomi prsu a vV témze Case se vyskytujicich metastaz do miznich
uzlin a vzdalenych metastaz: Ve 14 ptipadech bylo nasledné vysetieno sérum na HER-
2/neu — Bayer Immuno 1 HER-2/neu analyzou. Imunohistochemické srovnani HER-

2/neu primarnich nadort a vzdalenych metastaz bylo hodnoceno piipad od piipadu.
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Byla zjisténa zvySena exprese HER-2/neu u vzdalenych metastdz v porovnani
S primarnimi nadory — a to v 15 piipadech (48,4 %). Tii (9,7 %) z nich vykazovaly
zvyseni skore z 0 na 3+. Naopak metastdzy v mizni uzliné¢ vykazovaly stejnou expresi
HER-2/neu jako primarni nadory, coz bylo potvrzeno pomoci FISH. Dva pfipady, které
vykazovaly skéore HER-2/neu 3+ a amplifikaci HER-2/neu v primarnich nadorech
odhalily v prvnim méfeni hladiny sérového HER-2 nad 50 ng/ml. P&t ze ¢trnacti piipadt
(36 %) ukazalo zvyseni sérového HER-2 nad 50 ng/ml, coz sméfuje ke smrti pacientek.

Tato studie pfinasi dukaz, ze existuje podskupina karcinomi prsu, kde se HER-
2/neu nadmérna exprese a amplifikace vyskytuje de novo v distalnich metastazach

V pozdnim stadiu nemoci (Regitnig a kol. 2004).

Ve studii o dva roky star$i byla detekovana amplifikace genu HER-2/neu
pomoci FISH v karcinomech prsu nadmémé exprimujicich HER-2/neu a
neexprimujicich HER-2/neu a v jejich synchronnich benignich, premalignich a
metastatickych 1ézich a piinasi dikaz o tom, ze amplifikace HER-2/neu se muze
vyvinout de novo Vv kterémkoliv stadiu nemoci, ale jevi se byt zapojena hlavné do
iniciace vzniku rakoviny prsu (Xu a kol. 2002).

Xu a kol. (2002) posuzovali 26 pacientek s nadmérnou expresi HER-2/neu
v invazivnich duktalnich karcinomech (IDC) a se spolecné se vyskytujicimi lézemi
duktalni hyperplazie (DH) nebo lézemi atypické duktalni hyperplazie (ADH) nebo se
spolecné se vyskytujicim duktalnim karcinomem in situ (DCIS) v okoli invazivniho
tumoru stejné tak jako s metastazujicim karcinomem v axilarnich miznich uzlinach.

V primérnich karcinomech se vyskytoval tésny vztah mezi nadmérnou expresi
(detekce IHC) a amplifikaci pomoci FISH (85 % shoda). U téchto pacientek byla
demonstrovana amplifikace HER-2/neu u 7 ze 13 ptipadi s ADH a u 21 z 22 piipadi
s DCIS. Amplifikace se nevyskytovala u DH nebo v normalnim duktalnim epitelu. U
vSech 12 pacientek s pozitivnimi soucasné se vyskytujicimi metastazami v axilarnich
miznich uzlindch byla vyznamné shodna amplifikace HER-2/neu Vv primarnim a
metastazujicim karcinomu. Amplifikace byla shodnd v multifokalnich metastazach
navzdory morfologické heterogenité¢ u nékterych pacientek. Amplifikaéni poméry se
zvySovaly od ADH kDCIS a kinvazivnimu karcinomu, ale nebyl zde rozdil
v amplifikaénich pomérech mezi primarnimi karcinomy a soucasné s primarnim

nadorem se vyskytujicimi axilarnimi metastazami.
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Také zde byla zhodnocena amplifikace HER-2/neu u 21 pacientek bez nadmérné
exprese HER-2/neu v primarnich karcinomech. Tti vykazovaly amplifikaci jak
V primarnich, tak v metastatickych 1ézich s nizkym amplifikatnim pomérem (asi 2).
Jedna pacientka méla amplifikaci v primarnim tumoru, ale neméla ji v axilarnich
metastdzach. Dvé pacientky vykazovaly nepatrnou amplifikaci v metastazujicim

karcinomu (poméry 1,6 a 2), ale ne v primarnich karcinomech (Xu a kol 2002).

5.2.2.2. Rozdily exprese HER-2/neu, ER, PR mezi podtypy IDC a DCIS

Prosty duktalni karcinom in situ (DCIS) prsu miize byt rozdélen do tii subtypt
(luminalni, bazalné/kmenovy a nerozliSeny ,,nulovy”) zalozenych na expresi péti
cytokeratinovych markerti (CK): CK5/6, CK14, CK17 (kmenovy/bazélni), a CKS,
CK18 (luminalni). Rozdéleni CK subtypil je spojeno s jadernym stupném a rozdilnou
expresi ER-alfa, PR, HER-2/neu a EGFR (Steinman a kol. 2007).

Vsechny tii plvodni (matefské) bunéné subtypy — lumindlni, bazdlni a
nerozliseny (luminal, basal/stem, null) mohou exprimovat ER-alfa a PR a jejich exprese
je vyssi u nizkého stupné DCIS nez u vysokého stupné DCIS. Exprese HER-2/neu je
spojena s luminalnim typem pouze u nizkého stupné DCIS, ale mize se nachazet u
vSech tii subtypti vysokého stupné DCIS, exprese EGFR je nizka a je pfitomna pouze
V luminalnich bunkach jak vysokého, tak nizkého stupné DCIS. Charakteristiky exprese
ER-alfa, PR, HER-2/neu a EGFR jsou zna¢né rozdilné v rozdilnych podtypech
matefskych naddorovych bunék u DCIS (Tang a kol. 2006).

Autori, kteti dosli k zavérum v pfedchozim odstavci, se dale podileli na dalsi
studii, ve které zkoumali typy exprese CK markert, ER-alfa, PR, HER-2/neu a EGFR
imunohistochemickou analyzou 99 piipadi prostétho DCIS a 96 piipadi DCIS s ko-
existujicim invazivnim duktalnim karcinomem (DCIS/IDC).

Steinman a kol. (2007) uvadi, ze mezi pokro¢ilym stupném DCIS a DCIS/IDC
jako hypotetického mezistupné jsou rozdilné typy exprese pro ER-alfa, PR a EGFR
odpovidajici CK subtyptim. Z toho lze usuzovat, ze pfinejmensim nektery prosty DCIS
je molekularné odlisny od DCIS/IDC. Ve vétSing ptipada je mezi DCIS a ko-existujicim
IDC vysoky stupent ko-exprese markert, naznacujici, ze DCIS je ¢asto prekurzorova

1éze pro ko-existujici IDC.
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Pomér nesouhlasné exprese téchto markerti je nizky a je castéji spojen
S pokrocilym stupném karcinomu, z ¢ehoz Ize usuzovat, ze zde miize byt pfitomna jina
signalni draha. Existuji vyznamné rozdily v expresi téchto molekularnich markertt mezi
pokrocilym stupném karcinomu a pocate¢nim stupném karcinomu. Tim je podporovano
stanovisko, ze vysoky (histologicky) stupeil a nizky stupen karcinomu prsu jsou odlisné

jednotky (Steinman a kol. 2007).

Ve studii Husseina a kol. (2008) byla testovana hypotéza, ze progrese duktalniho
karcinomu in situ k invazivnimu duktalnimu karcinomu je spojena se zménou exprese
ER, PR a HER-2/neu.

Byly vysetfeny vzorky ze sta mastektomii, vSechny vzorky obsahovaly bud’
duktalni karcinom in situ (DCIS), nebo invazivni duktalni karcinomy (IDC) nebo
nespecifikované karcinomy. Stav ER, PR a HER-2/neu byl zkoumén pomoci
imunohistochemie. Exprese ER a PR byla zaznamenana jako skore — primérna hodnota
pozitivné obarvenych bunék (0, 1+, 2+, 3+).

Autofi nalezli rozdily mezi DCIS a IDC se statisticky vyznamnym sniZenim
pramérnych hodnot pozitivné barvenych bunék na ER a PR v pokro¢ilém histologickém
stupni malignizace (grade 3) IDC. Invazivni karcinomy s metastazami v lymfatickych
uzlinach nebo lymfovaskuldrni invazi nebo obojim mély niz$i primérné hodnoty
pozitivity barvenych bun¢k na ER a PR ve srovnani s témi, které byly bez téchto ryst
(metastazy + lymfovaskularni invaze).

U IDC (grade 3), hodnoty exprese HER-2/neu byly statisticky vyznamné vyssi
ve srovnani s DCIS. Navic, hodnoty exprese HER-2/neu byly statisticky vyznamné
vy$si u IDC s metastazami lymfatickych uzlin nebo lymfovaskuldrni invazi nez u téch
IDC, které nemély tyto rysy.

Statisticky vyznamné vysoky primér pozitivity barvenych bun¢k na ER a PR
byl pozorovan u Zen po menopauze ve srovnani s Zenami pred menopauzou. Naopak,
vysoka exprese HER-2/neu byla pozorovana pouze u Zen pfed menopauzou. Vyznamna
pozitivni korelace byla pozorovana mezi expresi ER a PR. Nizky stupenn nepiimé
zavislosti byl nalezen mezi ER(+)/PR(+) nadory a expresi HER-2/neu.

Tyto objevy zdivodnuji ndzor, ze progrese rakoviny prsu je Casto spojena se

zménami exprese ER, PR a HER-2/neu (Hussein a kol. 2008).
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Lebeau a kol. (2003) se, kromé¢ EGFR a HER-2/neu, zabyvali cyklinem D1 a
proteiny p21 a p53 v korelaci s bunéénou proliferaci a stavem hormonalnich receptorti u
DCIS.

Zvysena prolifera¢ni aktivita byla pozorovana u 46 % DCIS. To korelovalo
s expresi EGFR a HER-2/neu, ale ne s nadmérnou expresi cyklinu D1 a p21 a také ne
s akumulaci p53. HER-2/neu pozitivita byla spojena s nadmérnou expresi p21. Autofi
nalezli korelaci mezi nadmérnou expresi p21 a cyklinu D1 omezenou na piipady
s pozitivitou HER-2/neu. HER-2/neu negativni tumory se zvySenou prolifera¢ni
aktivitou byly pozitivni na ER a cyklin D1. Protein p21 se zdd byt potencidlnim
mediatorem v HER-2/neu signalizaci. Je mozné, ze cyklin D1 muze byt nepiimo
indukovan HER-2/neu signalizaci pies p21. Kromé toho, ER zprostiedkovana regulace
smérem k nadmérné tvorbé cyklinu D1 se zdd byt mozny mechanizmus udrzujici
bunécnou proliferaci u DCIS v ptipadé EGFR a HER-2/neu negativity (Lebeau a kol.
2003).

5.2.3. Extracelularni doména HER-2/neu

Extracelularni doména (ECD) HER-2/neu receptoru je vhodna jako marker
HER-2/neu pozitivni rakoviny prsu. V nasledujici studii Garoufaliho a kol. (2008) byly
hladiny ECD HER-2/neu srovnavany se standardnimi klinickymi a patologickymi
prognostickymi faktory. U 248 pacientek (116 s ¢asnou nebo lokalizovanou rakovinou
prsu, 116 s pokrocilou nebo metastazujici rakovinou prsu a 16 S benigni mastopatii)
byly méteny hladiny ECD HER-2/neu v séru. U 116 pacientek s pokroc¢ilym stadiem
nemoci byl také stav HER-2/neu zjistovan pomoci imunohistochemie (IHC). Primérné
hodnoty ECD HER-2/neu v séru byly 19,62 ng/ml.

Primérné hodnoty u benigni mastopatie byly 9,04 ng/ml, u casného stadia
nemoci byly hodnoty 9,40 ng/ml a u pokro¢ilého stadia nemoci 34,50 ng/ml. Bylo
pozorovano, ze neni rozdil mezi benigni mastopatii a Casnym stddiem rakoviny prsu,
zatimco byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezi ¢asnym a pokrocilym
staddiem rakoviny prsu.

Kromé toho u pacientek s pokrocilym stadiem nemoci byla zaznamenana
signifikantni pfima zavislost mezi ECD HER-2/neu a HER-2/neu zjistovaného

pomoci IHC, stupném nemoci a urovni II postizeni axilarnich uzlin pravé tak jako
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vyznamna nepiima zavislost s estrogenovymi receptory a progesteronovymi receptory

(Garoufali a kol. 2008).

Na hodnoceni sérové extracelularni domény ECD HER-2/neu u pacientek
s Casnym stadiem rakoviny prsu a korelaci s klinickopatologickymi parametry a
ptezitim se zamé&fili autofi v dalsi studii.

Ludovini a kol. (2008) uvadi: Tato prospektivni studie zahrnovala pacientky se
stadiem I-111 rakoviny prsu. Od 5/2000 do 7/2005 bylo do této studie postupné zahrnuto
256 pacientek s rakovinou prsu stadia I-11l. Vysoké hladiny ECD HER-2/neu v séru (>
nebo = 15 ng/ml) byly zjistény u 23 pacientek (9.0 %) a stav HER-2/neu pozitivity
nadorové tkané byl pozorovan u 42 pacientek (16.4 %) se shodou z 87.1 %.

Vysoké hladiny ECD HER-2/neu byly statisticky vyznamné spojeny s vysokym
histologickym stupném, stadiem Ill, postizenim lymfatickych uzlin a negativitou jak
ER, tak PR. Ve vicerozmérné analyze byly vysoké hladiny ECD HER-2/neu v séru
vyznamnym nezavislym prognostickym faktorem horSiho pieziti bez opé&tovného
vyskytu nemoci. Statisticky vyznamné spojeni bylo pozorovano mezi vysokymi
hladinami sérové ECD HER-2/neu a hor§im pfezitim bez opétovného vyskytu nemoci u

pacientek s casnym stadiem rakoviny prsu (Ludovini a kol. 2008).

Cilem studie Fehma a kol. (2007) bylo ur¢it stav HER-2/neu v séru a
korespondujicich cirkulujicich nadorovych bunék u pacientek s metastazujici rakovinou
prsu, jejichz primarni nador byl HER-2/neu negativni nebo stav HER-2/neu byl
neznamy. Stanoveni HER-2/neu v séru nebo hodnoceni stavu HER-2/neu v cirkulujicich
nadorovych buiikdch miize byt klinicky dulezité, protoZze metastazujici tkan mize byt
pro analyzu ziskana obtizné z diivodu jeji neptistupné lokalizace.

Shoda mezi stavem HER-2/neu zjisténym v cirkulujicich nadorovych burnkach a
nebo zjisténym v séru byla 71 %. Ackoliv byl studovan pouze maly pocet pacientek,
pozorovani je klinicky vyznamné, protoze v dob¢ studie tyto pacientky nemély piistup
k 1écbeé cilené na HER-2/neu (pfestoze je u nich nebezpeci, ze se genetickd povaha
nadoru v pooperacni dobé mohla zménit neznamym smérem, pro jehoz diagnozu diive

neexistovaly metody) (Fehm a kol. 2007).
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5.2.4. Prognosticka a prediktivni hodnota tkanového HER-2/neu

Ve studii Changa a kol. (1999) byly analyzovany ER, PR, HER-2/neu, p53,
BCL2, Ki67, S faze, velikost nadoru, postizeni uzlin a ploidita. Vysledky ukazaly, ze
nedostatek ER, PR a nemoznost dosdhnout dobré klinické odpovédi byly spojeny
s vyznamné zvétSenym rizikem recidivy. Totéz bylo spojeno se zvétSenym rizikem
smrti. Na dobrou klinickou odpovéd’ ukazovaly exprese ER, neptitomnost HER-2/neu a
snizeni Ki67. Ztoho vyplyva, ze molekuldrni markery mohou byt uzivany pro
piredpovéd’ dosazeni dobré klinické odpovédi, ktera se zdd byt platnym nédhradnim

markerem pro preziti.

Konkrétné prognostickou a predikéni hodnotou exprese HER-2/neu se zabyval
Sjogren a kol. (1998): Nadmérna exprese proteinu HER-2/neu byla zjisténa u 19 %
nadori a byla spojena s krat§im pteZitim pfi pétiletém sledovacim obdobi (rozuméno
s menSim % piezivSich) ve srovnani s HER-2/neu negativnimi piipady. V porovnani
vztazeném k celkovém poctu pacientek piezilo 58 % u HER-2/neu(+) respektive 77 % u
HER-2/neu(-) a v ptipadé 96 pacientek s pozitivnim postizenim uzlin piezilo 31 % u
HER-2/neu(+) respektive 61 % u HER-2/neu(-). Ale pii posuzovani pacientek
S negativnim postizenim uzlin nebylo zjisténo kratsi preziti u téch, které mély zaroven
nadmérnou expresi HER-2/neu. U 47 pacientek pozitivnich na postizeni uzlin 1é¢enych
adjuvantn¢ tamoxifenem a radioterapii bylo pétileté celkové preziti 13 % pro HER-
2/neu pozitivni a 75 % pro HER-2/neu negativni pacientky.

Prognosticka hodnota HER-2/neu z hlediska celkového pteziti byla nezavisla na
véku, postizeni uzlin, velikosti nadoru, na histopatologickém gradingu, stavu
hormonalnich receptorti, S fazi, stavu p53 a adjuvantni 1écbeé.

Nadmérna exprese proteinu HER-2/neu mliZze mit predikéni hodnotu se vztahem
k adjuvantni 1é¢bé u pacientek s pozitivnim postizenim uzlin, pro které je adjuvantni
tamoxifen a radioterapie nedostateCnd. Kombinace tradi¢nich a nové¢jSich nadorovych
markerl muze rozpoznat pacientky shor$i progndézou mezi pacientkami s celkové

dobrou prognozou (Sjogren a kol. 1998).
Ackoli pacientky s rakovinou prsu snizkym stupném nadoru a negativnimi

uzlinami patfi do velmi dobré prognostické skupiny, tak vysledek stanoveni HER-2/neu

pozitivity vyznamné¢ ovlivituje preziti v této skuping. Vysledky retrospektivni analyzy
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zajist'uji podporu pro uziti trastuzumabu v adjuvantni terapii I U téchto pacientek, které

jsou typicky klasifikovany jako majici velmi dobrou prognézu (Tovey a kol. 2009).

4 T 4

5.2.5. Nadorové charakteristiky pred a po neoadjuvantni 1écbé

Uziti neodjuvantni chemoterapie piednostné pied chirurgickou resekci u
rakoviny prsu se jiz neomezuje na pacientky s lokaln¢ pokrocilou nemoci. Tim, jak se
predoperacni 1é¢ba stava obvyklejsi, vznika otazka, zda takova terapie méni dilezité
nadorové charakteristiky (Adams a kol. 2008).

Cilem studie Adamse a kol. (2008) bylo porovnat histologicky stupen,
hormonalni receptorovy stav a expresi HER-2/neu pied a po terapii pacientek piijatych
na predoperacni neoadjuvantni chemoterapii (z klicovych slov se domnivame, ze $lo o
taxanovou 1é¢bu). Byl identifikovan stav 40 pacientek po neoadjuvantni 1é¢bé, u kterych
byl k dispozici archivovany patologicky material pfed a po terapii. Histologické
preparaty byly posouzeny retrospektivné, nadorovy histologicky stupen, hormonalni
receptorovy stav a exprese HER-2/neu byly porovnany mezi vzorky pted a po terapii.

Nebyly zjistény zadné statisticky vyznamné histologické rozdily mezi vzorky
pted a po uvedené neoadjuvantni 1é€bé pro dva ze tii parametrl, které dohromady tvoii
modifikovany Bloom-Richardsontv stupenn zahrnujici stupen tvorby tubuld a jaderny
pleomorfismus. Bylo pozorovano snizeni skore pro mitotickou aktivitu mezi vzorky
pfed a po terapii, coz bylo statisticky vyznamné. Nicméng, nebyl nalezen statisticky
vyznamny rozdil v celkovém modifikovaném Bloom-Richardsonové stupni.

U 26 pacientek (65 %) byla kdispozici informace, co se tyce stavu
hormonalnich receptori a HER-2/neu. V piipadé stavu hormonalnich receptord nebyl
zadny vyznamny rozdil mezi vzorky pfed a po terapii. Nicméng&, bylo zde vice pacientek
s nadmérnou expresi HER-2/neu po pfijeti neoadjuvantni terapie. Neoadjuvantni terapie
vedla k vyznamnému sniZeni poctu mitéz a ke zvySeni podilu pacientek s nadmérnou
expresi HER-2/neu. Nebyly zaznamenany Zadné vyznamné zmény pro stupenn tvorby
tubul,, jaderny pleomorfismus, celkovy Bloom-Richardsonliv stupen a stav
hormonalnich receptori. Nicméné omezenim pro tyto vysledky mtze byt maly objem

vzorku (Adams a kol. 2008).

Karcinomy prsu ER negativni spiSe dosahnou patologické kompletni odpovéedi

na neoadjuvantni chemoterapii ve srovnani s ER pozitivnimi nadory. ER pozitivni
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nadory vykazuji nizkou proliferaci a ER negativni karcinomy vysokou proliferaci
(Jones a kol. 2009).

Jones a kol. (2009) analyzovali do jaké miry koreluje leps$i odpovéd ER
negativnich karcinomu S proliferacnim stupném. Retrospektivni analyza prospektivné
udrzované databaze identifikovala 175 pacientek 1é¢enych neoadjuvantni chemoterapii,
u nichz byla k dispozici tkan pro analyzu Ki-67.

Pfi jednorozmérné analyze byly statisticky vyznamné spojeny piedbézna terapie,
Ki-67, ER status, HER-2/neu status a grade s patologickou kompletni odpovédi. Ve
vicerozmérném modelu byl pouze HER-2/neu vyznamny ukazatel patologické
kompletni odpovédi.

Bylo ukazano, Ze neni vyznamny vztah mezi piedbéznou terapii, Ki-67 a
pfezitim bez nemoci a celkovym prezitim. Ki-67 neni nezéavisly ukazatel klinické
kompletni odpovédi nebo patologické kompletni odpovédi. Aspekty stavu ER kromé
jeho inverzniho vztahu s proliferaci mohou pfispét k jeho prediktivni hodnoté pro

patologickou kompletni odpovéd’ (Jones a kol. 2009).

Uzitim vicerozmérnych analyz byl zkouman Desmedtem a kol. (2009) vztah
mezi kvantitativnimi méfenimi exprese HER-2/neu nebo poméru HER-2/neu ku
dimerizovanému HER-2/neu a objektivni odpovédi. Jako kritéria zhodnoceni odpovédi
byla zvolena doba do progrese a pieziti po 1écbé trastuzumabem ve skupiné pacientek
S metastazujici rakovinou prsu, které byly primarné vybrany pro 1écbu pomoci FISH.

Vysoké hladiny exprese HER-2/neu nebo poméru HER-2/neu ku
dimerizovanému HER-2/neu korelovaly s dlouhym piezitim po 1é¢bé trastuzumabem
Vv populaci pacientek, které byly bud’ FISH pozitivni (90 %), nebo IHC s vysledkem na
3+ (10 %).

Ale v ptipadé, Ze nebyl podavan trastuzumab samotny — nybrZ v kombinaci s
cytostatiky — potom naopak u pacientek s vysokymi hladinami exprese HER-2/neu nebo
s vys§imi hladinami dimérdt HER-2:HER-2 se zdélo, Ze ziskaly jiz jen maly prospech
z pridani chemoterapie k trastuzumabu, zatimco ty s nizkymi hladinami (HER-2/neu
nebo dimeri HER-2:HER-2) prospivaly statisticky vyznamné (diky chemoterapii
pfidané k trastuzumabu).

Tato data naznacuji, ze dalsi kvantitativni nebo funkéni méfeni stavu HER-2/neu
muze umoznit rozvoj (individudlné pro kazdou podskupinu pacientek) ptfizpiisobenych

1éCebnych strategii pro pacientky s metastazujici rakovinou prsu (Desmedt a kol. 2009).
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5.2.6. Moznosti budouciho Kklinického rozvoje
5.2.6.1. Zajimavosti z hlediska diagnostiky

5.2.6.1.1. Genomovy profil HER-2/neu pozitivnich karcinomi, vliv ER

Profilovaci studie exprese naznacovaly, ze karcinomy prsu s amplifikaci HER-
2/neu tvoii heterogenni skupinu, ktera mize byt podrozdélena podle stavu ER. Jedna se
jednak o ER pozitivni karcinomy prsu s amplifikaci HER-2/neu, které patii do luminalni
B skupiny, a jednak o ER negativni karcinomy s amplifikaci HER-2/neu, které tvoii
odlisnou molekularni podskupinu, znamou jako erbB2 nebo HER-2/neu podskupina. ER
negativni karcinomy prsu se znac¢né lisi od ER pozitivnich v charakteru, typu a slozitosti
genetickych aberaci (Marchio a kol. 2008).

Tito autofi porovnali genomové profily ER pozitivnich a ER negativnich
karcinomu s amplifikaci HER-2/neu uzitim aCGH (array komparativni genomova
hybridizace). Validace rozdiln¢ amplifikovanych oblasti byla provedena v nezavislych
sériich 70 karcinomt prsu amplifikujicich HER-2/neu. Ackoli karcinomy amplifikujici
HER-2/neu mély napadné komplexni charakteristiky (seskupeni) molekulovych
genetickych aberaci, ER pozitivni a ER negativni karcinomy prsu amplifikujici HER-
2/neu sdilely molekulové genetické rysy definované pomoci aCGH.

Exaktni analyza pomoci Fisherova ,,genome-wide* testu (Genome-wide Fisher's
exact test analyza) odhalila, ze méné nez 1,5 % genomu bylo vyznamné odlisné ziskano
nebo ztraceno u ER pozitivnich proti ER negativnim karcinomim s amplifikaci HER-
2/neu. Nicméné dvé oblasti amplifikace byly statisticky vyznamné spojeny s ER
pozitivnimi karcinomy, jedna z nich lokalizovana do chromozomalni oblasti 17q21.2 a
zahrnovala GJC1, IGFBP4, TNS4 a TOP2A. Kromé toho CISH (chromogenni in situ
hybridizace) analyza z nezavislych valida¢nich sérii potvrdila spojeni mezi stavem ER a
amplifikaci TOP2A. Ackoli stav HR neudava celkovy geneticky profil karcinomil prsu
amplifikujicich HER-2/neu, pro podskupiny HER-2/neu karcinomid prsu mohou byt

specifické genové aberace charakteristické (Marchio a kol. 2008).

5.2.6.1.2. Stanoveni fosforylace HER-2/neu v tyrozinu 1221/1222

Stanoveni fosforylace HER-2/neu v tyrozinu 1221/1222 zlepSuje piedpovéd
nepiiznivého preziti pro pacientky s rakovinou prsu s nadory pozitivnimi na hormonalni

receptory (Frogne a kol. 2009). V této studii Frogne a kol. (2009) zkoumali vyznam
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aktivni HER signalizace v biopsii nadoru prsu a parovych metastdzach hodnocenim
exprese fosforylace HER1, HER2, HER3, Erk, Akt a celkové hladiny HER4 a HER2.

IHC analyza byla provedena u 268 primarnich nadora prsu a u 30 parovych
metastatickych 1ézi  Zen po menopauze s nadory prsu pozitivnimi na hormonalni
receptory, které uzivaly tamoxifen v adjuvantni terapii. Urovné exprese sledovaného
proteinu byly analyzovany na koexpresi, korelaci s klinickopatologickymi parametry a
pro prognostickou hodnotu ve vztahu k pieziti bez navratu nemoci a celkovému pieziti.
Na zavér byl zhodnocen rozdil mezi hladinami proteinu v primarnim nadoru versus v
metastazach.

V primarnich nadorech 8 %, 18 %, 14 % a 15 % z vySetfovanych ptipadi bylo
uréeno jako pozitivni na expresi celkového HER2, pHERI1 (fosforylovany HER1),
pHER2 a pHER3 (ve stejném poiadi). HER4 byl exprimovan s vysokou intenzitou u 68
% pripadd a s mirnou intenzitou u 29 % piipadi. Aktivované formy Akt a Erk byly
zcela uniformné exprimovany v kategoriich negativni, mirnd nebo vyrazna.

V jednorozmérné analyze exprese celkového HER2, pHER1, pHER2 a pHERS
byla vyznamné spojena s nepiiznivou dobou pieziti bez navratu nemoci. Vyrazna
exprese HER4 byla spojena s prodlouzenym piezitim bez opétovného vyskytu nemoci
pravé tak jako s celkovym prezitim. Exprese pAkt a pErk nekorelovala s prezitim.

Ve vicerozmérné analyze byla exprese pHER2 zjevné nezdvisly marker pro
nepiiznivé pieziti bez opétovného vyskytu nemoci a celkové preziti, kdy se testovala
velikost nadoru, stupen, stav uzlin a HER2. Na zavér byla srovnavana exprese HER
receptoru Vv metastazujicich versus v primarnich nadorech, ktera ukdzala vyznamné
zvyseni exprese pHER1 a pHER3 v metastazach.

V karcinomech  prsu  pozitivnich na  hormondlni receptory urceni
fosforylovaného HER2 pfinasi dal$i prognostickou informaci o neptiznivé prognoze ve
srovnani s aktualnim klinickym standardem pro méteni HER-2/neu (Frogne a kol.
2009).

5.2.6.2. Zajimavosti z hlediska 1écby

5.2.6.2.1. Propeptid lysyl oxidazy

Novou cestou 1é¢by rakoviny prsu fizené HER-2/neu ptedstavuje propeptid lysyl

oxidazy, jenz inhibuje signaliza¢ni kaskadu, indukovanou HER-2/neu, ktera podporuje
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invazivngjsi fenotyp. Bylo zjisténo, Ze exprese genu lysyl oxidazy inhibuje
transformacni aktivitu ras onkogenu v NIH 3T3 fibroblastech, a proto byl pojmenovan
ras recision gen (rrg). Min a kol. (2007) jako prvni ukazuje, Ze propeptid lysyl oxidazy
inhibuje transformaci bunck rakoviny prsu fizenych HER-2/neu, coz je protismérny

aktivator Ras.

5.2.6.2.2. Vakcina E75

E75 je imunogenni peptid z HER-2/neu proteinu, ktery je nadmérné exprimovan
u mnoha pacientek srakovinou prsu. Autoii Peoples a kol. (2008) spojili dva —
navzdjem se prekryvajici — fizené klinické experimenty lé€by pomoci E75 vakciny
k prevenci rekurence u pacientek srakovinou prsu s pozitivnimi uzlinami a
S negativnimi uzlinami.

Peptid E75 a granulocyty a makrofagy stimulujici faktor byl podan
intradermdlné jiz diive 1écenym pacientkdm, které byly v doty¢ném obdobi bez nemoci
— jednak tém — s pozitivnimi uzlinami — a to Vv klinické studii na zvySovani davek; a
kromé¢ toho — byl podan pacientkdm s negativnimi uzlinami — a to v davkové
optimizacni studii. Byla monitorovdna lokdlni a systémova toxicita. Imunologické
odpovédi byly stanoveny pomoci vySetfovacich metod in vitro a pomoci in vivo
hypersenzitivni reakce opozdéného typu. U kazdé pacientky byl dokumentovan
opétovny vyskyt choroby (vznik metastaz).

186 pacientek bylo rozdéleno do dvou studii (pocet pacientek s pozitivnimi
uzlinami = 95; pacientky snegativnimi uzlinami = 91). Pacientky, u nichz se
vyskytovaly antigeny HLA-A2 a HLA-3 byly vakcinovany (n = 101) zatimco vSechny
ostatni (n = 85) byly sledovany jako kontrola.

Toxicita byla minimalni a byla pozorovatelnd na davce zavisld imunitni
odpoveéd’ vici vakeing. Planovana primarni analyza odhalila opétovny vyskyt choroby u
5,6 % vakcinou lé¢enych pacientek ve srovnani s 14,2 % u kontroly (P = 0,04) ve
sledovanych 20 mésicich. S tim, jak béhem cCasu slabla na vakcinu specificka imunita,
rozdil v opétovném vyskytu metastaz ztratil statistickou signifikanci — a to za 26 mésicti
(8,3 % vs. 14,8 %); nicméné signifikantni rozdil v modelu opétovného vyskytu
perzistoval. Vakcina E75 muze redukovat opétovny vyskyt metastdz u konvencné

1éCenych, vysoce rizikovych pacientek — které jsou (po operaci) ,,bez nemoci“ (Peoples
a kol. 2008).
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6. DISKUZE

6.1. AKTIVACE RODINY RECEPTORU HER

Z hlediska Casové navaznosti d€ji je nutno nejprve vyzdvihnout poznatek, ze
produkce ligandt (peptidovych ristovych faktort) pro HER receptory se odehrava ve
stromatu a je regulovana estrogeny (Schulz 2005).

Selektivni modulatory estrogenovych receptori vétSinou nemaji terapeuticky
efekt na ER(-) nadory. Uvazujeme, Ze uspéch takovéto 1é¢by u vyjimeénych ER(-)
pfipadii by mohl byt zpiisoben vlivem téchto farmak na ER v intersticiu (jehoz
pozitivita nemusi byt detekovatelnd). Intersticium by mohlo vlivem téchto latek prestat
tvorit ligandy pro HER systém.

Ulohu aktivace receptoru HER-2/neu jsme se snaZili pochopit z hlediska mozné
nadprodukce jeho ligandl. Proto byl v teoretické ¢asti feSen vyznam epidermdlniho
rustového faktoru jako ligandu HER rodiny receptorti. Nezvyklym dojmem ptisobi, ze
dosud nebyl nalezen ligand pro HER-2/neu a Ze tento receptor ani ligand mit nemusi.
Bunka vyuzivé toho, ze ligandem je aktivovan napt HER-3, ktery nemé kindzovou
aktivitu pro dal§i pfenos signalu. Ta je vSak ziskana tim, ze HER-3 se dimerizuje
s HER-2/neu, ktery tuto aktivitu zprostfedkuje (Schulz 2005). Moznost terapeutického
zasahu do této signalni drahy je proto komplikovana. Misto zdsahu na Grovni ligandi se
proto rozvinula 1é¢ba protilatkou proti HER-2/neu (trastuzumab).

V mnoha fyziologickych procesech jsou podle Schulze (2005) latky jako
strukturné piibuzny TGFo, amphiregulin a heparin vazajici EGF (HB-EGF)
pravdépodobné vyznamnéjsi nez samotny EGF. HB-EGF pravé tak jako betacellulin
(BTC) a epiregulin (EPR) se také vazou na HER-4 a aktivuji jej. Neureguliny (NRG) 1
a 2 jsou pievazné rozpoznavany HER-3; NRG 3 a 4 jsou rozpoznavany pomoci HER-4.

Navazani ligandu zplisobi dimerizaci HER receptorti a to bud’ homodimerizaci
(2 stejné receptory), nebo heterodimerizaci (2 rtizné receptory). Stejné jako Schulz se o
tom, ze HER-2/neu ma neznamy ligand, zminuji ve své praci Cinek a Filip (2007), dale
také uvadeji, Ze intracelularni signaly dimert obsahujicich HER-2/neu jsou siln€j$i nez
signaly ostatnich dimerd. OvSem vznik homodimeru HER-2/neu nebyl vyjasnén v zadné
Z nami nalezenych praci.

Jak jiz bylo feceno — produkce peptidovych rustovych faktorti se odehrava ve

stromalnich a epitelidlnich bunikach a je regulovana estrogeny. Jak jejich produkce, tak
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bunécné odpoveédi na rastové faktory jsou ovlivnény cross-talkem (zkiizenou reakci)
Sriznymi dal$imi hormony a rustovymi faktory. Pfesné vztahy s mnohocetnymi
rustovymi faktory a receptory vyskytujicimi se mezi riznymi bunénymi typy a
subjekty jsou extrémé slozité. Navic se mohou podstatné¢ ménit mezi riznymi fazemi
rastu prsu, a dokonce mezi segmenty duktu, timto zptisobem se také mohou ménit
jednotlivé nadory (Schulz 2005).

6.2. HODNOCENI POZNATKU Z KLINICKE CASTI

Ceska literatura je pomé&mé bohata na problematiku tykajici se karcinomu prsu.
V souvislosti s markerem HER-2/neu se zaméfuje na jeho stanoveni a prognostickou a
prediktivni hodnotu. Dale se zajima o novinky v 1é¢bé karcinomu prsu, kdy autoii ¢asto
Cerpaji ze zahrani¢nich zdroji. Z hlediska klinického dalsi poznatky ptinaseji pf¥imo
Ceska pracovisté, ktera provadéji vyzkum za podpory granti (napf. prace Hermanové a

kol. 2001, Petrakové a kol. 2008, Svobody a kol. 2008, Simi¢kové a kol 2005).

Jak v Ceské, tak v zahraniéni literatuie byl feSen vyznam stanoveni sérového
HER-2/neu. V obou piipadech byla potvrzena jeho prediktivni a prognosticka hodnota.
V ¢Geské studii Simickové a kol. (2005) byla navic fesena korelace sérového HER-2/neu
s dalsimi humoralnimi markery CA15-3 a CEA. Nicmén¢ stanoveni extracelularni
domény se podle CSKB CLS JEP zatim nedostalo mezi doporu¢ené metody v klinické

praxi.

Zahrani¢ni literatura vénujici se rakoviné prsu je velmi obsahla, proto jsme
omezili abstrakty pouze na ty novéjsi, které souvisi s HER-2/neu receptorem. Lze
vyzdvihnout, Ze jsme se Casto setkavali s dikazy o tom, Ze pii karcinogenezi stoupa
exprese HER-2/neu a zaroven naopak Klesa exprese ER. Toto se tyka i nadort, které

byly ptivodné ER pozitivni.

Studie Regitniga a kol. (2004) pfinesla dikaz o nadmérné expresi a amplifikaci
HER-2/neu de novo vV distalnich metastazaich v pozdnim stadiu nemoci. V této
souvislosti jsme nalezli studii o dva roky starsi, ve které Xu a kol. (2002) na podklad¢

vysledkt uvadi, ze amplifikace HER-2/neu se mize vyvinout v kterémkoliv stadiu
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béhem nemoci neménny.
Simickova a kol (2005) potvrdila tuto hypotézu o pfeméné ptivodné HER-2/neu
negativnich primarnich nadord na HER-2/neu pozitivni metastazy ndlezem sérového

HER-2/neu u HER-2/neu negativnich pacientek.

Lal a kol. (2005) se zabyvali korelaci stavu HER-2/neu s hormonalnimi
receptory ER a PR u neselektovanych invazivnich karcinomt prsu. Autoii udavaji, ze
exprese ER a PR je vyznamné niz§i v HER-2/neu pozitivnich nadorech. Vlivem
malignizace se snizuje pfitomnost HR. Ke stejnému zavéru dosli Konecny a kol. (2003)
u pacientek s primarni rakovinou prsu — pacientky HER-2/neu pozitivni mély vyznamné
niz§i hladiny ER a PR nez pacientky HER-2/neu negativni. S témito vysledky se
shoduje i nami posuzovana skupina pardubickych pacientek s nespecifikovanymi
karcinomy prsu — HER-2/neu pozitivni pacientky byly na hormonalni receptory
negativni (az na jeden piipad nizké pozitivity na ER). Tyto zavéry jsou vyznamné
zejména pro léCbu, protoze absolutni hladiny hormonélnich receptori jsou spojeny
s reakci na hormonalni terapii.

V souvislosti se zménami exprese V CasngjSich stadiich malignizace (u
duktalniho karcinomu in situ a invazivniho duktalniho karcinomu) byl v zahrani¢ni
literatufe feSen HER-2/neu spolu s ER a PR. Nami nalezené studie Steinmana a kol.
(2007) a Husseina a kol. (2008) se shoduji ve zméné exprese ER a PR v progresi

karcinomu prsu.

Studie Husseina a kol. (2008) fesi navic v€kovou zménu v expresi HER-2/neu.
IDC mély proti DCIS statisticky vyznamné niz§i hladiny ER a PR a vyssi stav HER-
2/neu, coz sveéd¢i pro jejich horsi prognoézu. Pacientky po menopauze mély vyssi
pozitivitu ER a PR neZ premenopauzalni pacientky. Nadmérna exprese HER-2/neu byla
nalezena pouze u pacientek pfed menopauzou.

V rozporu s touto studii jsou naSe vysledky pardubickych pacientek, u kterych
jsme zaznamenali narust pozitivity HER-2/neu u starSich pacientek nad padesat pét let
(po menopauze). Ovsem omezenim pro naSi interpretaci vysledku bylo, ze jsme
nevedéEli, 0 které typy karcinomu se jedna. Nicméné v nami nalezenych pracich jsme

nenasli dal$i souvislosti mezi nadmérnou expresi HER-2/neu a vékem pacientek.
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Hermanova a kol. (2001) srovnavali v souboru 60 pacientek s invazivnim
karcinomem prsu pozitivitu HER-2/neu metodou FISH a IHC. Amplifikace byla
potvrzena v 13,3 % ptipadl, nadmérna exprese se liSila v zavislosti na pouzité¢ metodice
vrozmezi 13,3 — 28,3 %. V pardubickém souboru 56 pacientek nad 55 let
s nespecifikovanymi karcinomy byla nadmérnd exprese potvrzena v 12,5 % piipadi,
nicméné je zde moznost narustu pozitivity o 7,14 % ptipadi pacientek, které mély
hrani¢ni pozitivitu na 2+, tudiz procento skuteéné pozitivnich pacientek na HER-2/neu

je tteba overit (jak mimo jiné doporucuje 1 Hermanova a kol.) pomoci FISH.

Vliv neoadjuvantni terapie na nadorové charakteristiky byl zkouman Adamsem a
kol. (2008). Z klicovych slov abstraktu se domnivame, Ze $lo o taxanovou terapii
docetaxelem. Z rozdili mezi vzorky pted a po terapii bylo vyznamné snizeni pocétu
mitoz. U pacientek, u kterych byl znam stav HER-2/neu a hormonalnich receptort, byla
po piijeti neoadjuvantni terapie zvySena exprese HER-2/neu, zatimco stav HR se
vyznamné& nezménil. Autofi ale uvadéji, Ze omezenim pro tyto vysledky mohl byt maly

objem vzorku.
V zahrani¢ni literatufe jsme dale narazili na nové moznosti 1écby HER-2/neu

pozitivnich nadort (napt. vakcina E75), které jsou ale jesté¢ predmétem dalSiho

zkoumani.
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7. ZAVER

V Ceské a zahrani¢ni dostupné literatufe jsme vyhledali a utfidili prace tykajici
se markeru HER-2/neu obecné a ve vztahu ke karcinomu prsu. Déle jsme se pokusili
nacerpat z internetovych databazi dalsi zajimavé prameny v souvislosti s HER-2/neu.

Z vysledkti nami prezentovanych studii je patrné, Ze stanoveni HER-2/neu
v nddorech prsu, pravée tak jako v jinych nadorech, mé nezastupitelnou ulohu pro odhad
prubéhu onemocnéni i pro charakter zvolené 1écby. Upozornili jsme na vyznam
stanoveni extracelularni domény HER-2/neu v séru pro monitorovani pacientek
s metastazujici rakovinou prsu a dale na moznost zmény exprese HER-2/neu v prab¢hu
onemocnéni. Vysledky nékterych studii jsme porovnali s nami zpracovanymi vysledky

pacientek z Pardubické krajské nemocnice.
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8. SEZNAM ZKRATEK

aCGH
ADH
BRCA
BTC
CA
CEA
CISH
CK
ckit
CR
CSKB
CLS JEP
DCIS
DNA
ECD
EGF
EGFR
EIA
ELISA
EPR
ER
erbB1
erbB2
erbB3
erbB4
FISH
HB-EGF
HER-1
HER-2/neu
HER-3
HER-4
HR

array komparativni genomova hybridizace

atypicka duktalni hyperplazie

breast cancer gene 1

betacellulin

carbohydrate antigen

karcinoembryonalni antigen

chromogenni in situ hybridizace

cytokeratin

transmembranovy receptor s tyrozinkinazovou aktivitou
kompletni odpoveéd’ (complete response)

Ceska spole¢nost klinické biochemie

Ceska lékatska spole¢nost Jana Evangelisty Purkyné
duktalni karcinom in situ

deoxyribonukleova kyselina

extracelularni doména

epidermalni ristovy faktor

receptor pro epidermalni rustovy faktor (erbBl, HER-1)
enzymoimunoanalyza

enzyme-linked immunosorbent assay

epiregulin

estrogenovy receptor

receptor pro epidermalni ristovy faktor 1 (EGFR, HER-1)
receptor pro epidermalni ristovy faktor 2 (HER-2/neu)
receptor pro epidermalni rustovy faktor 3 (HER-3)
receptor pro epidermalni rustovy faktor 4 (HER-4)
fluorescenéni in situ hybridizace

heparin vazajici epidermalni ristovy faktor

receptor pro epidermalni ristovy faktor 1 (EGFR, erbB1)
receptor pro epidermélni ristovy faktor 2 (erbB2)
receptor pro epidermalni ristovy faktor 3 (erbB3)
receptor pro epidermalni ristovy faktor 4 (erbB4)

hormonalni receptory
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IDC
IHC
JAK
Ki-67
MAPK
MOU
NRG
0osS
PaR
PI3K
PR

RR
RT-PCR
SD
S_HER-2
Skp2
STAT
TDLU
TGF
TTP
WNT

(+)

invazivni duktalni karcinom

imunohistochemie

Janus kinasa

prolifera¢ni marker

mitogenem aktivované proteinkinazy

Masaryktiv onkologicky ustav

neuregulin

celkové preziti (overall survival)

¢astecna odpoveéd’ (partial response)
fosfoinositid-3 kinazy

progesteronovy receptor

1écebna odpoveéd (response rate)

reverzni trankriptazova polymerazova fetézova reakce
stabilni onemocnéni (stable disease)

sérovy HER-2/neu

gen pro ubikvitin ligdzu

signalni transducery a aktivatory transkripce
terminalni duktuldrni lobularni jednotka
transformujici rastovy faktor

¢as do progrese onemocnéni (time to progression)
spojeni nazvi dvou genti: Wg (wingless) a INT geny
pozitivni

negativni
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